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RESUMO

FIGUEIREDO, Hamilton Mendes, D.S., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2000. Adesao bacteriana em modelo de circuito de processamento
de leite. Professor Orientador: Nélio José Andrade. Professores
Conselheiros: Frederico José Vieira Passos e Luiz Anténio Minin.

Para entender melhor a adesao bacteriana em superficies para
processamento de alimentos, uma série de experimentos foi efetuada num
modelo de linha de circulacéo de leite, equipado com cupons de prova em aco
inoxidavel, AISI 304, nas formas de T, cotovelo 90° e cilindrica. Avaliou-se, a
adesao de Enterococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e
Bacillus cereus NCTC 11145, nas formas vegetativa e esporulada, antes e
apos a circulacdo do leite pelo modelo. Os numeros de bactérias aderidas
antes da circulagédo do leite pelo modelo apresentaram diferencga significativa
(p < 0,05), sendo que 24,60% dos esporos de B. cereus aderiram, sua forma
vegetativa mais esporulada aderiu 2,21% e P. aeruginosa e o E. faecium,
aderiram 5,83 e 0,57%, respectivamente. Apo6s a circulagédo do leite, os
percentuais de adesido foram de 4,10, 2,30, 5,36, 5,51, para B. cereus na
forma esporulada, B. cereus (esporos e células vegetativas), P. aeruginosa e
E. faecium, respectivamente. No experimento que avaliou o efeito da
temperatura de armazenamento do leite na adeséo bacteriana, observaram-se

mudangas nas porcentagens de adesdo. P. aeruginosa apresentou maior
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capacidade de adesao a 18 °C, antes da circulacdo do leite pelo modelo,
quando comparada com 10°C e 5°C. Ja apds a circulagdo do leite os
percentuais de adesao obtidos para as diferentes temperaturas foram bastante
semelhantes. Com relacao a influéncia da velocidade de circulacédo do leite no
modelo, verificou-se que a 0,5 m/s permaneceram aderidas aos cupons de
prova 10,7% das células, enquanto que nas velocidades de 1,0 e 1,5 m/s as
porcentagens de adesdo foram de 5,40 e 4,90, respectivamente. Quando foi
avaliada a influéncia da concentracdo de bactérias em relagdo a adeséo,
verificou-se que maiores concentracdes de bactérias permitem maior numero
de células aderidas aos cupons, porém das células inicialmente aderidas a
maior parte é removida pela circulagao do leite a 1 m/s, o que fez com que as
porcentagens de adesao final fossem de 5,36, 4,92 e 5,83, respectivamente
para as concentragdes bacterianas de 9,3 x 10° UFC/mL, 2,2 x 10° UFC/mL e
2,9 x 10* UFC/mL. A influéncia do tempo de incubagéao do leite sobre a adesao
mostrou que aumentando o periodo de incubacdo ocorre maior proliferacao
bacteriana com consequente aumento do numero de bactérias aderidas,
porém a remogao de células pelo fluxo de leite € maior nos biofilmes com alta
porcentagem de células aderidas, como o obtido para o tempo de 48 horas
(48,70%) quando comparado com as adesdes obtidas para os tempos de 12 e
24 horas.
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, Hamilton Mendes, D.S., Universidade Federal de Vigosa, June
2000. Bacterial adhesion in circuit model of milk processing. Adviser:
Nélio José de Andrade. Committee members: Frederico José Vieira Passos
and Luiz Anténio Minin.

With the objective of understanding the factors involved in the bacterial
adhesion to the equipments for food processing were accomplished a series of
experiments. In the evaluation of the capacity of adhesion of Enterococcus
faecium, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 and Bacillus cereus
NCTC 11145 in spore and vegetative cells, before the circulation of the milk in
the simulator, it was verified that the adhesion percentage, in stainless steel, for
spore of Bacillus cereus was of 24.60%, while its spore more vegetative cells
presents a value of 2.21%. The adhesion percentages for Pseudomonas
aeruginosa and Enterococcus faecium were of 5.83% and 0.57%, respectively.
With relationship to the adhesion after the circulation of the milk in the simulator
was observed that the spore form and spore more vegetative cells of Bacillus
cereus presented 4.10% and 2.3%, respectively, while for P. aeruginosa the
found value was of 5.36% and for E. faecium the adhesion percentage
was of 551%. When experiment was accomplished with the

objective of evaluating the effect of the temperature of refrigeration of the milk
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in the bacterial adhesion, changes were observed in the adhesion percentages.
P. aeruginosa, presented larger adhesion capacity for 18°C, before the
circulation of the milk for the model, when compared with 10°C and 5°C. After
the circulation of the milk the percentile of adhesion obtained for the different
temperatures were plenty similar. With relationship to the influence of the
velocity of circulation of the milk in the model, it was verified that at 0.5 m/s
10.7% of the cells was adhered in the cupon, while in the velocities of 1,0 m/s
and 1.5 m/s the adhesion percentages were of 5.40 and 4.90, respectively.
When the influence of the bacterial concentration was evaluated in relation to
adhesion, was verified that larger concentrations of bacterias allow larger
number of cells adhered to the coupons, even of the cells initially adhered most
is removed by the circulation of the milk to 1 m/s, with that the percentages of
final adhesion went of 5.36, 4,92 and 5.83, respectively for the bacterial
concentrations of 9.3x10° UFC/ml, 2.2x10° UFC/ml and 2.9x10" UFC/ml. The
influence of the time of incubation of the milk about the adhesion showed that
increasing the incubation period happens larger bacterial proliferation with
consequent increase of the number of adhered bacterias, even so biofiime with
high percentage of cells stuck as obtained it for the time of 48 hours (48.7%)
they have a larger removal of cells for the flow of the milk when compared with

the adhesions obtained for the times of 12 and 24 hours.



1. INTRODUCAO

As industrias tém processado uma quantidade de alimentos cada vez
maior, na tentativa de suprir o mercado crescente. Com o aumento da
capacidade de processamento, varios problemas tém surgido. Um deles é a
questado da perda pos-processamento ou diminuicdo da vida de prateleira, em
funcao da contaminagao do alimento na prépria linha de produgao.

Apesar de os meétodos de sanificacdo aplicados na industria serem
bastante eficazes, ha casos em que a higienizagao, realizada deficientemente,
ndo remove microrganismos e sujidades, o que favorece a adesdo de
microrganismos nos equipamentos e utensilios. O alimento que circular nessa
linha de produgao podera sofrer contaminagao, portanto, no final do periodo de
producao, podera haver um grau de contaminagao do equipamento bastante
elevado, o que pode levar ao aumento do numero de microrganismos aderidos.
Uma vez que esses microrganismos estejam aderidos ou formem biofilmes,
havera resisténcia a remocao pelos processos de sanificagao.

A questao da formacgao de biofilmes por bactérias patogénicas tem sido
estudada, com a finalidade de compreender melhor os mecanismos envolvidos
nessa adesao e, desta maneira, poder controla-los.

Os microrganismos apresentam diferengcas entre si na capacidade de
aderir a superficie de equipamentos. Portanto, alguns sdo mais resistentes ao

tratamento térmico e podem formar colénias na linha de produgdo. Outros



fatores diferenciam os microrganismos com relagdo a capacidade de formar
biofilmes, como € o caso da resisténcia a sanificantes, a quantidade relativa de
uma determinada espécie no alimento, entre outros. Os microrganismos, uma
vez aderidos a superficie de equipamentos, apresentam a capacidade de
liberar células, contaminando o alimento. Este tipo de problema é
especialmente importante em industrias de processamento de leite, ja que este
produto €, normalmente, pasteurizado e, em paises como o Brasil, apresenta
um numero de microrganismos bastante elevado.

Microrganismos deterioradores aderidos a linha de produgdo podem
resultar em leite processado com alto grau de contaminagdo microbiana, além
de haver também a possibilidade de contaminagdo com microrganismos
patogénicos.

Neste trabalho, objetivou-se estudar a adesdo de bactérias
deterioradoras e quantificar a contaminagdo resultante, em um modelo de
processo que simula uma linha de circulacdo de leite. Desta maneira,
conhecendo 0s microrganismos que apresentam maior capacidade de adeséao,
sera possivel distinguir melhor os fatores que levam a uma grande
contaminacgao do leite processado e, consequentemente, controla-los, a fim de
obter um produto de melhor qualidade, mais seguro e com uma vida de

prateleira maior.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bactérias deterioradoras e enzimas termorresistentes

O leite € um excelente meio de cultura, pois contém uma microbiota
complexa e numerosa, que depende de fatores como condigdes higiénicas
durante a ordenha, higiene dos utensilios, cuidados com o animal, entre outros
(JAY, 1994).

A microbiota termodurica, constituida pelos organismos sobreviventes
a pasteurizagdo lenta (63° C/30 minutos), & representada, principalmente,
pelos géneros Microbacterium, Alcaligenes, Bacillus e Clostridium (FRANK et
al., 1992).

As bactérias psicrotroficas sdo capazes de crescer a temperatura de
refrigeracdo, entre 2 e 7°C, o que as torna importantes para a vida de
prateleira dos produtos armazenados sob refrigeragcéo; porém, sua faixa 6tima
de crescimento esta entre 20 e 25 °C (FRANK et al., 1992). A manutencéo do
leite cru por periodos prolongados sob refrigeragao propicia a proliferagdo de
organismos psicrotroficos, independente de sua temperatura oOtima de
crescimento (ROBINSON, 1990).

Organismos psicrotroficos formadores de esporos dos géneros Bacillus
e Clostridium tém despertado interesse consideravel em leite UHT, pelo fato de

serem termoduricos (ROBINSON, 1990). Dentre esses, B. cereus tem



importancia na industria de laticinios, pois quando se apresenta em contagens
de cerca de 10° UFC/mL & capaz de produzir toxinas responsaveis por
intoxicagdes alimentares. Além disto, esse microrganismo é capaz de produzir
proteases e fosfolipases extracelulares, resultando na coagulagdo doce e no
sabor amargo do leite pasteurizado (COLLINS, 1981). LARSEN e
JORGENSEN (1997) examinaram cerca de 458 amostras de leite, coletadas
em trés industrias diferentes, e observaram que 56% das amostras
apresentavam B. cereus, devendo-se ressaltar que no verao esse valor atingia
72%, contra 28% no inverno. B. cereus psicrotréfico foi detectado em 29 de
115 amostras de leite cru e em 120 de 257 amostras de leite pasteurizado,
tendo as células viaveis sido encontradas dentro de uma variagao de 1,0 x 10°
a 3,0 x 10° UFC/mL. GIFFEL et al. (1997) avaliaram a incidéncia de B. cereus
em tanques de refrigeracédo de leite e observaram que 40% de 133 amostras
estavam contaminadas.

Do ponto de vista do controle de qualidade do leite pasteurizado e dos
produtos a ele relacionados, as bactérias psicrotroficas, particularmente as do
grupo Gram-negativo, sdo as de maior importancia. Essa importancia tem sido
acentuada em virtude do prolongamento do tempo de estocagem dos
produtos, por forga de inovagdes ou avangos tecnoldgicos de comercializagao
(CELESTINO et al., 1996).

Praticamente, todo leite pasteurizado e os produtos dele derivados,
quando mantidos sob refrigeragao, eventualmente, desenvolvem um ou mais
defeitos, que s&o atribuidos as bactérias psicrotroficas, os quais estéo
relacionados com o sabor (rancidez, sabor de fruta, gosto amargo ou putrido) e
as alteragdes de cor (COLLINS, 1981). Alguns defeitos sdo facilmente
detectaveis com populacdo em torno de 10" UFC/mL; em certos casos, &
necessaria uma populacdo dez vezes superior para o surgimento de tais
defeitos, atribuindo-se essa variacdo as diferentes atividades bioquimicas dos
psicrotroficos (ROBINSON, 1990).

Os psicrotréficos sao alteradores por causa da produgao de proteases
e lipases termorresistentes. Dentre eles, incluem-se as espécies de
Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Acinetobacter, Micrococcus e
Streptococcus (FRANK et al., 1992; MEER et al., 1993). As Pseudomonas sao,



normalmente, as mais encontradas no leite cru (COUSIN, 1982). A maioria
dessas bactérias, especialmente P. fluorescens, esta associada a protedlise e,
ou, a lipolise em leite e derivados (COUSIN, 1982).

Os psicrotroficos estdo bastante distribuidos na natureza e sao
contaminantes comuns do leite. As formas usuais de contaminacgao incluem o
solo, o ar, a agua, a vegetacdo e as fezes (SHAH, 1994). Entretanto, a
principal fonte de contaminagdo com bactérias psicrotréficas continua sendo os
utensilios e equipamentos utilizados no manuseio do leite, nas fazendas e
usinas de beneficiamento (COUSIN, 1982).

As alteragdes nas proteinas do leite, causadas por enzimas de
bactérias psicrotréficas, sdo importantes quando relacionadas a manutengcao
da qualidade do leite e de seus derivados, estocados sob refrigeragdo. As
proteases termoestaveis podem atuar sobre as proteinas do leite, causando o
desenvolvimento de gosto amargo e a coagulagdo do leite. No leite, ha
diversas enzimas de origem microbiana que tém a capacidade de hidrolisar
proteinas. Foi estimado que de 70 a 90% das amostras de leite cru contém
psicrotréficos capazes de produzir proteases termorresistentes (SHAH, 1994).

As proteases produzidas especialmente pelas P. fluorescens sao
termorresistentes o suficiente para resistirem a certos tratamentos térmicos
(SORHAUG e STEPANIAK, 1997). Essas enzimas, dependendo de sua
concentragao inicial no leite e do tempo disponivel para agao, degradam, com
taxa variavel, principalmente a k-caseina e, em ordem decrescente, a beta e a
alfa-caseinas (COUSIN e MARTH, 1977; COUSIN, 1982).

As proteases produzidas por bactérias psicrotroficas podem causar
alteragdes bioquimicas no leite durante o seu manuseio, antes e apés a
pasteurizagcdo (COUSIN, 1982; BIGALKE, 1983; JASPE et al. 1995).
Pseudomonas fluorescens produz protease que requer cerca de 7 minutos, a
120 °C, para perder 90% de atividade (ADAMS et al., 1975).

As proteases termorresistentes produzidas por algumas espécies de
Pseudomonas e de Bacillus podem alterar leites esterilizados (FRANK et al.,
1992; BRASIL, 1993; COLLINS et al., 1993). Os esporos do género Bacillus
sdo comumente encontrados em leite cru e podem sobreviver a pasteurizagao
(FRANK et al., 1992).



Quando tratadas termicamente, as lipases naturais do leite séo
termolabeis e perdem 42 e 98% de suas atividades a 57,2 e 72,9 °c, por
10 segundos, respectivamente. Por outro lado, as lipases produzidas por
Pseudomonas sp. resistem ao tratamento térmico de 110 °C, por 10 segundos
(SENYK et al., 1982).

ANDERSON (1979) observou a termoestabilidade da lipase produzida
por P. fluorescens e determinou os valores D (tempo necessario para reducao
de 90% da populagdo) a 140°C como sendo de 3,6 e 2,0 minutos,
respectivamente, em caldo nutriente e em leite desnatado. Essa lipase é
também extremamente resistente a inativacdo quimica, tendo sido apenas
parcialmente inativada apds 20 horas em solucdo de uréia 8 M, solucdo de
hipoclorito de guanidina 6 M e dodecil sulfato de sédio a 1%.

Os alimentos mais frequentemente envolvidos com problemas de
lipdlise sdo os cremes de leite, a manteiga e as margarinas (BRASIL, 1993).

Em relagdo as bactérias patogénicas que podem deteriorar o leite e
seus derivados, incluem-se as consideradas emergentes, como Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni e Escherichia
coli O157:H7 (DOYLE, 1992; SMITH e FRATAMICO, 1995; BUZBY et al
,1996).

Nos Estados Unidos, estima-se um gasto anual entre 5 e 9 bilhdes de
dodlares com o tratamento médico-hospitalar de doengas de origem alimentar,
considerando todas as formas de contaminacdo dos alimentos (SMITH e
FRATAMICO, 1995; BUZBY et al., 1996). Sabe-se que em cerca de 25%
dessas doencas estdo envolvidos matéria-prima, equipamentos e utensilios
contaminados, sujeitos, portanto, a formagcdo de processos de adeséo
microbiana (TROLLER,1993).

