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RESUMO

RODRIGUEZ, Angie Dahiana Duque, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2023. Bactérias formadoras de esporos em sobremesas licteas e queijo petit suisse:
ocorréncia ¢ modelagem da formaciio de biofilmes multiéspécies. Orientador: Wilmer
Edgard Luera Pena.

As sobremesas lcteas sdo produtos refrigerados e, amplamente comercializados ¢
consumidos devido as suas caracteristicas nutricionais, praticidade ¢ apelo sensorial. A sua
deterioragdo esta relacionada a alteragdes na textura, odor e produgdo de sabores indesejaveis
causados por bactérias formadoras de esporos e outras bactérias termodiiricas que produzem
enzimas termoestaveis causadoras de deterioragdo. Por outro lado, a capacidade de formagio
de biofilmes por bactérias formadoras de esporos e termoduricas, nas superficies dos
equipamentos durante as etapas de processamento dos produtos lacteos, pode provocar
contaminagdo cruzada, deterioragiio dos produtos finais em curto tempo ou antes de atingir sua
vida atil. Além disso, as falhas nos procedimentos de limpeza ¢ sanitizagdio dos equipamentos
podem favorecer a desenvolvimento de biofilmes. Portanto, evitar sua formagio ¢ garantir sua
eliminagdo tém se tornado um desafio constante na industria de laticinios e de alimentos em
geral. Deste modo, esta pesquisa teve como objetivos determinar a ocorréncia de bactérias
formadoras de esporos em dois tipos de sobremesas lacteas e queijos petit suisse, que foram
submetidos a altas temperaturas para induzir a germinagiio de esporos bacterianos. Também
foram avaliadas a capacidade de crescimento de células vegetativas em diferentes condigoes,
bem como a sintese de enzimas proteoliticas e suas taxas de multiplicagdo. Por fim, foram
determinados os tempos nos quais as principais bactérias isoladas foram capazes de formar
biofilmes multiespécies em cupons de ago inoxidavel, quando incubados a 6, 15, 25 e 32 °C
durante 24, 48, 72, 96 ¢ 120 h. Os resultados indicaram uma maior ocorréncia de bactérias
mesofilas aerdbias com maior atividade proteolitica e lipolitica, além de uma maior taxa de
crescimento. Doze isolados apresentaram alta capacidade de sintese de enzimas e taxa de
crescimento. Esses isolados foram identificados geneticamente como B. subtilis, B. cereus, B.
thuringiensis, B. tequilensis, Bacillus spp. e B. parabrevis. Por outro lado, em relagiio a
capacidade de formagdo de biofilmes multiespécies pelas espécies supracitadas, foram
consideradas como biofilmes quando as contagens foram maiores que 5,0 log UFC.cm™ ¢ os
dados foram transformados para forma bindria e utilizados para desenvolvimento de modelos

probabilisticos de regressdo logistica. O programa estatistico Minitab v.12.1, foi utilizado. O



desempenho de cada modelo foi avaliado pelo indice estatistico de Nagelkerke R2, pela
porcentagem (%) de dados corretos e pelo indice estatistico de Hosmer-Lemeshow. Destaca-se
que os biofilmes formados na temperatura de incubagiio de 32 °C foram mais robustos, seguidos
pelos biofilmes formados a temperatura de 25 °C, ao contririo do que foi observado a
temperatura de 6 °C. Também foi evidenciado que o mix bacteriano 2 (formado por B.
thuringiensis, B. subtilis, B. cereus e Bacillus spp. isolados de sobremesa lictea Queijo Petit
Suisse com Preparado de Frutas) teve maior probabilidade de formagio de biofilme em menor
tempo. Além disso, foi demonstrado que superficies de ago inoxiddvel permitem a adesio
bacteriana e, consequentemente, a formagdio de biofilmes multiespécies. Esses resultados
reforgam a necessidade de medidas de controle contra bactérias aerdbias mesdfilas formadoras
de esporos ou termoduricas, para garantir a qualidade microbiolégica durante toda a cadeia de
produgdo, diminuigio das perdas de produgdio, controle da vida util estabelecida, evitar danos
a reputagdo da marca e perdas de vendas. Os resultados permitiram determinar fatores
fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle de biofilmes multiespécies e o

estabelecimento de protocolos de sanitizagdo mais eficientes.

Palavras-chave: Derivados lacteos, Bactérias deteriorantes, Atividade enzimatica, Biofilmes

multiespécies, Microbiologia preditiva.