As superficies de equipamentos ou utensilios que entram em contato
com alimentos durante o processo de industrializagdo ndo devem contaminar
ou aumentar a incidéncia de microrganismos, sejam alteradores ou
patogénicos. No entanto, sabe-se que, sob determinadas condi¢bes, os
microrganismos se depositam, aderem, interagem com as superficies e iniciam
o crescimento celular. A multiplicagdo resulta na formagao de colbnias, e

quando a massa celular é suficientemente grande para agregar nutrientes,



residuos e outros microrganismos, estd formado o que se denomina de
biofilme microbiano (SNYDER JR., 1992; ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

2.2. Biofilmes microbianos

Muitas bactérias, no seu habitat natural, podem existir em duas formas
diferentes: a) o estado planctdnico, em que se apresentam de forma livre, e b)
no estado séssil, em que estdo aderidas a uma superficie (MARSHALL, 1992).

O biofilme consiste de microrganismos aderidos a uma superficie por
substancias poliméricas extracelulares (COSTERTON et al.,, 1987). Outra
definicdo estabelece que o biofiime é a agregacao de células microbianas, que
crescem e multiplicam-se em uma superficie, sendo essa agregacéo
promovida por substancias poliméricas extracelulares produzidas pelos
proprios microrganismos (FLINT et al., 1997).

Estima-se que 99% de todas as bactérias em ambiente natural estdo em
biofilmes ou, pelo menos, residem em sua superficie (DALTON e MARCH,
1998).

2.2.1. Teorias da formagao do biofilme

Existem diversas teorias que tentam explicar a formacdo do biofilme.
Uma delas evidencia que o processo ocorre em duas etapas. A primeira é
reversivel, estando o microrganismo fracamente aderido a superficie por
atracao eletrostatica e pelas forgas de Van der Waals. Nesse estadio, a célula
bacteriana pode ser facilmente removida. A segunda etapa é irreversivel,
depende do tempo de aderéncia e envolve a adesao da célula a superficie por
material extracelular de natureza polissacaridica ou protéica, produzido pelo
microrganismo (MOSTELLER e BISHOP, 1993). Forma-se, entdo, uma
estrutura denominada de matriz de glicocalix, que suporta a formagao do
biofilme. Essa matriz € produzida somente apds a adesao superficial e fornece

condigdes para a adesao do peptidioglicano das bactérias Gram-positivas e da



parte externa da membrana das Gram-negativas (MOSTELLER e BISHOP,
1993).

Uma segunda teoria propde a formacgao do biofilme como um processo
que ocorre em etapas (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994). Assim, ocorre
inicialmente o fluxo de nutrientes, matéria organica e inorganica na superficie
solida, o que leva a formagdo de uma camada que contém nutrientes
organicos e inorganicos. Numa proxima etapa, acontecem a adesao dos
microrganismos a superficie e o inicio do crescimento celular. Em seguida, ha
o aumento da atividade metabdlica no biofilme e, finalmente, as células
comegcam a ser liberadas do biofilme, podendo resultar em caracteristicas
indesejaveis a qualidade do alimento.

Segundo a teoria proposta por BUSSCHER e WEERKAMP (1987), o
mecanismo de adesao bacteriana segue os seguintes passos (Figura 1):

- A distancias de separacdo maiores que 50 nm, somente as forcas
atrativas de Van der Waals atuam na adesao da bactéria ao substrato. Essa
distdncia é relativamente grande para a oposicdo de forgas e o
reconhecimento de componentes especificos de superficie. A aproximacao &
mediada por propriedades nao-especificas da superficie da célula.

- A uma distancia entre 10 e 20 nm, ocorrem interagdes em virtude da
repulsao eletrostatica, forca que se opde as forcas de Van der Waals. Neste
estadio, é possivel que a adesao seja reversivel, porém se altera com o tempo
para pouco reversivel ou essencialmente irreversivel, em raz&o do rearranjo da
superficie da célula, o que leva a interagbes de curta distancia. Para isto, o
filme de agua precisa ser removido da interface bactéria/superficie. O maior
papel da hidrofobicidade e dos componentes de superficie hidrofobica na
adesdo bacteriana, provavelmente, € em razdo do efeito desidratante nesse
filme de agua, o que possibilita a ocorréncia de interagdes especificas de curta
distancia.

- A uma distdncia menor que 1,5nm, onde a barreira da energia
potencial ja foi superada, interagcdes especificas, como as que podem se
originar de forgas polares de curta distancia, podem ocorrer. Essas interagdes

podem levar a uma ligagao essencialmente irreversivel.
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Figura 1 - Representacdo esquematica das interagdes envolvidas na adesao
bacteriana a um substrato sélido.



A interacdo especifica € uma interacdo microscépica, como a interagao
entre um componente da superficie da célula e o substrato, ocorre a uma
distancia extremamente curta e permite ligagdes especificas ibnicas, pontes de
hidrogénio e outras ligagbes quimicas. A interagdo nao-especifica é definida
como aquela que ocorre em virtude da propriedade de superficie microscopica
total, como as cargas ou a energia livre de superficie. Essas interagbes podem
atuar a consideraveis distancias do substrato. Mais recentemente, foi proposto
um valor calculado com base na for¢ca de Van der Waals, em que uma longa
distancia seria > 50 nm, enquanto a curta seria menor que 1,5 nm (BUSSCHER
e WEERKAMP, 1987).

O contato direto entre bactéria e substrato pode ser estabelecido, em
nivel molecular, por substancias poliméricas extracelulares (SPE) produzidas
pelas bactérias. Essas substancias n&o estdo sujeitas ao mesmo tipo de
repulsdo que as bactérias, portanto podem facilitar a adesao entre a bactéria e
a superficie por varias combinagbes de ligagdes quimicas (eletrostatica, co-
valente e de hidrogénio), interagdes dipolo (dipolo-dipolo, dipolo-induzido dipolo
e ion-dipolo) e interagdes hidrofébicas. Consequentemente, o0 mesmo tipo de
bactéria pode ter diferentes niveis de adesividade (MARSHALL, 1992). As SPE
produzidas pelos microrganismos desenvolvem um importante papel,
protegendo a célula da desidratagdo, ja que podem reter agua em uma
quantidade varias vezes maior que a sua massa e se desidratam lentamente.
Em P. aeruginosa, a presenca de acido urbnico acetilado no alginato bacteriano
aumenta a capacidade de hidratagdo (COSTERTON et al., 1994).

A capsula de muitas bactérias € composta por polissacarideos, embora
algumas espécies de Bacillus possam formar capsula de polipeptideo. A
presenca de capsula pode aumentar a ades&do microbiana e atuar como defesa
contra a fagocitose. Esse material pode também facilitar a adsorgéo de agentes
toxicos, prevenindo, assim, a penetragdo no citoplasma bacteriano (BOWER,
1996).

ApoOs o contato inicial com a superficie, os microrganismos iniciam a
producao de fibras finas, que podem ser vistas por microscopia eletrénica.
Essas fibras se tornam mais grossas com o tempo, levando a formagao da
matriz do biofilme. Dentro da matriz, outras substancias organicas e

inorganicas e material particulado podem existir juntamente com
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microrganismos. A produgédo de exopolissacarideo aumenta com a adesao da
bactéria a superficie. Caso as células do biofiime sejam reinoculadas no meio,
como células planctdnicas, havera redugao na producao de exopolissacarideos
(KUMAR e ANAND, 1998).

Segundo COSTERTON et al. (1994), o glicocalix é um elemento
integrante  da membrana externa de bactérias Gram-negativas e do
peptidioglicano de células gram-positivas. Ele € composto de diversas fibras de
polissacarideo ou proteinas globulares, e em seu estado hidratado contém
cerca de 98 a 99% de agua. P. aeruginosa forma alginato como maior

constituinte do glicocalix.
2.2.2. Fatores que influenciam a adesao bacteriana

A temperatura e o pH também influenciam a adeséo da bactéria. STONE
e ZOTTOLA (1985) mostraram que na adesao em acgo inoxidavel, em fluxo
continuo de leite, P. fragi produz fimbria em 30 minutos, a 25° C, e em 2 horas,
a 4°C. Em um estudo conduzido por HERALD e ZOTTOLA (1988), ficou
evidenciado que P. fragi apresenta maxima adesao ao ago inoxidavel, em pH
na faixa de 7 a 8, o que coincide com o pH 6timo para o seu metabolismo.
Presume-se que a adesao foi auxiliada pelo transporte ativo de cations para a
superficie, aumentando sua carga superficial.

Segundo ZOTTOLA e SASAHARA (1994), Y. enterocolitica adere melhor
ao aco inoxidavel a 21° C, do que a 35 ou 10° C. Observou-se que a 35° C as
células ndo possuiam flagelo, o que evidencia que essa estrutura € necessaria
para que a adesao ocorra. Os autores concluiram também que Y. enterocolitica
adere melhor em pH de 8 a 9,5 do que em pH 6, nas temperaturas de 10, 21 e
35°C. Em pH 6, poucos flagelos foram observados, o que pode ter tido
influéncia na adesao (HERALD e ZOTTOLA, 1988).

ASSANTA et al. (1998) investigaram a ades&o de Aeromonas hydrophila
em sistema de distribuicdo de agua. Este microrganismo aderiu facilmente em
superficies como aco inoxidavel, cobre e polibutileno, apdés um tempo de
exposicao entre 1 e 4 horas, nas temperaturas de 4 e 20° C. O polibutileno, que
tem uma baixa energia de superficie (42,2 mJ.m™), foi mais colonizado do que

o aco inoxidavel (65,7 mJ.m?). Poucas células foram observadas no cobre,
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apesar de sua baixa energia de superficie (45,8 mJ.m™). Os autores sugerem
que tal fato pode ser atribuido a um efeito antimicrobiano do ion cobre, que
interfere com a adesdo e multiplicacdo bacteriana. MAFU et al. (1990)
estudaram a adesdo de L. monocytogenes em ago inoxidavel, vidro,
polipropileno e borracha. Os autores concluiram que a adeséo ocorre em todos
os tipos de superficie estudada, ap6s um tempo de contato de 20 minutos, a
20° C, ou 1 hora, a 4° C.

A hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana séo forgas
fisico-quimicas envolvidas na aderéncia de microrganismos as superficies
solidas. A hidrofobicidade esta relacionada a componentes hidrofébicos
presentes na membrana externa do microrganismo. Acredita-se que interagdes
hidrofébicas apresentam papel relevante na adesao de microrganismos, tanto
em superficies inertes para processamento de alimentos, quanto em
superficies de alimentos, como a carne (DENYER et al. 1993).

Por outro lado, as bactérias Gram-negativas e gram-positivas apresentam
carga elétrica negativa em pH neutro. Embora os mecanismos nao sejam
completamente entendidos, esses fatores fisico-quimicos tém um importante
papel na aderéncia microbiana (HOOD e ZOTTOLA, 1995). Os microrganismos
podem apresentar variagdes na hidrofobicidade, dependendo do modo de
crescimento bacteriano e das condi¢cées de cultura. No fermentador continuo,
quando a taxa de crescimento da cultura aumenta, a hidrofobicidade diminui
(KUMAR e ANAND, 1998).

Tanto a bactéria quanto o substrato adquirem cargas superficiais
(geralmente negativa), como resultado da adsorgéo de ions ou de ionizagao de
grupos de superficie. Essas cargas de superficie podem, entdo, atrair ions com
carga contraria, que estdo na fase aquosa circundante. Assim, quando a
bactéria se aproxima da superficie do substrato, interagcbes comegcam a se
desenvolver, as quais sao resultantes das cargas positivas e negativas que
circundam as duas superficies. A magnitude dessa forga depende do potencial
das duas superficies, da forga ibnica e da constante dielétrica do meio
circundante, além da distancia entre a bactéria e o substrato (DENYER et al.,
1993).

A carga elétrica da superficie e sua microtopografia sdo importantes. Por

exemplo, as superficies com elevada carga elétrica, como o vidro, suportam
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melhor o processo de aderéncia do que as superficies com menor carga, como
o poliestireno (DENYER et al., 1993). Os microrganismos, assim como algumas
superficies biolégicas nas quais eles se aderem, frequentemente tém carga
negativa sob condic¢des fisioldgicas. Essas cargas surgem principalmente de
grupos fosfatos e carboxil, podendo ser uniformemente distribuidas com cargas
positivas dos grupos aminos (BUSSCHER e WEERKAMP, 1987). Ainda
segundo os autores, as espécies bacterianas com baixa energia livre de
superficie se aderem irreversivelmente e em grandes numeros em substrato
com a mesma caracteristica.

O estudo da adesao das bactérias a superficie requer o conhecimento
das caracteristicas fisico-quimicas das duas superficies (bactéria e substrato) e
da interagéo entre elas. Em geral, ambas as superficies possuem uma carga
global negativa, e para que ocorra a adesdo € necessario que a barreira de
repulséo eletrostatica seja superada pela forga atrativa (Quadro 1).

Quadro 1 - Forgas envolvidas na adesdo microbiana a superficie

Tipo de Interagao Forgas de Interagéao Caracteristicas
Reversivel Van der Waals Longo alcance, fraca
Eletrostatica especificidade
Irreversivel Dipolo-dipolo, dipolo-dipolo induzido, Curto alcance,
ion-dipolo, idnica, pontes de geralmente alta
hidrogénio, hidrofobicidade especificidade

Fonte: DENIER et al. (1993).

O eventual resultado da interagdo entre essas forgas é governado por
principios termodindmicos. O encurtamento da distancia entre o substrato e a
bactéria faz com que as forgas adesivas comecem a predominar, 0 que €&
favorecido pela presenca de apéndices e polimeros extracelulares (DENYER et
al., 1993)

Segundo DENYER et al. (1993), a ades&o reversivel € resultante
principalmente da interagdo de forgas a longas distancias, e a adesao

irreversivel € geralmente considerada como resultado de interagcbes mais
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definitivas. Essa ultima interagdo conta, normalmente, com o encurtamento da
distancia entre as forgas fisicas de atragao sumarizadas no Quadro 1, que séo
otimizadas pela interagdo dos grupos componentes da célula-receptor de
ligacao.

A resisténcia aos antimicrobianos, por parte de bactéria em biofilmes, é
aumentada quando comparada a das células planctonicas. Tal fato se deve a
reduzida difusdo dos antimicrobianos no biofilme e as alteragbes fisiologicas
que ocorrem em virtude da reducdo da taxa de crescimento e producao de
enzimas que degradam as substancias antimicrobianas (KUMAR e ANAND,
1998).

2.2.3. Composigao do biofilme

Uma quantidade relativa de componentes organicos e inorganicos que
fazem parte de biofilmes pode ser determinada por meio de combustdo. Os
solidos volateis e fixos refletem a fragdo organica e inorganica,
respectivamente. A fracdo volatil de uma populagdo microbiana plancténica &
maior que 90%. Para biofilmes, esse valor é consideravelmente menor, ja que
existe uma massa de constituintes inorganicos aprisionada ou precipitada
dentro da matriz do biofilme. Contudo, em experimentos laboratoriais, em que
dominam os componentes bidticos, a fragado volatil do biofilme pode chegar a
80% do peso seco do biofiime. A relagdo carbono/nitrogénio, em alguns
biofilmes, é consideravelmente maior (cerca de cinco vezes) do que em células
microbianas. Tal fato, provavelmente, é devido a grande propor¢do de
polimeros extracelulares (DENYER et al., 1993).

A fracdo inorganica & maior em biofilmes que estdo em ecossistemas
aquaticos naturais, onde argila, areia e sedimentos penetram na matriz,
influenciando as propriedades fisicas desses biofiimes (DENYER et al., 1993).

A presenca do biofilme pode levar a condicdes favoraveis a corrosdo do
metal onde o biofilme esta posicionado. Pode ocorrer corrosio localizada, pela
aeracao diferencial que as células sofrem em fungdo da distribui¢cdo irregular
no biofilme e pela formacgao de sitios de anaerobiose na base do biofiime, em
razao de a respiragdo microbiana consumir o pouco oxigénio presente. Tal

situagdo gera condigbes favoraveis para o crescimento de bactérias sulfato-
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redutoras que usam o hidrogénio. Este elemento é gerado em meio ambiente
anaerobio, pela combinagao de prétons e elétrons, que por sua vez aumentam
a corrosdo do metal. Os sulfato-redutores também produzem metabdlitos
corrosivos, como os sulfitos, que levam a incorporacdo de produtos de
corrosdo, como o sulfito de ferro dentro da matriz do biofilme (DENYER et al.,
1993).

2.2.4. Matriz extracelular

Sabe-se que o conteudo da matriz extracelular em substancias
poliméricas varia de 50 a 90%. A terminologia para o material extracelular
associado com os agregados de células ou biofilmes varia na literatura, sendo
referido como limosidade, capsula, glicocalix e substancia polimérica
extracelular (DENYER et al., 1993)

A grande maioria das substancias poliméricas extracelulares é
polissacaridea. Os agucares, como glicose, galactose, manose, frutose,
ramnose, N-acetilglicosamina, acido glucurdnico, acido galacturdnico e acido
gulurénico, sao tipicos constituintes do polissacarideo bacteriano (DENYER et
al., 1993).

Estudos demonstraram que muitos polissacarideos e fosfolipidios
acumulam mais tarde na fase estacionaria, quando a célula mostra um
estresse fisiolégico. Alguns investigadores tém observado a producdo de
diferentes polissacarideos durante o crescimento exponencial, quando
comparados com os produzidos na fase estacionaria. DENYER et al. (1993)
induziram uma condicdo de desnutricdo em células que estavam em
crescimento exponencial e observaram que foi liberado um polissacarideo
viscoso e soluvel, enquanto o mesmo polissacarideo nao foi produzido por
células que estavam em fase estacionaria. Tal fato evidencia que uma situagao
de desnutricao provoca a producao de diferentes polimeros.

Segundo DENYER et al. (1993), alguns pesquisadores observaram
menor producdo de polissacarideos por bactérias desnutridas do que por
culturas em crescimento. Quando o meio de crescimento é rico, a bactéria
pode produzir grandes quantidades de polimeros, porém ela os libera como

uma limosidade e ndo os utiliza na formagado da capsula. Ainda segundo os
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autores, pesquisas demonstraram que anticorpos feitos contra polimeros
produzidos em culturas liquidas reagiram com a matriz do biofilme “in situ”, o
que indica que a substancia polimérica extracelular do biofilme contém alguns
polimeros semelhantes aos produzidos no liquido da cultura pelos organismos.
Outro estudo mostrou que o mesmo microrganismo produz mais substancias
poliméricas extracelulares no biofime do que em cultura em suspensao
(DENYER et al., 1993).

As substancias poliméricas extracelulares influenciam as propriedades
fisicas do biofilme, incluindo difusividade, condutividade térmica e propriedades
reologicas. Por causa da densidade de cargas e do estado iGnico encontrado
no exopolissacarideo, pode ocorrer a formagao de uma barreira elétrica contra
a difusao de diversas substancias, havendo uma filtracdo de moléculas, o que
impede a entrada de certas substancias no biofilme. A natureza altamente
hidratada e predominantemente polianiénica dos exopolissacarideos também
evidencia que eles podem atuar como uma matriz trocadora de ions, servindo
para aumentar a concentracao local de formas i6nicas, como metais pesados,
amoOnia, potassio, entre outros, que tém um efeito oposto aos grupos anidnicos.
Tal comportamento pode n&o ter efeito sob nutrientes carregados, incluindo
agucares, contudo pode servir como armadilha para nutrientes catibnicos,
como aminas, especialmente sob condi¢des oligotroficas (COSTERTON et al.,
1987). A penetragdo de moléculas carregadas como biocidas pode ser, em
parte, restrita por esse fenbmeno (COSTERTON e LAPPIN-SCOTT, 1989).

Alguns polimeros componentes do biofime podem reduzir
significativamente a suscetibilidade do organismo a uma série de antibidticos
(COSTERTON e LAPPIN-SCOTT, 1989). Contudo, somente a adsor¢géo ou a
diminuicdo da difusdo causada pelo exopolissacarideo ndo podem, sozinhas,
explicar a resisténcia da bactéria a antibidticos. Portanto, torna-se necessario
realizar mais trabalhos, a fim de que se possa entender a diminuicido na

sensibilidade aos antibiéticos pelas células em biofilmes.
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2.2.5. Moléculas e apéndices celulares envolvidos na adesao

Os apéndices celulares, como fimbrias, pili e flagelos, ajudam na
aderéncia da bactéria as superficies, porque faciltam o contato entre
superficies e células (HOOD e ZOTTOLA, 1995).

Os apéndices de superficie podem servir de ponte entre a célula e o
substrato de adesao, anulando a repulsao eletrostatica. Esses apéndices
podem variar em tamanho e rigidez, chegando a ter varias vezes o tamanho da
célula. Muitos componentes de superficie da célula tém sido reconhecidos
como sondas moleculares, atuando estereoquimicamente com moléculas de
superficie oposta, e sdo chamadas de adesinas (BUSSCHER e WEERKAMP,
1987).

Os apéndices de superficie contribuem para a caracteristica de
superficie, assim como para a hidrofobicidade, a carga superficial e a energia
livre de superficie, além do fato de que muitas substdncias podem estar
transientemente associadas com a superficie da célula e afetar suas
propriedades. Um bom exemplo € o composto ampifilico conhecido como acido
lipoteicdico, que € essencialmente um constituinte da membrana citoplasmatica
de muitas bactérias Gram-positivas, porém migra através da parede celular
para o liquido do meio ambiente. Na superficie da célula, o acido lipoteicdico
pode atuar como uma molécula especifica, por exemplo, ligando Streptococcus
pyogenes as células epiteliais e, ao mesmo tempo, mediando a ligagdo na
interface agua/hidrocarbono (BUSSCHER e WEERKAMP, 1987).

Streptococcus expressam um conjunto de componentes de superficie
importantes para a adesdo. Ha evidéncias de que a fase reversivel da adesao
envolve interacdes hidrofobicas entre a célula hospedeira e o acido lipoteicdico
da parede celular bacteriana. Resultados adicionais indicaram que a proteina M
(adesina) de Streptococcus € requerida para a adesao irreversivel. Esse
modelo €, provavelmente, analogo ao que acontece quando a bactéria coloniza
superficies inertes. Uma importante classe de adesinas inclui fatores que ligam
especificamente aos componentes da matriz extracelular (DALTON e MARCH,
1998).

A fibronectina (Fn) € o maior componente da matriz extracelular.

Campylobacter jejuni expressa uma proteina da membrana externa (37 kDa)
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que se liga a Fn, o que facilita sua adesdo a outros biofiimes (DALTON e
MARCH, 1998). De acordo com os autores, Staphylococcus aureus expressa
duas proteinas associadas com a parede celular que se ligam a Fn e séo
chamadas FnBPA e FnBPB. Os mutantes de S. aureus que nao possuiam o
gene fnbA ou fnbB foram efetivos em aderir a uma superficie, porém o duplo
mutante para fnbA e fnbB foi completamente deficiente na adesdo. Se um dos
dois tipos de genes for fornecido pelos plasmidios, entdo a adesao é restaurada.

Os microrganismos mutantes podem ser importantes no estudo dos
processos de formacdo de biofilmes. Os mutantes de E. coli que nao
produziam pili do tipo | ou eram imdoveis nao formaram biofilme em cloreto de
polivinil (PVC) (STICKLER, 1999). Esse estudo mostrou, ainda, que os
mutantes deficientes em flagelos ou que tinham o flagelo imobilizado foram
bastante falhos na capacidade de formar biofilmes. Nos experimentos com
PVC foram encontradas poucas células, em pequenos agrupamentos. Foi
proposto que a mobilidade é importante para sobrepor a forca de repulsdo entre
bactéria e substrato e que a pili do tipo | € necessaria para estabilizar a adesao.

Experimentos com mutantes de P. fluorescens que apresentavam
deficiéncia na capacidade de adesdo em superficie mostraram que alguns
desses mutantes eram imoveis, enquanto outros eram incapazes de produzir
uma proteina chamada ClpP, que € geralmente encontrada na superficie da
célula (O'TOOLE e KOLTER, 1998a). O crescimento em citrato, glutamato ou
meio minimamente suplementado com ferro, embora nao tenha restaurado a
mobilidade, recuperou a capacidade da célula para iniciar a formacéo do
biofilme. Fendmeno similar foi observado com mutantes clpP. Foi sugerido que
P. fluorescens pode utilizar multiplas estratégias para a iniciagdo da adeséao e
que essas estratégias sdo dependentes de sinais do meio ambiente.

Estudos com mutantes de P. aeruginosa que eram incapazes de
formacao de biofime em PVC mostraram que essas estirpes apresentavam
defeito na pili do tipo IV ou flagelo mediador da motilidade (O'TOOLE e
KOLTER, 1998b). Estirpes selvagens desse microrganismo formaram uma
monocamada de células em superficie, apds 4 horas. Em 5 a 8 horas, as
monocamadas tornaram-se confluentes, o que fez com que toda a superficie
ficasse coberta. Os mutantes sem mobilidade ndo conseguiram aderir ao PVC

em um periodo de 8 horas. Os mutantes com defeito na pili do tipo IV formaram
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monocamadas dispersas. A retracdo e a extensdo na pili do tipo IV sao
consideradas as causas da migracao das células através da superficie. No
caso de P. aeruginosa, parece que a mobilidade mediada pelo flagelo é
importante para a adesao e formacao de monocamadas dispersas de células.

Ao que parece, a pili de Salmonela enteritidis também esta envolvida na
iniciacdo de biofilme em acgo inoxidavel e teflon. Os mutantes sem capacidade
de produzir uma fina fimbria agregativa, chamada SEF 17, foram incapazes de
formar biofilmes espessos tipicos de estirpes selvagens. Foi sugerido que essa
fimbria atua de modo a estabilizar o contato célula-célula durante a formacao
do biofilme (AUSTIN et al., 1998).

Em bactérias Gram-negativas, a comunicagao celular pode ser feita por
meio de lactonas homosserina aciladas (AHLs) (FUQUA et al., 1996). Essas
pequenas moléculas sinalizantes sao excretadas por células e acumulam em
culturas, como funcdo da densidade celular. Assim, as AHLs podem interagir
com os receptores na superficie da célula bacteriana que controlam a
expressao de genes, o que pode resultar no controle de densidade local de
células. Experimentos com mutantes de P. aeruginosa incapazes de produzir
as AHLs mostraram que eles produzem uma fina camada de células na
superficie do vidro. A adicdo de AHL ao meio permitiu a restauracdo da
capacidade para produzir biofiimes semelhantes ao produzido pelo tipo
selvagem. Foi também observado que os mutantes em biofilmes n&o
desenvolviam resisténcia ao biocida dodecil sulfato de sdédio, que era
caracteristica nas células do biofilme do tipo selvagem. Concluiu-se, entdo, que
a acumulacido de AHL, durante o desenvolvimento do biofilme, causa a
transformacao de células individuais plancténicas para o fenotipo da bactéria
do biofilme e coordena sua conduta na construcédo de estruturas complexas de
comunidades multicelulares.

O flagelo é formado por um complexo de proteinas. As subunidades de
proteinas expostas no ponto de inser¢cdo do flagelo com a membrana
plasmatica e a porgéo filamentosa podem ser, idealmente, posicionadas para
mediar a adesdo as superficies animadas e inanimadas (DALTON e MARCH,
1998). Os autores sugerem que as especies marinhas de Vibrio utilizam o
flagelo como um mecanossensor, durante a colonizagao da superficie, melhor

do que as adesinas. Essa bactéria existe no meio marinho como bacilos
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plancténicos de 2 um de comprimento, contendo um unico flagelo polar. A
adesdo em laboratério leva a conversdo dessa célula a uma forma com mais
de 30 um de comprimento e muitos flagelos laterais. Essa alteragcdo na
morfologia da célula permite uma colonizagéo eficiente da superficie. O flagelo
polar obtém energia a partir do transporte de ion sodio, enquanto o flagelo
lateral utiliza o transporte de prétons para geragao de energia. A inibicdo da
rotagcao do flagelo polar por agentes que bloqueiam os canais de sodio resulta
na producgéo de flagelo lateral. Tal fato evidencia que, quando as células com
flagelo polar se aproximam da superficie, a rotagcdo desse flagelo pode ser
negativamente afetada. A diminui¢do da rotagao (ou fluxo do ion sédio) fornece
um sinal para a producgéo do flagelo lateral. Assim, o flagelo polar atua como
mecanossensor (DALTON e MARCH, 1998).

A fimbria ou pili € uma estrutura filamentosa composta de subunidades
de proteina encontrada em uma variedade de superficies de células (E. coli, P.
aeruginosa, V. cholerae, dentre outras). O papel da fimbria na adeséo de
células patogénicas tem sido bastante estudado. A interagdo bactéria-hospedeiro é
dependente de uma proteina existente no corpo ou na ponta da fimbria. Esta
liga a receptores especificos no hospedeiro e ativa os genes hospedeiro-célula
com a transducao da sinalizacio, levando ao aumento da ades&o ou invasio
(DALTON e MARCH, 1998).

2.2.6. Locais onde o biofilme pode se formar

Segundo KUMAR e ANAND (1998), o biofilme pode ser desenvolvido em
praticamente todo tipo de superficie e em qualquer meio ambiente no qual os
microrganismos viaveis estao presentes. Para isto, deve ser estabelecido o que
se chama condicionamento da superficie. Assim, substancias orgéanicas e
inorganicas provenientes do alimento podem formar um filme condicionante na
parede do equipamento. Essas moléculas e o0s microrganismos sao
transportados para a superficie por difusdo ou, em alguns casos, por fluxo
turbulento do liquido. A acumulacdo de moléculas na interface sodlido-liquido
(filme condicionante) leva a uma alta concentragdo de nutrientes, quando
comparada a fase fluida, o que resulta na formagao do biofilme, que também
depende da associagdo competitiva de culturas no meio. E evidente que o
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microrganismo sempre adere a uma superficie condicionante. Portanto, a
microtopografia da superficie de contato com o alimento €& igualmente
importante, ja que essa superficie pode conter canais e fissuras onde a
bactéria pode se fixar.

Dessa maneira, os microrganismos podem aderir ao ago inoxidavel, ao
aluminio, ao vidro, a borracha, ao teflon, ao nailon, a férmica, ao polipropileno e
ao ferro forjado (SCHWACH e ZOTTOLA, 1984; SUAREZ E FERREIROS,
1991; SASAHARA e ZOTTOLA, 1993; JEONG e FRANK, 1994; RESTAINO et
al., 1994; KUMAR e ANAND, 1998).

2.2.7. Ecologia dos biofilmes

Os microrganismos nao estdo uniformemente distribuidos dentro de um
biofilme. Eles crescem na matriz, intercalados dentro de canais permeaveis. A
estrutura dos biofilmes pode ser harménica, em virtude de a colonizacdo de
diferentes microrganismos possuir variados requerimentos nutricionais, o que
evita a competicao entre eles (KUMAR e ANAND, 1998).

AUSTIN e BERGERSON (1995) registraram a capacidade de a bactéria
aderir a superficie de borracha e acgo inoxidavel. Os fatores que afetam a
adeséo incluem a fase de crescimento da bactéria, a viabilidade, o tempo que a
bactéria estda em contato com a superficie, a temperatura do meio de
suspensao, a rugosidade da superficie, a taxa de fluxo e as propriedades da
superficie da célula, como hidrofobicidade e carga de superficie (HUP et al.,
1979; BOUMAN et al., 1982).

Nao foi esclarecido ainda como os componentes macromoleculares da
parede da bactéria interagem com os componentes do filme de nutrientes,
estabelecido na superficie do substrato onde ocorrera a adesdo (MARSHALL,
1992). Estudos mostraram que células pequenas de Vibrio DW1, em estado de
desnutricdo, quando aderidas, passam a metabolizar moléculas organicas (por
exemplo, acidos graxos e proteinas), iniciando o crescimento e atingindo o
tamanho normal (Figura 2), quando entdo comegam a se reproduzir. Essas
células se aderem em uma posicao perpendicular em relagao ao substrato. A
célula-mae permanece aderida, enquanto a célula-filha é liberada, tornando-se
plancténica (MARSHALL, 1992).
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Fonte: MARSHALL (1992).

Figura 2 - Adeséo e reproducgao de Vibrio marinho DW1: a) adeséo de pequena
célula em estado de desnutricdo; b) crescimento celular na superficie
do substrato; e c) repetidos ciclos de reproducgéao celular.

Outras bactérias se aderem de forma a se posicionarem no mesmo
plano da superficie e, entdo, se dividem, formando diversas colbnias, ou as
células originadas dessas colbnias podem ser lentamente liberadas para o
meio. Supdem-se que algumas bactérias sejam liberadas para o meio, em
razao das alteracdes da superficie da célula ou das propriedades do substrato
(MARSHALL, 1992).

A natureza oligotréfica de alguns ecossistemas implica um fluxo de
nutrientes insuficientes para manter a atividade microbiana. Quando a
densidade populacional é baixa, a competicdo entre bactérias por espaco,
oxigénio e outros fatores limitantes € somente moderada. No meio oligotrofico
muitas bactérias crescem ativamente, enquanto outras sao incapazes de
localizar nutrientes suficientes para manter o crescimento e, portanto, se
mantém num estado de desnutricdo que é frequentemente acompanhado por
uma reducdo do tamanho e da respiracdo da célula, além de aumentar a
hidrofobicidade da superficie, o que causa um incremento na adesividade da
bactéria (DEAGOSTINO et al., 1991).