ABSTRACT

RODRIGUEZ, Angie Dahiana Duque, D.Sc., Federal University of Vigosa, December 2023.
Spore-forming bacteria in dairy desserts and petit suisse cheese: occurrence and modeling
of multispecies biofilm formation. Advisor: Wilmer Edgard Luera Pena.

Dairy desserts are refrigerated products sold commercially and widely consumed due to their
nutritional characteristics, convenience, and sensory appeal. Their deterioration is related to
changes in texture, odor, and the production of undesirable flavors caused by spore-forming
bacteria and other thermoduric bacteria that produce heat-stable spoilage enzymes.
Additionally, the ability of spore-forming and thermoduric bacteria to form multispecies
biofilms on equipment surfaces during milk processing and/or dairy derivatives production can
lead to cross-contamination, rapid product deterioration, and spoilage before reaching their
expiration date. Moreover, the presence of biofilms can compromise cleaning and sanitization
procedures. Therefore, preventing biofilm formation and achieving their elimination have
become ongoing challenges in the dairy and food industry. Thus, this rescarch aimed to
determine the presence of spore-forming bacteria in two types of dairy desserts and queijos petit
suisse, which were subjected to thermal shock to induce bacterial spore germination. The study
also evaluated the growth capacity of vegetative cells under different conditions, as well as the
synthesis of proteolytic enzymes and their multiplication rates. Finally, the study determined
the time intervals in which the main isolated bacteria were capable of forming multispecies
biofilms on stainless steel coupons when incubated at 6, 15, 25, and 32 °C for 24, 48, 72, 96,
and 120 h. The results indicated a higher occurrence of mesophilic aerobic bacteria with
increased proteolytic and lipolytic activity, along with a higher growth rate. Twelve isolates,
demonstrating superior enzyme synthesis capacity and growth rate. These isolates were
genetically identified as B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. tequilensis, Bacillus spp., B.
parabrevis, S. marcescens, E. xiangfangensis, and Enterobacter spp. Regarding the formation
capacity of multispecies biofilms by the aforementioned species, bacterial counts were
considered as microbial biofilms when exceeding 5.0 log CFU.cm™, and the data were
transformed into binary form for the development of logistic regression models. The models
were adjusted to the data from the three co-cultures using the statistical software Minitab v.12.1.
Subsequently, the performance of each model was evaluated based on the Nagelkerke R?

statistic, percentage (%) of correct data, and the Hosmer-Lemeshow statistic. It is noteworthy



that biofilms formed at an incubation temperature of 32 °C were more robust, followed by the
temperature of 25 °C, in contrast to the observations at 6 °C. It was also evident that bacterial
mix 2 (formed by B. thuringiensis, B. subtilis, B. cereus and Bacillus spp. isolated from dairy
dessert Petit Suisse Cheese with Fruit Preparation) had a higher probability of forming biofilms
in a shorter time. Additionally, it was demonstrated that stainless steel is a type of surface that
favors bacterial adhesion and, consequently, the formation of multispecies biofilms. These
results reinforce the need for control measures against mesophilic acrobic spore-forming or
thermoduric bacteria to ensure microbiological quality throughout the production chain, reduce
production losses, control established shelf life, prevent damage to brand reputation, and
minimize sales losses. These challenges continue to be faced by the Brazilian dairy industry.
The results allowed for the determination of fundamental factors for the development of
strategies to control multispecies biofilms and the establishment of more efficient sanitization

protocols in terms of time.

Key words: Dairy derivatives, Spoilage bacteria, Thermoduric bacteria, Proteolytic activity,

Lipolytic activity, Thermostable enzymes, Bacterial biofilms, Predict microbiology.
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INTRODUCAO GERAL