A estrutura comunitaria do biofilme pode variar com a localizacéo, a
natureza dos organismos constituintes e a disponibilidade de nutrientes. Assim,
eles podem variar de camadas grossas a finas. Biofiimes de P. aeruginosa,
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cujo fluxo de nutrientes foi constante, colonizaram a superficie de maneira a
obter uma forma semelhante a cogumelos (COSTERTON et al.,, 1995). Uma
questdo importante € como as células de P. aeruginosa se comunicam e
coordenam sua sobrevivéncia na construcao do biofilme.

A formacao do biofilme € limitada pela disponibilidade e pelo transporte
de nutrientes, a partir da fase aquosa. O oxigénio, normalmente, n&o é um fator
limitante. As multicamadas de bactérias tornam-se embebidas em uma matriz
polimérica, o que dificulta a difusdo de nutrientes. Logo se estabelece um
gradiente de oxigénio, como resultado da sua rapida utilizagdo por bactérias
aerobias e da baixa taxa de difusdo de oxigénio através da matriz do biofilme
(Figura 3). As bactérias aerodbias localizadas na zona superior do biofilme tém o
acesso maximo aos nutrientes, e a medida que a profundidade aumenta criam-
se niveis diferentes de concentracdo de nutrientes dentro do biofilme
(MARSZALEK et al., 1979).

Segundo MARSHALL (1992), alguns biofilmes, contudo, parecem ter
canais na matriz polimérica que permitem uma limitada difusdo de nutrientes
para 0os seus niveis mais baixos. A dificuldade de difusdo do oxigénio para
camadas mais profundas do biofiime leva a formagdo de uma zona de
anaerobiose, na qual a atividade respiratéria € mantida por bactérias capazes
de utilizar nitrato ou compostos organicos como alternativa aos receptores de
elétrons. Em condigdes anaerodbias, prevalecem as bactérias fermentativas.
Essas bactérias formam acidos graxos e organicos de baixo peso molecular,
assim como diéxido de carbono e hidrogénio, produtos que ajudam no
crescimento de bactérias sulfato-redutoras e bactérias metanogénicas. Alguns
produtos da fermentacao se difundem para outras zonas dentro do biofiime e
sao metabolizados por bactérias aerdbias. Dentro do biofilme, as bactérias
estdo sujeitas ao ataque de amebas e outros protozoarios e metazoarios, além
do parasitismo por bacteriéfagos.

Outro fator extrinseco que determina a taxa de desenvolvimento do
biofilme e a estrutura comunitaria é o estado trofico da fase aquosa. Os
nutrientes organicos e inorganicos levam a agua a determinar o numero, o tipo
e o estado metabdlico da bactéria plancténica, assim como a capacidade de
adesdo. Algumas bactérias aderem mais eficientemente quando desnutridas,

enquanto outras o fazem sob boas condi¢des nutricionais (MARSHALL, 1992).
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Figura 3 - Biofilme mostrando a entrada de nutrientes, oxigénio e nitrato da
fase aquosa; as zonas aerdbia e anaerdbia; a presenca de
predadores, como ameba; os subprodutos da fermentagado; e a
atividade de bactérias sulfito-redutoras (SRB).

O fluxo existente dentro de uma tubulacdo por onde passa o alimento
desenvolve um papel importante no controle de nutrientes para o biofilme. A
taxa de fluxo pode também determinar os tipos de bactérias que colonizam a
superficie. Sob fluxo turbulento, as bactérias capazes de adesao rapida podem
ter vantagem. Outro grande fator que determina a mistura de bactérias no
biofilme é a superficie. Neste sentido, a rugosidade, a carga e a superficie de
energia livre podem influenciar (MARSHALL, 1992).

A interagdo de varias populagdes microbianas durante os estadios
iniciais de formac&do do biofiime tem um importante efeito na estrutura e
fisiologia do biofiime. Em comunidades naturais, as interagbes microbianas
observadas sdo complexas. A espécie colonizadora inicial pode favorecer a
colonizagao por espécies que sao fisiologicamente compativeis, enquanto inibe
a adesao de outras. A média de espessura de biofilmes formados com
Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa em monoespécies foi de 15 e 30 um,
respectivamente, enquanto no biofiime, em ambas as espécies, foi de 40 um
(KUMAR e ANAND, 1998).
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As substancias poliméricas extracelulares ajudam na colonizagdo por
outras espécies. Presume-se que, em um biofilme com mistura de espécies, a
substancia polimérica extracelular produzida pode aumentar a estabilidade de
outras espécies dentro do biofiime e, ou, estabilizar interagdes que podem
ocorrer entre polimeros de diferentes espécies (KUMAR e ANAND, 1998).

O crescimento e a reprodugao de uma bactéria colonizadora primaria
pode modificar a caracteristica de superficie do substrato, tornando-o
suscetivel a uma subsequente colonizagdo por organismos secundarios. O
biofiilme desenvolvido incorpora n&o somente o0s microrganismos de
colonizacdo secundaria, como também o material inanimado, incluindo
colbides e minerais, assim como detritos organicos (DENYER et al. 1993).

HERALD e ZOTTOLA (1988) estudaram a adesao de L. monocytogenes
e observaram que esse microrganismo se adere em ago inoxidavel, produzindo
0 que parece ser uma grande quantidade de exopolissacarideo.

SASAHARA e ZOTTOLA (1993) estudaram a adeséo e a formacgao de
biofilme em vidro e acgo inoxidavel por P. fragi e L. monocytogenes. Os
resultados indicaram que, quando essas bactérias crescem juntas, elas
formam um biofilme maior e mais complexo do que se o crescimento fosse
individual. P. fragi € o microrganismo predominante e o colonizador primario. A
matriz estabelecida por Pseudomonas parece envolver as células de Listeria
no biofilme.

Apbs o crescimento, o biofiime passa por uma fase de liberagao de
células, que é definida como uma transferéncia de biomassa a partir deste
para a fase liquida, que ocorre de duas formas (DENYER et al., 1993): 1)
erosao, que € a continua remogao de pequenas particulas a partir do biofilme e
2) a liberagdo esporadica de fragmentos maiores do biofiime. Os fatores
ambientais podem influenciar a taxa de erosao, portanto o calcio livre na agua
diminui a taxa de erosdo em biofiime de P. aeruginosa. A liberacdo de
fragmentos maiores € frequentemente notada quando o substrato esta
altamente carregado e o fluxo é laminar (DENYER et al. 1993).

A espessura do biofilme pode ser influenciada pela densidade de
espécies. Assim, alguns estudos demonstraram que, em cultura pura,

P. aeruginosa forma um biofilme que raramente excede 50 um de espessura,
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enquanto em cultura mista o biofilme pode ser mais espesso que 120 um. No
entanto, os estudos descritos por DENYER et al. (1993) mostraram uma
espessura maior que 300 um em biofilmes formados por P. aeruginosa, em
cultura pura. A condutividade térmica de um biofilme em cultura mista € similar
a da agua, portanto, conclui-se que o biofilme fornece cerca de 27 vezes mais
resisténcia a transferéncia de calor do que o ago inoxidavel de igual espessura.
Desta maneira, um biofilme bastante fino pode restringir significativamente a
transferéncia de calor através de um tubo de aco inoxidavel (DENYER et al.,
1993).

MARSHAL (1992) observou que mutantes de bactérias de origem
marinha apresentam alguns genes que ndo sao expressos em meio liquido ou
em &gar, mas sdo ativados em superficie solida. E provavel que a ativagcéo ou
desativacdo desses genes dependa da condigao fisico-quimica da interface
soélido-liquida. A disponibilidade de mutantes que expressem certos genes
somente na superficie solida fornece oportunidade para estudar os genes
envolvidos, sua fisiologia e o0 mecanismo fisico-quimico especifico envolvido na

sua expressao.

2.2.8. Dinamica do biofilme

A dindmica biolégica, quimica e fisica do desenvolvimento do biofiime
segue, normalmente, uma sequéncia temporal ordenada. O desenvolvimento
do biofime envolve a fase de adesdo, crescimento, producdao de
polissacarideo e maturagdo, usualmente seguida de liberagdo de parte do
biofilme da superficie (DENYER et al., 1993).

Sabe-se que certas proteinas desenvolvem um importante papel na
adesao microbiana. Alguns estudos mostraram que proteinas como albuminas,
gelatina, fibrinogénio e pepsina inibem a adesdo de Pseudomonas ao
poliestireno. Outros estudos mostraram que a caseina favorece o processo de
adesdo. A albumina demonstrou ser pouco favoravel a adesdo de
L. monocytogenes em silica (KUMAR e ANAND, 1998).

DENYER et al. (1993) sugeriram que, na maioria dos casos, a bactéria

aderida evidencia o aumento na atividade metabdlica, porém somente quando
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em baixa concentragcdo de nutrientes. Ainda segundo os autores, os estudos
tém demonstrado que o crescimento de E. coli melhorou depois da sua adesao
em superficie, porém somente quando a concentragdo de glicose foi menor
que 25 mg/L. A adesao na superficie pode oferecer vantagem a célula para
efetuar a captura e, ou, entrada de nutrientes escassos no meio (DENYER et
al., 1993). Os autores relataram que diversos trabalhos confirmaram um
aumento na atividade metabdlica para bactérias associadas com a superficie
em baixa concentracdo de nutrientes, ou até mesmo auséncia de nutrientes.
Esses resultados indicam que, em presenca de nutrientes, as células
plancténicas foram mais ativas do que as aderidas, enquanto na falta de nutrientes

as células sésseis metabolizaram reservas enddgenas, sendo mais ativas.

2.2.9. Adesao de esporo bacteriano

A estrutura do esporo € mais complexa que a das células vegetativas. A
camada mais externa do esporo € o exosporo. Em seguida, esta a capa do
esporo, que € composta de uma camada ou de camadas de proteinas. Abaixo
da capa esta o cortex, formado de peptidioglicano. Dentro do cértex estdo a
camada originadora da parede celular, a membrana externa e o core, que
originam uma nova célula vegetativa (BROCK et al., 1994). MORAES et al.
(1997) verificaram a eficiéncia dos sanificantes hipoclorito de sédio e acido
peracético em uma suspensdo de esporos isolados de abatedouros avicolas.
Os resultados mostraram que os sanificantes, em contato de 30 minutos,
diminuiram a populacao de esporos isolados mais resistentes em apenas 90%,
aproximadamente, o que demonstra sua resisténcia a agentes quimicos.

Segundo ANDERSON et al. (1995), os esporos de B. cereus sao muito
adesivos em diferentes superficies. Essa forte adesdo € devido a trés
caracteristicas: a alta hidrofobicidade, a baixa carga de superficie e a
morfologia do esporo, ja que esses sdo cobertos com longos apéndices, que
promovem a adesao.

Clostridium bifermentans possui um tipo de apéndice que se projeta
para fora, a partir de um unico ponto no esporo. O corte transversal desse

apéndice revela que eles sao constituidos de trés camadas concéntricas de
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subunidades de pequena densidade eletrbnica, o que pode ter influéncia na
adesao bacteriana (SAMSONOFF et al., 1970).

Segundo DESROSIER et al. (1981), alguns esporos bacterianos
apresentam apéndices chamados pili. Essa estrutura, geralmente, é composta
de mondmeros de uma unica proteina chamada pilina, que quando reunida da
a forma de estrutura tubular com 3 a 25 nm de espessura e 0,2 a 20 um de
comprimento. Estudos mostram que os esporos de, pelo menos, 16 estirpes de
B. cereus possuem pili. Esses esporos apresentam em média oito pili que se
encontram distribuidas aleatoriamente no esporo e auxiliam na adesao do
esporo.

O motivo pelo qual o esporo bacteriano apresenta uma forte
hidrofobicidade ainda ndo é bem entendido. Sabe-se que a adesdo desses
esporos a linha de processamento e aos equipamentos da industria representa
problemas para obtenc¢do de alimentos com qualidade (RONNER et al., 1990).
Esses autores realizaram estudos com cinco esporos bacterianos diferentes
(B. cereus, B. lincheniformis, B. polymyxa, B. subtilis e B. stearothermophilus),
com a finalidade de analisar o grau de hidrofobicidade. O resultado mostrou
que B. cereus foi 0 mais hidrofébico, com cerca de 45% de adesao, enquanto
B. licheniformis e B. polymyxa apresentaram entre 10 e 20% de adesé&o. Ja
B. subtilis e B. stearothermophilus nao passaram de 5%. O trabalho também
mostrou que, em geral, os esporos apresentam maior capacidade de adesao
tanto em superficies hidrofébicas quanto hidrofilicas quando comparados com
suas células vegetativas. Dos esporos analisados, B. cereus é o Unico que néo
apresenta exosporo. Sua estrutura externa € composta principalmente de
proteinas (52%), lipidios (13%) e fosfolipidios (6%). Segundo os autores, essa
estrutura pode contribuir para uma alta hidrofobicidade e um alto grau de
adesdo. Também, a pili pode estar envolvida na sobreposi¢cdo da forca de

repulsao eletrostatica.
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2.3. Biofilmes em industrias de leite

Na industria de leite, os biofilmes podem ser divididos em duas
categorias: 1) biofilmes formados em superficie trocadora de calor, em contato
direto com o produto; e 2) biofimes formados em meio ambiente de
processamento em geral (FLINT et al., 1997).

Diversos trabalhos tém estudado a formagao de biofiimes como
consequiéncia do meio ambiente de processamento do alimento
(CARPENTIER e CERF, 1993; NOTERMANS, 1994; ZOTTOLA e SASAHARA,
1994).

Os biofilmes de industrias de produtos lacteos tém algumas
caracteristicas que os distinguem dos biofilmes associados a outros alimentos.
Nesses biofilmes, frequentemente, uma unica espécie microbiana predomina.
Tal comportamento pode ser consequéncia do tratamento térmico do leite por
ocasido da pasteurizacdo, o que reduz a competicdo das espécies Gram-
negativas sensiveis ao aquecimento e permite que espécies termoduricas
sejam frequentemente encontradas no leite, como € o caso do S. termophilus.
Os biofilmes s&o também caracterizados por terem rapido desenvolvimento,
com numeros maiores que 10° bactérias/cm?, na secao de regeneracgao do
pasteurizador, apos de 12 horas de operagdao (BOUMAN et al., 1982).

O tipo de bactéria contaminante do leite pasteurizado pode ser reflexo
do crescimento de biofilmes. Por exemplo, um grande numero de espécies de
Bacillus e Streptococcus termoduricos no leite pasteurizado, comparado com o
leite cru, pode ser explicado por contaminagao a partir da liberacdo de células
de biofilmes (FLINT et al., 1997).

Os estudos sobre as caracteristicas de células que formam biofilmes na
superficie de equipamentos da industria lactea fornecem informacao para
melhorar o entendimento de como esses biofilmes se desenvolvem. Todos os
Streptococcus termofilicos isolados de pasteurizadores foram encontrados

como sendo hidrofébicos e com carga negativa (FLINT et al., 1997).
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2.4. Importancia dos biofilmes na industria lactea

Os biofiimes sdo de interesse na industria, pois as bactérias que
chegam a formar esses biofilmes sdo mais dificeis de ser eliminadas do que as
células plancténicas. Além disto, uma vez estabelecido, o biofiime pode atuar
como fonte de contaminacgao para produtos e outras superficies.

A contaminagdo microbiana é a maior causa da baixa qualidade dos
produtos lacteos. A contaminagao atribuida ao desenvolvimento de biofilme
tem sido observada na fabricagdo de queijo, soro, leite em po e outros
derivados do leite (HUP et al., 1979). Um resumo da microbiota predominante

em biofilmes de diferentes produtos lacteos pode ser observado no Quadro 2.

Quadro 2 - Microrganismos envolvidos na formacéao de biofilmes, em diferentes
processos adotados no processamento de leite

Microrganismos Superficie de Processamento
Acinetobacter spp. Linhas de transferéncia de leite

Bacillus spp. Membranas de ultrafiltragdo e evaporadores
Escherichia coli Membranas de ultrafiltracao

Pseudomonas aeruginosa Membranas de ultrafiltracao

- - ~ . Evaporadores de soro e leite - se¢do de pré-

Bactéria termofilica ndo-esporogénica po! ¢ P
aquecimento

Pasteurizador do leite

Streptococeus thermophilus Tanques de manufatura de queijo

Fonte: FLINT et al. (1997).

O desenvolvimento de biofilmes, que consistem de Streptococcus
termorresistentes, tem causado contaminagao de queijo, em pasteurizadores,
0 que resulta em problemas de qualidade nesse produto. Na linha de
processamento de leite, 0 numero de Streptococcus termorresistentes chega a
atingir mais de 10° UFC/mL, depois de 7 a 8 horas de operagédo. O queijo

Gouda produzido a partir desse leite fica com uma textura inadequada (HUP et
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al., 1979). A adesao de bactérias e proteinas no pasteurizador foi observada
em uma temperatura que varia de 30-50 °C (HUP et al., 1979). As bactérias
associadas com a sec¢ao de resfriamento do pasteurizador estavam aderidas
diretamente ao aco inoxidavel, em nivel de 10’ UFC/cm? (BOUMAN et al.,
1982).

FLINT et al. (1997) encontraram biofilme, consistindo de B. subtilis, no
tubo de ago inoxidavel da membrana de ultrafiltracdo em industria de
processamento de soro. O aumento do biofilme, eventualmente, bloqueia os
poros na membrana do sistema de ultrafiltragao.

O crescimento do B. stearothermophilus na superficie de equipamentos
de leite em pd foi descrito por FLINT et al. (1997). Parece que muitos dos
problemas de contaminacgéo do leite em p6é com bactéria termofilica resulta do
desenvolvimento de biofilme na superficie de ago inoxidavel do atomizador.

O desenvolvimento de biofimes em pasteurizadores de leite foi
reportado por CRIADO et al. (1994). A microbiota predominante na linha de
manuseio do leite cru é de bactérias psicrotréficas Gram-negativas, embora os
géneros predominantes sejam de bactérias Gram-positivas (LEWIS e
GILMOUR, 1987). As bactérias Gram-negativas contaminam a linha de
processamento por meio da agua, por exemplo, aderem-se as superficies e

podem ser fonte de contaminagéo para o produto final (CRIADO et al., 1994).
2.5. Inativagao de microrganismos aderidos

Os microrganismos aderidos apresentam maior resisténcia a agao dos
sanificantes (FRANK e KOFI, 1990; MOSTELLER e BISHOP, 1993). Na
maioria das vezes, os sanificantes de uso rotineiro na industria de alimentos,
como os compostos a base de cloro, iodo, quaternarios de amoénia, peroxido
de hidrogénio, clorohexidina, acido peracético, dentre outros, sdo aprovados
pelos testes laboratoriais, nas condicdes recomendadas pelos fabricantes. Tais
testes, nos quais se incluem o teste de suspensao e a diluicao de uso, utilizam
suspensdes microbianas produzidas em laboratérios. Sabe-se que em meios
de cultivos, sejam sélidos ou liquidos, ndo ha formacdo do glicocalix,

fundamental ao processo de ades&o. Geralmente, os sanificantes resultam em
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cinco redugdes decimais (RD) do numero de células, apos 30 segundos de
contato, a 20°C, com suspensdes de S.aureus e E. coli (CREMIEUX e
FLEURETTE, 1991).

Por outro lado, as pesquisas revelam que 0s microrganismos em
biofilmes foram entre 150 e 3.000 vezes e entre 2 e 100 vezes mais resistentes
a acao do acido hipocloroso e de monocloraminas, respectivamente, do que os
microrganismos nao-aderidos (LE CHEVALIER et al., 1988). Da mesma forma,
as células de L. monocytogenes aderidas foram resistentes ao cloreto de
benzalcbnio e a um sanificante acido/aniénico por 10 a 20 minutos, enquanto
as células nao-aderidas foram eliminadas em 30 segundos de exposi¢ao aos
sanificantes (FRANK e KOFI, 1990). A eficiéncia de iodoforo e hipoclorito de
sddio sobre P. fluorescens e Y. enterocolitica foi igual ou acima de 5 RD no
teste de suspensdo. No entanto, essas bactérias aderidas em borracha e teflon
apresentaram maior resisténcia (MOSTELER e BISHOP, 1993). Em superficie
de teflon, a eficiéncia dos sanificantes foi de 3,09 e 3,19 RD, respectivamente,
quando o microrganismo foi Y. enterocolitica, enquanto a populagdo de
P. fuorescens foi reduzida em 3,16 RD, quando aderida em superficie de
borracha e teflon e exposta ao hipoclorito de sédio.

Os testes de suspensao e da diluicdo de uso sdo faceis de executar e
importantes para fins de registro dos sanificantes junto aos Orgaos
responsaveis pela liberagdo comercial desses agentes microbicidas
(CZECHOWSKI, 1990; CREMIEUX e FLEURETTE, 1991). No entanto, esses
testes nao avaliam corretamente a acado desses agentes sobre os
microrganismos aderidos em superficies, formando os biofilmes.

Por outro lado, os métodos usuais para detecgdo da contaminagao de
superficies envolvem a recuperagao de ceélulas, como métodos que utilizam
“swabs” ou placa de contato direto, rinsagem ou combinag¢des destes
(CREMIEUX e FLEURETTE, 1991; BLOMFIELD et al., 1994), porém a
recuperagcao nao é total (ZOLTAI et al., 1981). Sem duvida, a produgdo de
substancias aderentes as superficies por um grande numero de
microrganismos contribui para essa recuperacao ineficiente. Atualmente, varios
métodos tém sido usados para avaliar o processo de adesdo. Dentre

eles, incluem-se as microscopias eletronica de varredura e de transmisséo, as
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microscopias de epifluorescéncia e de contraste de fase e os métodos nao-
visuais, como a medida de impedancia e de bioluminescéncia (ZOTTOLA,
1997).

No controle e na prevencao de biofilmes microbianos, a etapa de
remocgédo de residuos é fundamental (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994). Um
biofilme microbiano presente numa superficie com residuos oriundos do
alimento impede uma efetiva penetracdo do sanificante para eliminar os
microrganismos. O sanificante reage, inicialmente, com residuos de proteinas,
gordura carboidratos e minerais. No final, pouca atividade sanificante resta
para agir sobre os microrganismos no biofilme. Sabe-se que, quando o biofilme
€ tratado corretamente com detergentes antes do uso dos sanificantes, os
microrganismos s&o geralmente eliminados. No entanto, procedimentos de
higienizagdo incorretos ndo removem e nem inativam oOs microrganismos
aderidos (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e
Processos Fermentativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Fatores avaliados na adesao bacteriana em ago inoxidavel

3.1.1. Espécie bacteriana com maior capacidade de adesao.
3.1.2. Efeito da temperatura de refrigeragao.

3.1.3. Efeito da velocidade de circulagao do leite.

3.1.4. Efeito do tempo de incubacéo.

3.1.5. Efeito da concentragao de bactérias no leite.

3.2. Microrganismos e meio de cultura

Os microrganismos utilizados foram Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, Bacillus cereus NCTC11145 do tipo diarréico e Enterococcus faecium,
pertencentes ao banco de cultura do Laboratério de Microbiologia e Processos
Fermentativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV. Esses
microrganismos foram escolhidos em virtude do P. aeruginosa ser um Gram-
negativo comum em leite cru, ou que tenha sofrido contaminacdo poés-

processamento. B. cereus causa problemas em leite e derivados, entre os
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quais citam-se a coagulacado doce em leite UHT e o sabor amargo em creme
de leite. Ja E. faecium é uma bactéria latica que pode causar acidificagao do
leite.

Os meios de cultivo utilizados foram o caldo Lactobacilli MRS (DE MAN
et al., 1960), para B. cereus e E. faecium, e o caldo nutriente para
P. aeruginosa. Apés o cultivo por 12 horas, a 35° C, houve repicagem para o
mesmo meio e nova incubagao nas mesmas condi¢gdes. Em seguida, foi feita a
centrifugacdo a 9.800 g, em centrifuga J2-MC (“Beckman Instruments Inc.”,
Palo Alto, Calif.). As células foram ressuspensas em 100 mL do mesmo meio
anteriormente descrito para cada microrganismo, contendo 10% de glicerol,

distribuidas em tubos "Eppendorf" e armazenadas sob congelamento a -10° C.

3.3. Ativagcao dos microrganismos

Os microrganismos foram ativados em 10 mL de meio de cultura (MRS
para E. faecium e B. cereus e caldo nutriente para P. aeruginosa), tendo sido,
em seguida, incubados a 35°C, durante 12 horas para E. faecium e P.
aeruginosa e 36 horas para B. cereus. ApOs esse periodo, houve uma
repicagem para os mesmos meios, com reincubacgao a 35° C, durante 10 horas

para E. faecium e P. aeruginosa e 36 horas para B. cereus.

3.4. Processo de adesao

Apés a ativacgao, foi feita a inoculacdo de 400 mL de leite esterilizado
(121° C/15 minutos) utilizando-se P. aeruginosa em todos os experimentos,
com excecao do subitem 3.1.1., no qual foram incluidos B. cereus e E. faecium.
A inoculagédo foi realizada de modo a obter uma contagem aproximada de
1x10° UFC/mL, para realizar os experimento citados no item 2.1., com
excecao do subitem 3.1.5., no qual foram utilizadas, também, as concentragdes
de 10* UFC/mL e 10° UFC/mL. Foi realizado o plaqueamento do leite pela
técnica em profundidade, utilizando-se agar para contagem-padrao (PCA), com
o objetivo de verificar o numero de bactérias no leite. No caso especifico do
B. cereus, além do plaqueamento para contagem de células totais, foi feita também

a contagem de esporos. Para isto, o leite inoculado foi aquecido em banho-maria
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a 80° C/15 minutos, com o objetivo de inativar as células vegetativas. Em
seguida, amostras do leite em diluicdes adequadas foram plaqueadas,
conforme ja descrito.

Para verificar a capacidade que as trés culturas bacterianas apresentam
para aderir em superficie, foi utilizado um modelo de circuito de processamento
de leite (Figura 4) em aco inoxidavel, constituido por uma tubulagdo de trés
quartos de polegada de diametro interno e comprimento total de 5,8 m, por
onde circulou o leite a partir de um tanque de 25 L, que foi utilizado como
reservatorio. Em pontos especificos da tubulagao, foram instalados cupons de
prova em aco inoxidavel, com formatos de cotovelo 90°, “T” e cilindricos. As
areas superficiais internas dos cupons de prova foram: 108,06 cm? para cupons
tipo “T”, 52,74 cm? para cupons em cotovelo 90° e 84,69 cm? para cupons

cilindricos

14 oA

o0 3A 2B

L 1
-
m

Figura 4 - Equipamento-modelo de linha de processamento de leite. 1) cupom
de prova tipo cotovelo 90°, 2) cupom de prova cilindrico, 3) cupom
de prova “T”, 4) controle de poténcia, 5) tanque cilindrico, 6) bomba
centrifuga e 7) valvulas tipo gaveta.
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Para permitir a adesao, o leite inoculado foi utilizado para encher os
cupons de prova de acgo inoxidavel (27 mL de leite no cupom em cotovelo 90°,
57 mL no cupom em “T” e 49 mL no cupom cilindrico), os quais foram
incubados a 18° C em todos os experimentos, a exce¢ao do subitem 3.1.2., no
qual foram também utilizadas as temperaturas de 5 e 10°C. O tempo de
incubacéao foi de 12, 24 e 48 horas para o experimento do subitem 3.1.4. e de
12 horas, para os demais experimentos. Apds esse periodo, amostras do leite
do interior dos cupons foram plaqueadas, como descrito anteriormente, e o
restante foi descartado. Leite esterilizado foi adicionado aos cupons de prova,
mantido ali por 2 minutos e depois novamente descartado, para eliminagao de
células plancténicas e, ou, esporos aderidos reversivelmente. Os cupons de
prova 1A, 2A e 3A foram preenchidos com solugédo de citrato de sodio a 2%
(20 mL no cupom em curva, 30 mL no cupom cilindrico e 40 mL no cupom tipo
“T”), rinsados sob agitagdo manual por 15 minutos e, em seguida, foi feito o
plagueamento da solugédo de rinsagem, com o objetivo de conhecer o numero
de bactérias aderidas aos cupons de prova antes da circulacao do leite. Feito
isto, a solugdo de citrato de sodio foi descartada e os trés cupons foram
tratados com uma solugéo de hipoclorito de sédio, contento 300 mg/L de cloro
residual livre, com pH 10 por 5 minutos, tendo, em seguida, sido lavados por
trés vezes em agua destilada, para serem subsequentemente usados no
equipamento. Os seis cupons de prova foram conectados ao equipamento-
modelo da linha de processamento de leite. Ao reservatorio do equipamento,
foram adicionados 10 L de leite esterilizado (121°C por 15 minutos), que
circulou por 10 minutos a 1 m/s, tendo no subitem 3.1.3. sido utilizadas também
as velocidades de 0,5 e 1,5 m/s, em temperatura média de 15° C. Para manter
a velocidade desejada, manuseou-se a valvula 7C de modo a obter uma vazéo
duas vezes maior que a desejada; a valvula 7A ficou totalmente aberta e a 7B
foi aberta até o ponto em que permitia a distribuicdo da agua em quantidade
igual entre as valvulas 7B e 7A.

Para determinar a vazdo em que as velocidades de 0,5, 1,0 e 1,5 m/s

eram atingidas, foi realizado o seguinte calculo:

_ Y(m/s)
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em que
Y = corresponde a velocidade que se deseja obter; e

R = corresponde ao raio da tubulacio.

A fim de conhecer o numero de bactérias removidas apds a circulagao
do leite no modelo decorrido, o periodo de circulacdo do leite, os cupons de
prova 1B, 2B e 3B, ndo-rinsados anteriormente, foram retirados do sistema,
rinsados com solucéo de citrato de sédio, de maneira semelhante a anterior, e
as solugdes de rinsagem foram plaqueadas ap0s diluigdes adequadas.

Os plaqueamentos foram feitos em duplicata, utilizando PCA, e a
incubacao foi a 35° C, por 48 horas. Cada experimento foi realizado em triplicata.

Quando necessario, foi calculado o numero de Reynolds, utilizando-se

formula

em que
p = massa especifica do fluido (kg/m?);
V = velocidade de escoamento (m/s);
d = didmetro da tubulagao (m); e

u = viscosidade do fluido (kg/m.s).
3.5. Higienizacao do modelo

Apo6s a utilizagdo, o modelo foi novamente montado, recolocando-se os
cupons em seus devidos lugares, e em seguida submetido a higienizacéao,
utilizando a vazao de 1,5 m/s, que constou das seguintes etapas:

a) pré-enxague, com agua a temperatura ambiente por 5 minutos;

b) limpeza com hidréxido de sodio, a 1% de alcalinidade caustica, a
80° C, por 20 minutos;

c) enxague até remocao do hidroxido de sddio, o que foi constatado por
meio de reagcdo com fenolftaleina;

d) lavagem acida com solugéo de acido nitrico a 0,5%, a 70° C, durante

10 minutos;
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e) enxague até remocgao do acido nitrico, constatada pela reagdo com
alaranjado de metila;

f) sanificagdo com solugao de hipoclorito de soédio a 100 mg/L de cloro
residual livre, em pH 10, a temperatura na faixa de 20 a 25°C;

g) enxague até remocado do hipoclorito, constatada por reagdo com
solugao de ortotoluidina;

h) os cupons de prova, apos cada experimento, foram lavados com
detergente enzimatico “Tergazyme” e escovados internamente;

i)a cada trés procedimentos de adesdo, utilizando o mesmo
microrganismo, o modelo foi desmontado e as partes foram esterilizadas a
121° C/15 minutos; e

J) antes de cada uso, os cupons de prova foram esterilizados a 121° C/

15 minutos.

3.6. Delineamento experimental

O experimento do subitem 3.1.1. foi conduzido segundo o
delineamento em parcelas subdivididas, tendo nas parcelas quatro bactérias
(tratamentos principais) e nas subparcelas, trés tipos de cupons de prova
(tratamentos secundarios), tendo sido realizado em trés repeticbes. Os demais
subitens foram analisados por estatistica descritiva.

A analise estatistica foi feita mediante o uso do numero de redugdes
decimais, ocorrido na populagdo de microrganismos antes da circulagdo do
leite (RDa) e ap0s a circulagao do leite no sistema modelo (RDg).

Para determinagao da RDa, foi feito o seguinte calculo:

RDa= log No - log N1

em que
No = numero total de bactérias (planctdnicas e sésseis) dentro do
cupom, apos 12 horas de incubacao; e
N1 = numero de bactérias sésseis dentro do cupom, apds 12 horas de

incubacgao.
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Para achar o numero de bactérias planctonicas (P1), foi feito o
plagueamento de uma aliquota de 1 mL de leite do interior dos cupons de
prova. O resultado obtido foi multiplicado pela quantidade total de leite contido
dentro do cupom de onde a aliquota foi retirada.

O numero de células sésseis (N1) foi obtido com a rinsagem dos
cupons 1A, 2A e 3A, pelo plaqueamento de uma aliquota de 1 ml de solugao de
citrato de sddio utilizada para fazer a rinsagem dos cupons de prova. O valor
obtido foi multiplicado pela quantidade total de solugéo de rinsagem utilizada no
cupom. Para obter N2, a rinsagem foi realizada nos cupons 1B, 2B e 3B, depois
da circulagao do leite na velocidade desejada. Portanto, pela soma de P4 e Ny,
obteve-se No.

Para determinagao da RDg, foi feito o seguinte calculo:

RDg=log N1 - log N2

em que N2 = numero de bactérias que permaneceram aderidas ao cupom, apos
a circulacao do leite.

Portanto, considera-se que a adesao sera maior para a bactéria que
apresentar a menor reducao decimal.

Para as comparagdes de interesse, foi realizado o teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Influéncia da espécie bacteriana na adesdo em ago inoxidavel

Os resultados mostram que, entre as bactérias avaliadas, E. faecium foi
a que apresentou a maior capacidade de multiplicacdo a 18°C em leite
(Quadro 3). Observa-se que esse microrganismo obteve um aumento de cerca
de dois ciclos logaritmicos, em 12 horas. Ja P. aeruginosa apresentou um
aumento de 0,9 ciclo logaritmico, enquanto B. cereus (esporos e células

vegetativas) teve um aumento de 0,4 ciclo logaritmico.

Quadro 3 - Numero médio de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) no
leite, imediatamente apds a inoculacdo e com 12 horas de
incubacgao a 18° C. Média de trés repeticbes

Tempo Enterococcus Pseudomonas Bacillus cereus  Bacillus cereus
faecium aeruginosa (esporos + (esporos)
vegetativas

UFC/mL
Inicial 2,4 x10° 9,3x10° 1,2 x 10° 7.8 x 10°
12 horas 2,1x10° 7,3 x 10° 3,0x 10° 1,4x10°
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Pelos resultados, observa-se que, se houver abuso de temperatura
(18° C) durante a estocagem do leite, E. faecium é o microrganismo que
apresentara maior multiplicagdo, quando comparado aos demais. Segundo
ANDRADE et al. (1998), E. faecium apresenta uma velocidade especifica de
crescimento (u), em caldo MRS a 30°C, de 1,68 h™. Essa velocidade
especifica de crescimento pode ser considerada bastante elevada, se
comparada com a de Lactobacillus acidophilus, que também é uma bactéria
latica e possui valor de pu = 0,921 h™' em MRS (FIGUEIREDO, 1997). Deve-se
considerar que, em caso de abuso na temperatura por periodo prolongado, os
microrganismos que tém alta velocidade especifica de crescimento
apresentardo maior multiplicagdo celular, o que pode resultar em grande
numero de células aderidas aos equipamentos.

Observa-se um pequeno aumento na populagdo de esporos de
B. cereus, passando de 7,8 x 10? UFC/mL no momento da inoculacao para
1,4 x 10° UFC/mL, com 12 horas. E possivel que tal resultado se deva
basicamente a dois fatores, sendo o primeiro relacionado a mudanca de meio
de crescimento, ja que esse microrganismo encontrava-se em meio MRS e foi
transferido para o leite, e o segundo relacionado a alteracdo da temperatura de
incubacéao, que anteriormente era de 35° C e passou para 18° C. Esses fatores
podem ter induzido o microrganismo a entrar em fase lag de crescimento,
havendo, portanto, pequena alteragdo no numero de esporos e células
vegetativas.

Com relagado a adesao com 12 horas, observa-se, pelos resultados da
analise de variancia (Quadro 4), que existe diferenga significativa (P < 0,05) em
relagcédo ao tipo de bactéria.

A maior adesao ocorreu para esporos de B. cereus, que apresentou
menor reducdo decimal (Quadro 5), de acordo com o teste de Tukey
(P <0,05). Esses esporos podem aderir na superficie de equipamentos e
resistir ao processo de higienizag&o, vindo, posteriormente, a germinar e a
comprometer a qualidade do leite. Por isto, € importante que o leite seja
processado o mais rapido possivel, a fim de impedir que ocorra esporulagao
durante a estocagem antes do tratamento térmico, o que poderia comprometer

a eficiéncia deste tratamento. A seguir, estdo classificados, em ordem
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Quadro 4 - Resumo da analise de variancia do numero de redugdes decimais
de diferentes microrganismos, em diferentes cupons de prova,
antes da circulagao do leite no modelo (RDa)

FV GL sSQ Qm F Fsq,
In6culo 3 12,66700 4,222333 118,9* 4,07
Residuo 8 0,2840970 0,3551213E-01

* Significativo a 5% de significancia, pelo teste F.

Quadro 5 - Redugdes decimais na populagao dos diversos microrganismos na
superficie dos cupons de prova com 12 horas (RDa) de incubagao
a 18° C. Média de trés repeticoes

Microrganismos RDA
Bacillus cereus (esporos) 0,6179"
Pseudomonas aeruginosa 1,2181°8
Bacillus cereus (esporos e vegetativas) 1,6831°
Enterococcus faecium 2,2293°

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente a 5%.

crescente de redugao decimal, P. aeruginosa, B. cereus, incluindo esporos
mais células vegetativas e E. faecium.

Na Figura 5, observa-se a classificagdo dos microrganismos quanto a
porcentagem de adesdo. Constata-se a seguinte ordem decrescente de
capacidade de adesao: esporos de B. cereus (24,6%), P. aeruginosa (5,83%),
B. cereus, nas formas vegetativa e esporulada (2,21%), e E. faecium (0,57 %).

E interessante notar o alto porcentual de ades&o obtido com os esporos,
que alcancaram 24,6%, cerca de 11 vezes maior que a adesao de células
vegetativas e esporos (2,21%). De acordo com RONNER et al. (1990), alguns
esporos sao fortemente hidrofébicos, o que facilita sua adeséo as superficies.
Em um estudo que envolveu cinco espécies de bactérias que esporulam, foi

observado que o esporo de B. cereus foi 0 que apresentou a maior capacidade
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Figura 5 - Porcentagem de ades&o média de bactérias, antes da circulagéo do
leite no modelo, calculada em relagdao ao numero total de bactérias
dentro dos cupons com 12 horas, em ago inoxidavel, a 18°C, A)
esporos de B. cereus, B) Pseudomonas aeruginosa, C) Bacillus
cereus, incluindo esporos mais células vegetativas e D)
Enterococcus faecium (D).

de adesao, cerca de 45%, em superficie hidrofébica, enquanto B. licheniformis
teve melhor adesao em superficie hidrofilica. O estudo também demonstrou
que a capacidade de adesdo da forma esporulada € bem superior a forma
vegetativa do mesmo microrganismo. Por exemplo, a adesao de B. cereus em
superficie de vidro hidrofébico € 100 vezes maior que a de células vegetativas
(RONNER et al., 1990).

A adeséao inicial para esporos encontrada nesta pesquisa, utilizando
equipamento de aco inoxidavel, esta abaixo dos 45% descritos anteriormente
no trabalho de RONNER et al. (1990); porém, deve-se considerar que esses
ultimos autores trabalharam com uma coluna preparada para atingir um grau
de hidrofobicidade bem maior do que aquele encontrado em superficies de ago
inoxidavel, comumente usadas em industrias de processamento de leite. Ainda
assim, os resultados demonstram certa coeréncia, pois este trabalho confirma
a observacado de que ha maior tendéncia a adesao por parte dos esporos,
quando comparados com suas células vegetativas. A maior adesao, aliada ao

fato de que os esporos sdo mais resistentes ao calor, pode resultar em
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problemas em linhas de circulagao de leite, ja que pode haver passagem de
esporos pelo pasteurizador e, consequentemente, adesao aos equipamentos.
Com o passar do tempo, esses esporos podem germinar e dar origem a um
biofilme, que podera servir como fonte constante de contaminagédo do produto
apdés o processamento térmico. Pesquisadores encontraram no leite
pasteurizado e estocado a 4,5° C, por 30 dias, uma predominancia do género
Bacillus, que representou cerca de 84% da populagao total (MICOLAJCIK e
SIMON, 1978). Jay, citado por RONNER et al. (1990), afirmou que os esporos
bacterianos viaveis, quando aderidos aos equipamentos de processamento,
sao considerados como o maior problema na industria de alimentos; portanto,
ha a necessidade de desenvolver equipamentos que dificultem a adesao
desses esporos.

Ha grandes diferengas na capacidade de adesao de diferentes esporos,
0 que pode ser devido as suas caracteristicas quimicas e morfologicas. Os
esporos de B. cereus possuem apéndices na sua superficie, e essas estruturas
podem ajudar a sobrepor as forgas de repulsdo eletrostatica entre o esporo e a
superficie (RONNER et al., 1990).

Os tanques de recepgédo, geralmente, sdo usados para manter o leite
por até um dia sob refrigeragdo, antes do processamento. Problemas no
sistema de refrigeracdo desses tanques podem levar a perda de controle da
temperatura, o que resultard em maior crescimento de microrganismos, além
de possibilitar sua esporulagdo. Tal fato pode permitir maior adesdo de
bactérias as paredes dos tanques, o que dificultara sua higienizagdo. Os
microrganismos termoduricos aerdbios que participam da microbiota exterior
do ubere e das tetas sdo representados em grande parte por esporos de
Bacillus spp., apresentando contagens que variam de 10 a 10° UFClteta
(MARTIN, 1981). Os latdes para o transporte de leite geralmente constituem
fonte de esporo de B. cereus (ROBINSON, 1990), dai a necessidade de
desenvolver técnicas que evitem a adesao desses esporos em equipamentos
ou que diminuam a contaminagéao do leite.

Observou-se que P. aeruginosa apresentou a maior capacidade de
adesdao, em porcentagem, entre as formas vegetativas avaliadas. Este
resultado estd de acordo com o encontrado por SUAREZ e FERREIROS
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(1991), que, trabalhando com diversas espécies de microrganismos
psicrotréficos isolados do leite, observaram que as espécies Gram-negativas
possuem maior capacidade de adesdo em superficies de ago inoxidavel,
borracha e vidro do que as Gram-positivas. No entanto, os autores nao
explicam o motivo dessa maior adesdao por parte das Gram-negativas.
PALMER (1998) também observou que bacilos Gram-negativos predominam
em tanques de refrigeragao, sendo os equipamentos uma das principais fontes
de contaminagao do leite.

Outra informagao importante € o numero de células aderidas, ou seja,
células sésseis na superficie que, neste caso, alcangaram os seguintes
valores: 1,9 x 102 UFC/cm? para esporos de B. cereus; 3,9 x 10* UFC/cm? para
B. cereus nas formas mais esporulada; 2,4 x 10° UFC/cm? para P. aeruginosa,;
e 6,5 x 10° UFC/cm? para E. faecium.

ANDRADE et al. (1998) encontraram uma adesao entre 10° e
10° UFC/cm?, ap6s 10 horas, para E. faecium, utilizando cupons de aco
vegetativa inoxidavel e caldo MRS. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa.

Deve-se considerar que, apesar de E. faecium apresentar a menor
capacidade de adesdo, ha um grande numero de células aderidas
(6,5x105UFC/cm2), em fungdo de sua grande populagdo no leite, com
12 horas (2,1 x 108 UFC/mL), o que pode comprometer a qualidade do leite,
principalmente por acidificagdo. Das alteracbes causadas no leite, a
acidificacdo é a mais comum, resultante da fermentacdo da lactose por
diferentes tipos de microrganismos (FRAZIER, 1988), particularmente em
paises de clima tropical.

E preocupante também o problema da higiene de linhas e equipamentos
por onde passa o alimento ja processado. Os biofiimes formados nesses
pontos podem causar contaminacao (LIMA, 1988).

A analise de variancia (Quadro 5) feita para os resultados obtidos apos
a circulacao do leite no circuito de processamento de leite mostrou que néo ha
diferengas significativas (P > 0,05), quando diferentes tipos de bactérias séo
comparados. Porém, existe diferengca em relagdo a remocao das células nos

diferentes tipos de cupons.
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Quadro 5 - Resumo da analise de variancia do numero de redugdes decimais
na populacéo de diferentes microrganismos, em diferentes cupons
de prova, apés o uso do modelo de circulacdo do leite, com
velocidade de 1 m/s por 10 minutos a 15° C

FV GL sQ am F Fao,
Bactéria 3 0,7837613  0,2612537  2,2119™ 4,07
Residuo (A) 8 0,9448708  0,1181088

Cupom 2 0,4470955  0,2235478 6,30 3,63
Cupom x Inéculo 6 04788803  0,07981338  2,25™ 2,74
Residuo (B) 16 0,5674057  0,03546286

Total 35 3,222013

* Significativo a 5% de significancia pelo teste F.
" Nao-significativo a 5% de significancia pelo teste F.

O teste de Tukey (Quadro 6) mostrou que a maior taxa de remogao de
bactérias ocorreu no cupom tipo "T", enquanto a menor foi verificada no cupom
cilindrico. Além disto, nao foi observada diferenca significativa (P > 0,05) na

remogao de bactérias para os cupons cilindrico e cotovelo.

Quadro 6 - Médias de redugdes decimais na populagdo de microrganismos
para os diferentes cupons de prova, apés uso do modelo de
circulacao do leite a 1m/s por 10 minutos, a15° C

Tipo de Cupom RDg
"T" 1,5496"
Cotovelo 1,4713"8
Cilindrico 1,2840°

* Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente a 5%.

A interagdo microrganismos versus cupom nao foi significativa (Quadro
5). Esse tipo de interagdo verifica se existe a possibilidade de uma
determinada bactéria permanecer aderida, em maior porcentagem, em um
determinado tipo de cupom, ao mesmo tempo em que uma outra espécie

avaliada apresenta maior porcentagem de adesao em um segundo tipo de cupom.
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Observou-se que 5,36% das células de P. aeruginosa permaneceram
aderidas, apos a circulagdo do leite no modelo de circuito (Figura 6). Este
porcentual, calculado com base no numero de células aderidas antes da
circulacao do leite no circuito, representa 1,7x10* UFC/cm? de superficie. Esse
numero de microrganismos ainda é elevado o suficiente para causar
problemas de deterioracdo do leite, uma vez que as lipases produzidas por
Pseudomonas sp. sao extremamente resistentes a um tratamento térmico a
110° C/10 minutos (ROBINSON, 1990).

Células que permaneceram aderidas
(%)

A B C D

Figura 6 - Porcentagem de células que permaneceram aderidas aos cupons de
aco inoxidavel, independente do tipo de cupom, obtida para: A)
Enterococcus faecium, B) Pseudomonas aeruginosa, C) esporos e
células vegetativas de Bacillus cereus e D) esporos de B. cereus, em
circuito de linha de processamento de leite a um fluxo de leite de
1 m/s por 10 minutos, a 15° C.

Observou-se, também, pelos resultados obtidos, que de cada 200
células de E. faecium, aproximadamente, uma (0,57%) esta aderida e que de
cada 100 células aderidas cerca de cinco (5,51%) ndo sao removidas pelo
leite. Foram enumeradas, antes da circulacdo do leite, 6,5 x 10° UFC/cm? para
E. faecium, tendo esse numero sido reduzido para 3,3 x 10* UFC/cm?, apods a

circulagao.
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Deve-se preocupar principalmente com as bactérias que se fixam na
superficie do equipamento e resistem ao fluxo do alimento, pois s&o elas que
irdo apresentar maior resisténcia a remocado durante a higienizagdo do
equipamento. Essas bactérias podem produzir substaéncias poliméricas
extracelulares que ajudam a consolidar sua adesdo, tornando-se mais
resistentes aos agentes sanificantes.

Ap6s um periodo de processamento de 6 a 8 horas, pode haver um
numero significativo de bactérias aderidas aos equipamentos. As células que
iniciaram o processo de adesao logo no inicio do periodo de trabalho podem
apresentar maior resisténcia ao processo de higienizagao.

Outra questao a ser considerada € a liberagao de células viaveis para o
alimento, a partir das células aderidas. Neste sentido, a preocupacdo maior
deve ser com microrganismos que, além de serem psicrotréficos, tenham um
curto tempo de geragdo mesmo aderidos, pois eles terdo maior capacidade
para crescerem no produto.

Observou-se uma adesao de esporos e células vegetativas de B. cereus
antes da circulagao do leite de 2,21%, devendo-se ressaltar que, das células
aderidas, 2,3% resistiram ao fluxo do leite. Deve-se, no entanto, estar atento a
alimentos que possuam alta contagem de esporos de B. cereus, ja que estes
apresentam alta capacidade de adeséo (24,6%), ainda que somente 4,1% dos
esporos aderidos resistam ao fluxo do leite. E possivel que tal resultado se
deva ao fato de os esporos nao terem a capacidade para produzir substancias
poliméricas que venham a facilitar sua adesdo aos cupons. Como
consequéncia, eles permanecem aderidos apenas por forgas como atragao
eletrostatica, o que faz com que sua contagem apés a circulagao do leite seja
bem inferior a inicial.

Podem ser observadas diferentes porcentagens de adesao obtidas para
os variados tipos de cupons (Figura 7). Enquanto no cupom tipo "T" somente
3,0% das bactérias resistiram ao fluxo do leite, no cupom cilindrico 6,0% das
bactérias permaneceram aderidas. Para o cupom em cotovelo, a adesao foi de
3,6%, o que nao representa diferengca significativa (p >0,05), quando
comparado com os demais cupons. Constatou-se diferengca significativa
(p < 0,05) entre os cupons tipo "T" e cilindrico (Quadro 5). Segundo MELLO
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Figura 7 - Porcentagem de células que permanecem aderidas, independente
do tipo de bactéria, obtida para diferentes tipos de cupons apés a
circulagao do leite a 1m/s durante 10 minutos, a 15° C.

(1997), a turbuléncia em tubos cilindricos € menor que a de tubos com
formatos contornados, como em cotovelo e tipo "T". Por esta razdo, o
cisalhamento pelo fluido sobre as paredes dos cupons de prova cilindrico &

menor, podendo causar menor remog¢ao de microrganismos.

4.2. Efeito da temperatura de refrigeragao

Observa-se, no Quadro 7, que as incubagcbes a 5 e 10°C néo
proporcionaram alteragcdo consideravel do numero de bactérias, decorrido o
periodo de 12 horas de incubacdo. Ja a 18° C, o crescimento foi de 0,9 ciclo
logaritmico, como constatado no item anterior.

E possivel que fatores como a mudanca de temperatura de incubacdo e
de meio de cultura tenha provocado um aumento da fase lag da bactéria. Ja a
18° C, como a diferenga de temperatura foi menor, houve maior multiplicacéo
celular.

Sabe-se que os tanques de refrigeragao sao, normalmente, mantidos em

temperaturas na faixa de 5 a 7°C, o que reduz bastante a velocidade de
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Quadro 7 - Contagem bacteriana (UFC/mL) no momento da inoculagéo do leite
e com 12 horas de incubacgao, em diversas temperaturas. Média de
trés repeticoes

Temperatura
Tempo
5°C 10°C 18°C
UFC/mL
Inicial 1,9 x 10° 1,7 x 10° 9,3x10°
Com 12 horas 1,3 x 10° 1,9 x 10° 7.3x 10°

crescimento dos microrganismos psicrotroficos; porém, abusos de temperatura
podem ocorrer devido a problemas operacionais, o que pode permitir que
esses microrganismos aumentem substancialmente sua populagao no alimento.

Com relagao a adeséo bacteriana, observou-se (Figura 8) que, a medida
que a temperatura aumenta, a porcentagem de bactérias aderidas também
aumenta. Desta maneira, a adesdo a 18° C foi de 5,83%, o que equivale a
3,2 x 10° UFC/cm?. Para 10° C verificou-se 1,95% de ades3o, representando
2,0x10* UFC/cm?, e para 5°C constatou-se 1,36%, equivalente a
9,0 x 10°® UFC/cm?.

A menor proporcdo de células aderidas em temperaturas mais baixas
pode ser devido ao fato de a velocidade de multiplicagdo das bactérias ser
menor nessas temperaturas. Também, a cinética de produgdo de
exopolissacarideos pode ter sua velocidade afetada negativamente pelo
abaixamento da temperatura, além do fato de a mudanga de viscosidade do
leite poder dificultar a difusdo da bactéria até a parede do cupom de prova. A
alteracdo de viscosidade da gordura a 5°C pode fazer com que seja
estabelecida uma camada gordurosa na parede dos cupons, dificultando a
aproximacao de novas bactérias e facilitando a consolidacido da adesao das
bactérias que estao entre a parede dos cupons e a camada de gordura.

Deve-se ressaltar que os resultados encontrados nesta pesquisa diferem
dos encontrados por STONE e ZOTTOLA (1985), ja que estes n&o encontraram
diferenca, na proporcao de células aderidas, ao estudar a adeséo de P. fragi

em aco inoxidavel nas temperaturas de 4 e 25° C, em leite desnatado. Os
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Figura 8 - Porcentagem de adesao de Pseudomonas aeruginosa em cupons de
aco inoxidavel apdés 12 horas de incubacao do leite, nas temperaturas
de 5,10 e 18° C.

autores observaram que o aparecimento de fibrilas de adesdo em P. fragi, a
25° C, ocorreu em 0,5 hora, enquanto na temperatura de 4° C essas fibrilas
foram observadas em 2 horas, o que demonstra uma menor velocidade de
produgao de exopolissacarideos a 4° C, quando comparado a 25° C.

Diversos relatos de pesquisas mostram a influéncia da temperatura
sobre a capacidade de adesdo dos microrganismos as superficies. Por
exemplo, HOOD e ZOTTOLA (1995) observaram que Y. enterocolitica adere
melhor ao aco inoxidavel a 21° C, do que a 35 e 10° C. As células crescidas a
35°C nao apresentavam flagelo, o que pode ter tido influéncia na sua
incapacidade de aderir. E possivel que a temperatura tenha um importante
papel na formagao de estruturas que ajudam no processo de adesdo e que
temperaturas proximas do ideal para o crescimento celular permitem maior
quantidade de células aderidas. STONE e ZOTTOLA (1985) encontraram uma
menor proporcdo de células aderidas a 3° C, quando comparada com a
propor¢cao de adesao celular a 20° C. Segundo MAFU (1990), células de
L. monocytogenes sao capazes de aderir em ago inoxidavel, com fibrilas

visiveis ao microscopio eletrénico, apos 1 hora a 4 e 20° C. O autor relatou que
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os pesquisadores Gelinas e Goulet observaram que P. aeruginosa pode aderir
em superficies de ago inoxidavel, aluminio e polipropileno em 15 minutos,
porém nao foi citada a temperatura em que essa adesao ocorreu.

Mesmo em temperatura em que a bactéria ndo apresentou multiplicagao,
como a 5°C, ocorreu adesdo, o que indica atividade metabdlica para a
producao de exopolimeros. Tal fato evidencia que, mesmo em condi¢cdes de
inibicdo de multiplicagao celular, deve-se estar atento aos procedimentos de
higienizagao de tanques de refrigeracao de leite, a fim de impedir que biofiimes
sejam formados.

Pode-se observar a porcentagem de bactérias que permaneceram
aderidas apos a circulagéo do leite no sistema-modelo (Figura 9). A 18° C, das
células aderidas com 12 horas de incubacéo, 5,36% nao foram removidas apds
a circulagdo do leite a 1m/s. Ja para 10 e 5° C, os valores foram de 6,95 e
8,54%, respectivamente. Observa-se, portanto, uma pequena variagao entre a
maior e a menor porcentagem de adesao encontrada apoés a circulagéo do leite
no modelo. Ainda assim, pode-se observar que existe a tendéncia de aumentar
o porcentual de bactérias que permanecem aderidas, apds a circulagdo do

leite, a medida que a temperatura diminui.

5°C 10°C 18°C

Figura 9 - Porcentagem de Pseudomonas aeruginosa que permaneceram
aderidas em cupons de aco inoxidavel apds circulagéo do leite a
1 m/s, nas temperaturas de 5, 10 e 18° C.
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E possivel que em temperaturas mais baixas tenha se formado um filme,
na parede dos cupons, composto basicamente de gordura e contendo pequena
quantidade de outros nutrientes. Esse filme de residuos pode ter dificultado a
remocao de bactérias, possivelmente em funcdo de sua maior espessura,
quando a incubacéo foi realizada em temperaturas mais baixas.

Constata-se que, apos a passagem do leite a uma velocidade de 1 m/s
nos cupons de prova previamente incubados a 18° C, com leite contendo
P. aeruginosa, a concentragdo bacteriana estava na ordem de
1,7 x 10* UFC/cm?. Esta concentracdo foi de 1,4 x 10° UFC/cm? e 7,7 x 10 UFC/cm?
quando a incubacdo para adesdo bacteriana ocorreu a 10 e 5°C,

respectivamente.
4.3. Efeito da velocidade de circulagao do leite

A velocidade com que o leite deve ser bombeado, antes e depois do
processamento, € muito importante ndo apenas em relacédo as caracteristicas
quimicas do alimento, mas também por questdes microbiologicas.

Os resultados deste trabalho demonstraram que o aumento da
velocidade de circulacdo do leite exerce efeito positivo na remocéo de células
aderidas (Figura 10). Quando a velocidade de circulagéo foi de 0,5 m/s, 10,7%
das células permaneceram aderidas aos cupons de prova, 0 que equivale a
uma diminuicdo de 1,6 x 10° UFC/cm?® para 1,7 x 10°UFC/cm?. Para a
velocidade de 1,0 m/s, a porcentagem de bactérias que resistiram ao fluxo foi
de 5,36%, o que fez com que o numero de bactérias aderidas mudasse de
3,2 x 10° UFC/cm? para 1,7 x 10* UFC/cm?. A velocidade de 1,5 m/s permitiu
que 4,9% das bactérias permanecessem aderidas, alterando o numero de
bactérias de 2,7x10° UFC/cm? para 1,3 x 10* UFC/cm?, sendo o restante das
células liberadas para o leite.

Portanto, pode-se observar que, a medida que o fluxo do leite aumenta,
mais bactérias sdo removidas dos cupons. Deve-se considerar que tal fato
implica maior grau de contaminagéao do alimento. Porém, uma menor remogao
de células ira permitir que mais bactérias permanecam aderidas ao

equipamento.
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Figura 10 - Porcentagem de células de Pseudomonas aeruginosa que
permanecem aderidas em cupons de ago inoxidavel,
independente do tipo de cupom, apds a circulacido do leite por
10 minutos a 15° C, em diferentes velocidades.

Observa-se que, caso a velocidade de circulagdo do leite seja muito
baixa (0,5 m/s), pode haver um grande numero de células aderidas nas
tubulagdes, o que pode resultar em problemas de formacao de biofilmes, se a
higienizacdo nado for efetuada corretamente. Tal fato podera ter duas
consequéncias: 1) se a baixa velocidade de bombeamento do leite for antes do
processamento, havera a tendéncia de ocorrer um aumento no numero de
células aderidas nas tubulacdes. Essas células, ao se multiplicarem nessas
superficies, poderao liberar uma quantidade de bactérias cada vez maior para
o leite. Se for considerado que a morte de microrganismos pelo calor ocorre de
forma logaritmica, pode-se concluir que, quanto maior a contagem inicial, maior
sera a contagem microbiana apdés a pasteurizagdo, o que compromete a
qualidade do leite. Portanto, ha a necessidade de evitar ao maximo que células
aderidas venham a contaminar o produto; 2) se o problema da contaminacéo, a
partir de microrganismos aderidos, ocorrer apds o processamento térmico do
produto, havera contaminagdo pos-processamento do leite, devendo-se
ressaltar que, no inicio do periodo de produgdo, essa contaminagao sera

pequena, porém no fim do periodo de processamento a contaminacido podera
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ser substancialmente maior. Ao considerar o fato de que determinados
patogenos podem representar perigo a saude, ainda que em baixas
concentracdes, pode-se concluir que mesmo a presenca de poucas células no
inicio do processo pode representar um risco crescente a saude do
consumidor, ao longo do periodo de produgdo. Segundo KUMAR e ANAND
(1998), a célula bacteriana aderida cresce e se divide, usando os nutrientes
presentes no filme condicionante e no meio circundante, o que leva a formacgao
de microcoldnias que se espalham sobre a superficie. Durante esse periodo, as
células aderidas produzem polimeros adicionais, que ajudam na adesao das
células a superficie.

Outra questao a considerar € que, se a velocidade de bombeamento for
demasiadamente alta e a tubulacio estiver contaminada, havera, inicialmente,
uma alta contaminagcdo do leite em fungcdo da transferéncia de bactérias
aderidas para o fluido, porém com o passar do tempo essa contaminacgao ira
diminuir, pois apenas as células fortemente aderidas nao serdo removidas e o
fluxo ira dificultar a adeséo de novas células.

As velocidades utilizadas no experimento resultaram em fluxos que
podem ser caracterizados como turbulentos, ja que foram determinados os
valores de numero de Reynolds de 4.700, 9.400 e 14.100, para as velocidades
de 0,5, 1,0 e 1,5 m/s, respectivamente. No entanto, os resultados mostram, no
que se refere a adesdo bacteriana, ndo haver diferenca relevante entre as
velocidades de 1 e 1,5 m/s.

Velocidades de mais de 1,5 m/s sao frequentemente utilizadas em
processos de higienizagao, os quais podem se tornar deficientes se realizados
em baixa velocidade (< 1,5 m/s), durante a limpeza do equipamento. Erros
dessa natureza podem permitir que um grande numero de bactérias
permaneca aderido a superficie.

Observa-se que ha tendéncia de permanecer um maior numero de
bactérias sésseis no cupom cilindrico, independente da velocidade de
bombeamento do leite (Quadro 8). Porém, deve-se ressaltar que, a medida que
o fluxo do leite aumenta, o numero de células aderidas diminui. Assim, foram
constatadas porcentagens de adesao, no cupom cilindrico, de 18,0, 11,9 e

10,1%, para as velocidades de 0,5, 1,0 e 1,5 m/s, respectivamente.
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Quadro 8 - Porcentagem de P. aeruginosa que permaneceram aderidas aos
diferentes tipos de cupons de acgo inoxidavel, submetidos as
velocidades de 0,5, 1,0 e 1,5 m/s durante 10 minutos, em modelo
de linha de processamento de leite, utilizando como fluido o leite
integral a 15° C

% Adesao
Velocidades (m/s) Cupom em
Cupom Cilindrico Cotovelo Cupom Tipo "T
1,5 10,1 4,5 1,4
1,0 11,9 4.4 2,6
0,5 18,0 8,9 8,6

A menor adesao foi no cupom tipo "T", em todas as velocidades de
bombeamento utilizadas, o que equivale a 8,6% para 0,5 m/s, 2,6% para 1 m/s
e 1,4% para 1,5 m/s.

Em pesquisa realizada por MELLO (1997), utilizando adesdo de
E. faecium em cupons de ago inoxidavel e depois circulando agua a 1,5 m/s, foi
obtida uma redugao decimal de 0,52 no numero de células aderidas, enquanto
nesta pesquisa houve uma reducgao decimal de 1,3, utilizando o leite a 1,5 m/s.
Fatores como tensdo superficial, viscosidade e meio de incubagdo podem ter

influenciado essa diferenca.
4.4. Influéncia da concentragao de bactérias na adesao

Verifica-se que o crescimento bacteriano, com 12 horas, foi inferior a um
ciclo logaritmico em todas as concentra¢des de células utilizadas (Quadro 9), o que
indica que a concentracao de células ndo influenciou a capacidade de multiplicacdo.

A concentracdo de células com 12 horas de incubacdo influencia o
numero de células de P. aeruginosa aderidas aos cupons de aco inoxidavel. A
Figura 11 mostra que, em concentragcbes maiores de células, ocorre maior
proporcdo de células aderidas. Assim, a concentracdo, com 12 horas, de
7,3 x 108 UFC/mL apresentou 5,83% das células aderidas, ja as concentragdes
de 9,2x10° UFC/mL e 1,7 x 10°UFC/mL apresentaram porcentagens de
adesao de 2,62 e 2,26%, respectivamente.
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Quadro 9 - Contagem bacteriana (UFC/mL) no momento da inoculagéo do leite
e com 12 horas de incubacdo a 18° C. Média de trés repeticoes

Concentragao de Bactérias (UFC/mL)

Tempo
1x10° 1x10° 1x10*
Inicial 9,3x10° 2,2x10° 2,9 x 10*
Com 12 horas 7.3x 10° 9,2 x 10° 1,7 x 10°
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Figura 11 - Influéncia da concentracdo inicial de bactérias no leite, sobre a
porcentagem de células aderidas aos cupons de prova, com
12 horas de incubacgao a 18° C. Média de trés repeti¢des.
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Observou-se que, em numeros de células por unidade de area, os
5,83% de células aderidas corresponderam a 3,2 x 10° UFC/cm?, enquanto os
valores de 2,62 e 2,26% corresponderam a 9,8x10° UFC/cm? e
2,0 x 10® UFC/cm?, respectivamente. Esses valores reforcam a necessidade de
obter alimentos com baixo nivel de contaminagao microbiana, mesmo antes do
processamento, ja que tal fato implica menor numero de bactérias aderidas a
superficie e, portanto, menor contaminacdo do alimento que ira entrar em
contato com aquela superficie.

N&o ha estudos que indiquem a quantidade maxima de microrganismos
que podem estar presentes em uma superficie que entra em contato com o
alimento, porém, para superficies que passaram pelo processo de
higienizagcado, a “American Public Health Association” sugere um maximo de
meséfilos aerébios de 2,0 x 10° UFC/cm? (SVEUM, 1992).

Com relacao aos resultados de adesao obtidos apds a circulagao do leite
no modelo (Figura 12), verifica-se que a proporgao de células que permanecem
aderidas aos cupons de prova, calculada com base no numero de células
aderidas antes da circulagao do leite no circuito de processamento, foi bastante
préxima, independente da concentracio inicial de células no leite. Assim, as
porcentagens de adesdo celular apés a simulagdo foram de 5,36, 4,92 e
5,83%, para as concentragdes de 7,3 x 10°UFC/mL, 9,2 x 10°UFC/mL e
1,7 x 10°UFC/mL, respectivamente. Essas porcentagens correspondem a
1,7 x 10* UFC/cm?, 4,8 x 10> UFC/cm? e 1,2 x 102 UFC/cm?, respectivamente.

E provavel que as bactérias aderidas com maior tenacidade a superficie
de aco inoxidavel do modelo tenham sido aquelas que produziram maior
quantidade de exopolissacarideos, o que pode torna-las mais resistentes a
acao de sanificantes. Segundo KUMAR e ANAND (1998), as substancias
associadas com o biofilme podem limitar a difusdo de sanificantes no biofilme e
provocar trocas fisiolégicas nos microrganismos e produgdo de enzimas que
degradam os sanificantes. Portanto, ainda que a contaminagdo da superficie
seja relativamente baixa, como 1,2 x 102 UFC/cm?, é dificil prever, apds o
periodo de producdo, o grau de eficiéncia que os sanificantes terdo contra

essas bactérias.
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Figura 12 - Porcentagem de bactérias que permaneceram aderidas aos cupons
de prova, apés a circulagao do leite a 1 m/s, em temperatura de
15° C, no simulador de linha de circulagao de leite. Média de trés
repeticoes.

As bactérias do género Pseudomonas sao as que apresentam o tempo
de geragdo mais curto, na faixa de 0 a 7°C, o que significa que a
contaminagdo pos-processamento com bactérias desse género pode resultar
em limitacdo do tempo de vida de prateleira do produto. No Brasil, o prazo de
validade do leite pasteurizado é de dois dias, por isto as contaminacdes do
produto com numero baixo de bactérias ndo chegam a afetar a vida de
prateleira do alimento. Para melhorar a qualidade e o tempo de vida de
prateleira do leite pasteurizado no Brasil, € necessario, em primeiro lugar,

reduzir ao maximo a contaminacgao a partir de equipamentos.

4.5. Influéncia do tempo de incubagao do leite inoculado com

Pseudomonas aeruginosa sobre o processo de adesao

Observou-se que no leite incubado por um periodo de 12 horas houve
uma alteracdo no numero de células de 0,89 ciclo logaritmico (Quadro 10). Em

relagao ao leite incubado por 24 horas, observa-se que a alteracéo foi de 0,87
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Quadro 10 - Contagem bacteriana (UFC/mL) no momento da inoculagdo do
leite e com os periodos de incubacdo de 12, 24 e 48 horas, a
18° C. Média de trés repeticoes

Periodo de Incubaciao

Tempo
12 horas 24 horas 48 horas
UFC/mL
Inicial 9,3x 10° 2,8 x 10° 3,3x 10°
Apbs incubagdo 7,3 x 10° 2,1x10 2,2x 108

ciclo logaritmico. E possivel que a mudanga da bactéria de um meio que
continha caldo nutriente para o leite, juntamente com a alteragdo de
temperatura de incubacao de 35 para 18° C, tenha contribuido para o aumento
da fase lag, resultando em uma multiplicacdo celular semelhante para os
tempos de 12 e 24 horas. Para o leite incubado por 48 horas, verificou-se uma
alteracao de 1,82 ciclo logaritmico.

Portanto, constata-se que, em relacdo ao periodo de 48 horas de
incubacdo, P. aeruginosa apresentou maior capacidade de multiplicagdo, o
que, possivelmente, se deve a adaptagao da bactéria as condi¢gdes do meio.

No que se refere a adesdo bacteriana, antes da circulacdo do leite no
modelo, observa-se, pela Figura 13, que ha tendéncia de mais células ficarem
aderidas a medida que o tempo de incubagado aumenta. Assim, verifica-se uma
porcentagem de adesao de 48,7%, quando a incubagéao foi por 48 horas. Para
24 horas essa porcentagem foi de 7,65% e para 12 horas, de 5,83%.

Para 48 horas de incubagao (48,7%), constata-se uma adesdo de
5,5 x 10" UFC/cm?, o que caracteriza uma alta quantidade de células aderidas.
Segundo ZOTTOLA (1997), esse numero de células € suficiente para
considerar a existéncia de um biofilme. Com relagdo aos 7,65% de adeséao,
obtidos apdés 24 horas, verifica-se que esse valor corresponde a
9,1 x 10° UFC/cm?, enquanto os 5,83%, obtidos para 12 horas de incubagao,
correspondem a 3,2 x 10° UFC/cm?.

Observa-se, portanto, que para leite armazenado por 12 e 24 horas a

proporcdo de células que aderem é bem menor do que quando o leite é
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Figura 13 - Influéncia do tempo de incubagdo do leite inoculado com
10° UFC/mL sobre a porcentagem de células aderidas aos
cupons de prova, a 18° C. Média de trés repeticoes.

armazenado por 48 horas. Tal fato pode ter implicagdes na higienizagédo do
equipamento, uma vez que um alimento mantido armazenado por 48 horas, em
condicdes de abuso de temperatura, permite a multiplicacado de bactérias. Além
disto, ha mais tempo para que as bactérias possam aderir as paredes do
equipamento, consolidar sua adesao e dar origem ao biofiime. Os tanques de
armazenamento de leite, contendo grande numero de bactérias aderidas,
podem provocar um alto indice de contaminacao do leite que for adicionado a
esses depositos.

ZOLTAI et al. (1981) demonstraram que, ao elevar o tempo de contato
do microrganismo com a superficie, 0 numero de células aderidas, o tamanho
da microcol6nia e o grau de adesao também aumentam. Além disto, ocorre o
incremento da resisténcia a sanificantes. Uma pesquisa em que foi avaliada a
agao de 1 e 0,1% de cloro residual total a 25° C, mostrou que biofilmes de P.
fluorescens, L. monocytogenes e B. subtilis foram mais resistentes apos 144
horas, quando comparado a 24 horas. Assim, a resisténcia ao cloro aumenta
com a idade do biofilme (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

A comparacado dos resultados encontrados neste estudo com os de
outros pesquisadores é dificil, ja que foram realizados experimentos em outras

condi¢cbes, como meio sintético utilizado em laboratério, tempo e temperatura
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de incubacdo diferentes, entre outros. Porem ANDRADE et al. (1998),
trabalhando com E. faecium em meio com MRS e aco inoxidavel, obtiveram
entre 10° e 10° UFC/cm?, apos 10 horas de incubagdo a 30° C. Tal resultado
pode ser considerado um nivel de adesao bastante alto, mas deve-se observar
que a capacidade de adesao dos microrganismos aumenta em temperaturas
que favorecem o crescimento.

KRYSINSKI et al. (1992), trabalhando com uma mistura de trés estirpes
de L. monocytogenes, observaram que, apds 24 de incubacédo a 25° C, em
tripticaseina e soja adicionadas de 8 g/L de glicose, os cupons de ago
inoxidavel apresentavam 2 x 10* UFC/cm? e que, com o aumento do periodo de
incubacdo para 72 horas, o numero de células aderidas nido se alterava
sensivelmente. MOSTELLER e BISHOP (1993) observaram que o tempo de
adesdo tem grande influéncia no aumento da resisténcia aos agentes
antimicrobianos. Células aderidas por oito dias foram 100 vezes mais
resistentes do que as aderidas por 4 horas, apos 30 segundos de exposigao a
200 ppm de hipoclorito de sédio, em pH 10 e temperatura de 25° C. Tal fato
demonstra o efeito protetor do exopolissacarideo sobre o biofilme.

Os resultados obtidos para a adesdo bacteriana, apds a circulacdo do
leite pelo modelo (Figura 14), permitem concluir que a maior parte das células
anteriormente aderidas nao resiste ao fluxo de 1m/s, sendo, portanto, retiradas
da parede dos cupons de prova.

Para 48 horas de incubacdo, a adesao, que foi de 48,7% antes da
circulagao do leite no simulador, baixou para 2,91%, apds a circulagao do leite
a 1 m/s, o que significa dizer que sobrou 1,6 x 10° UFC/cm? aderida aos
cupons de prova. Esse valor de 2,91%, apesar de ser proporcionalmente
pequeno, apresenta um numero de células por unidade de area
suficientemente alto para colocar em risco a qualidade do alimento. E possivel
que, em virtude do tempo de 48 horas, as células bacterianas tenham formado
um biofilme bastante espesso na parede dos cupons, porém por ocasiao da
circulagao do leite a 1 m/s as bactérias posicionadas mais longe das paredes
dos cupons nao tenham resistido ao fluxo e, portanto, somente as células mais
proximas da parede e fortemente aderidas tenham permanecido nos cupons de
prova, dai a alteracdo de 48,7% antes da circulagcédo do leite para 2,91 apds a

circulagao.
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Figura 14 - Porcentagem de bactérias que resistem ao fluxo de 1 m/s de leite
em modelo de linha de leite, apds incubacéo a 18° C. Média de trés
repeticoes.

No tempo de 24 horas de incubacgao, houve adesao de 7,65%, antes da
circulagao do leite no modelo, e 5,6% das células, anteriormente aderidas,
resistiram ao fluxo do leite, o que corresponde a 5,1 x 10* UFC/cm?.

Quando a incubacéo foi por 12 horas, a porcentagem de adesao, que foi
de 5,83% antes da circulagdo do leite no modelo, manteve-se bem préxima,
com 5,36% de adesao apos a circulagao do leite a 1 m/s, o que corresponde a
1,7 x 10* UFC/cm®.

Deve-se considerar que mesmo para uma ades&o de 10* UFC/cm?, a
possibilidade de formacao de biofilme a partir desses pontos é bastante
provavel. Além diso, essas células, por estarem fortemente aderidas e assim
resistirem a um fluxo de 1 m/s, podem apresentar resisténcia ao processo de
higienizacdo de equipamento. Caso esses microrganismos permaneg¢am
aderidos, podera haver incorporagdao de outros tipos de microrganismos
(patogénicos) no biofilme, o que pode colocar em risco a saude do consumidor,
ja que alguns patogénicos podem causar enfermidades, mesmo em pequeno
numero.

MOSTELLER e BISHOP (1993) consider eficientes as solugbes
sanificantes que reduzissem ciclos logaritmicos as populagdes de

P. fluorescens, Y. enterocolitica e L. monocytogenes aderidas em teflon e
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borracha. Considerando que para o periodo de 48 horas de incubacao
1,6 x 10® UFC/cm? permaneceu aderida; caso haja uma redugéo de trés ciclos
logaritmicos, essa populagao caira para 1,6 x 10° UFC/cm?, valor este ainda
bastante alto para uma superficie higienizada.

Dentro do biofilme, a bactéria estda continuamente crescendo,
multiplicando e liberando células para o meio ambiente, o pode ser uma
importante fonte de contaminagdo ou recontaminagdo do produto. Segundo
MOSTELLER e BISHOP (1993), bactérias deterioradoras e patogénicas tém
sido implicadas em processos de adesdo, em superficies comumente usadas
em processamento de produtos lacteos. A prevengao é a chave para evitar a
formacdo do biofime. Uma vez que o biofiime esteja estabelecido, as

operacdes de limpeza e sanificagao se tornam bem mais dificeis.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A medida que aumenta a necessidade de produzir alimentos em
maiores quantidades, crescem também os riscos de contaminagdo desses
alimentos. Os biofimes bacterianos sao capazes de se formar nos ambientes
de processamento, a partir de processos complexos que se iniciam até mesmo
com a adesao de uma unica bactéria. Durante o processamento de alimentos,
o tempo requerido para esse evento pode ser relativamente curto. Uma vez
estabelecidos, esses biofiimes podem atuar como fonte de contaminacio do
alimento, originando problemas de deterioracdo e, ou, de saude publica.

Com o objetivo de entender melhor os fatores envolvidos na adesao
bacteriana aos equipamentos para processamento de alimentos, foi realizada
uma série de experimentos num modelo de linha de circulacao de leite, em ago
inoxidavel AISI 304, acoplado com cupons de prova.

Foram avaliadas as capacidade de adesado de Enterococcus faecium,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus, nas formas esporulada e
vegetativa.

Observou-se, antes da circulagdo do leite no modelo, diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo a capacidade de adesao ao ago inoxidavel,
dos trés microrganismos avaliados. Assim, os esporos de B. cereus tiveram
adesao de 24,6%, as formas vegetativa e esporulada apresentaram 2,21% de

adesédo e P. aeruginosa e E. faecium tiveram 5,83 e 0,57%, respectivamente.
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Tais resultados evidenciam que os esporos de B. cereus apresentam a maior
capacidade de adesao, quando comparados as demais formas avaliadas.

Depois da circulagao do leite pelo modelo de circuito de processamento,
nao houve diferenga significativa (p > 0,05) com relagcdo ao numero de
bactérias que permanecem aderidas, entre o0s microrganismos, tendo os
porcentuais de adesao sido de 4,1% para esporos de B. cereus, 2,3% para B.
cereus nas formas esporulada e vegetativa, 5,36% para P. aeruginosa e 5,51%
para E. faecium.

Quando o experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da
temperatura de refrigeragao do leite na adesao bacteriana, observou-se uma
alteracdo nas porcentagens de adesao antes e apos a circulagdo do leite.
P. aeruginosa, quando incubada a 5° C, apresentou adesao de 1,36% antes da
circulagao do leite, devendo-se ressaltar que deste total 8,54% permaneceram
aderida, apds a circulagao. Ja para 10° C, a mudanca foi de 1,95% de adeséao
antes para 6,95%, apdés a circulagao, e a 18° C, os valores encontrados foram
de 5,83%, antes da circulacédo do leite no modelo e 5,36%, apds a circulagao.
Portanto, verifica-se que, em relacdo a adesao antes da circulacédo do leite no
modelo, ha uma tendéncia de maior proporcédo de células permanecer aderida
a medida que a temperatura aumenta. Porém, essa tendéncia nao se confirma
para os resultados obtidos apds a circulagéo do leite no modelo.

Com relagdo a influéncia da velocidade de circulagdo do leite no
modelo, verificou-se que a 0,5 m/s permaneceu aderida aos cupons de prova
10,7% das células, enquanto nas velocidades de 1,0 e 1,5m/s as
porcentagens de adesao foram de 5,36 e 4,9%, respectivamente. Tal resultado
evidencia a tendéncia de a maior proporgcao de células permanecer aderida a
medida que fluxos mais baixos sejam utilizados.

Quando foi avaliada a influéncia da concentracdo de bactérias em
relacdo a adesao bacteriana, verificou-se uma alteragdo de 5,83%, antes da
circulagao do leite, para 5,36%, apds a circulagado, quando a concentracéo de
9,3 x 10° UFC/mL foi utilizada. Para a concentragdo de 2,2 x 10° UFC/mL, a
alteragao na adesao foi de 2,62 para 4,92%, apos a circulagéo do leite; ja para
a concentracdo de 2,9x 10* UFC/ml, a mudanca foi de 2,26 para 5,83%.

Portanto, com o aumento da concentragcdo de células no leite, aumenta

67



também a porcentagem de células aderidas aos cupons de prova antes da
circulacdo do leite pelo modelo, porém apds a circulacdo do leite a
porcentagem de células que permanecem aderidas é praticamente igual,
independente da concentracao celular.

A influéncia do tempo de incubacéo do leite sobre a ades&o mostrou
que, quando o periodo de incubacao foi de 12 horas, a adesao bacteriana foi
de 5,83%, antes da circulacdo do leite, e de 5,36%, apdés a sua circulacao.
Para 24 horas de incubagao do leite, constatou-se 7,65% de adesdo antes e
5,6% depois da circulagdo. Ja para 48 horas, a adesao foi de 48,7% antes da
circulacdo, devendo-se ressaltar que 2,91% continuaram aderidas, apds a
circulacdo do leite. Tal fato demonstra que, a medida que o tempo de
incubacdo aumenta, a porcentagem de bactérias aderidas também aumenta.
Porém, quando o leite é circulado dentro dos cupons de prova a 1 m/s, a

maioria das bactérias é removida.
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