As sobremesas licteas compreendem um amplo grupo de produtos que, de acordo com
o Codex Alimentarius ¢ a legislagdo brasileira, estdo compostas por ingredientes de origem
lactea, fontes naturais de célcio, potdssio, vitamina A € manganés, bem como ingredientes nio
lacteos como sacarose, frutas, polpa de frutas, geleias, cacau em po, baunilha, agentes
gelificantes, espessantes, conservantes, entre outros. Conforma um conjunto diversificado de
produtos prontos para consumo, que podem ser presentados como sobremesas cremosas €
gelificadas, cremes e, ou pudins, sobremesas carbonatadas (mousses), cheesecakes, flans, entre
outros ¢, que sdo comercializados refrigerados, congelados e enlatados (NIKAEDO et al., 2004;
SAUNDERS, 2016, MAPA 2020). Destacam-se por ser produtos amplamente conhecidos e
consumidos em todo o mundo devido as suas caracteristicas nutricionais, praticidade e apelo
sensorial. Segundo o relatério de pesquisa sobre 0 mercado de sobremesas lacteas, estima-se
um crescimento anual de 4,30 % de 2022 a 2030, alcangando um aumento de US$ 1,7 bilhdo
em vendas até o final de 2030 (MARKET RESEARCH FUTURE DAIRY DESSERTS
MARKET, 2022).

Sob outra perspectiva, a deterioragdo das sobremesas lacteas estd relacionada a
alteragdes na textura, sabor e odor causadas pelo desenvolvimento de bactérias formadoras de
esporos, microrganismos que estdo amplamente distribuidos na natureza, em diferentes tipos
de alimentos, em ambientes ¢ linhas de processamento. No entanto, outras bactérias ndo
esporulantes, como as termoduricas, também podem causar a deterioragio dos ingredientes ou
mesmo do produto processado, produzindo enzimas proteoliticas ¢ lipoliticas resistentes ao
calor que afetam a qualidade do produto final (ANDRE et al., 2017; MACHADO et al., 2017).

As espécies pertencentes aos géneros Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus,
Anoxybacillus e Paenibacillus sdo os principais microrganismos formadores de esporos
presentes em produtos lacteos. Uma vez que, podem sobreviver em ambientes adversos por
longos periodos de tempo, pois sdo resistentes a tratamentos térmicos ou ndo térmicos como
ultrassom, produtos quimicos ¢ condigdes de refrigeragio (ANDRE et al., 2017; ORTUZAR et
al., 2018; DULA et al., 2021). Em condig¢des favoraveis ou apos receberem algum estimulo
extrinseco, os esporos produzem células vegetativas capazes de se multiplicar e sintetizar
enzimas proteoliticas ¢ lipoliticas termoestaveis (ANDRE et al., 2017; ORTUZAR et al., 2018).

Além disso, tanto os esporos como as células vegetativas sdo capazes de formar biofilmes,

13



populagdes ou comunidades celulares que lhes conferem maior resisténcia a diferentes fatores
ambientais, fisicos e quimicos (POSTOLLEC et al., 2010; DULA et al., 2021).

Entre os microrganismos que podem formar biofilmes, encontram-se bactérias
psicrofilas, mesofilas, termofilas, psicrotroficas e termodiricas com a capacidade de formar
esporos (DE OLIVEIRA et al., 2013; COUGHLAN et al., 2016; WANG et al., 2021),
pertencentes aos géneros Bacillus, Brevibacillus, Geobacillus, Paenibacillus e Enterobacter e,
que como supracitado anteriormente, tem a capacidade de causar deterioragio devido sua
capacidade de sintetizar enzimas termoestiveis e reduzir a vida de prateleira (shelf-life)
matérias-primas e produtos finais.

A contaminagdo de diferentes produtos lacteos (leite pasteurizado, leite UHT, leite
desnatado, leites saborizados, leite em po, queijos, requeijdo, entre outros) por bactérias
formadoras de esporos e termodricas esta bem documentado na literatura (ALONSO et al.,
2021; ANDRE et al., 2017; LUCKING et al., 2013; MACHADO et al., 2017; MOSCHONAS
et al., 2021; PENA et al., 2014; QUIGLEY et al., 2013; SADIQ et al., 2016; SADIQ et al.,
2018; WANG et al., 2021), mas o estudo dos microrganismos formadores de esporos ¢, ou
termoduricos isolados de sobremesas lacteas ¢, a formagdo de biofilmes multiespécies ainda
ndo ¢ bem compreendido, como ¢ demonstrado pelos estudos de André et al., (2017), Ortuzar
et al., (2018) e Techer et al., (2020), assim como, a implementagdo de modelos preditivos que
descrevam a capacidade de formago de biofilmes multiespécies por estas bactérias.

Igualmente, é importante ressaltar que tanto a presenga de bactérias formadoras de
esporos em sobremesas lacteas, ou em outros tipos de produtos lacteos, pode representar um
risco para a saide por diferentes motivos, pois, varias bactérias patogénicas, como B. cereus,
tém sido implicadas em doengas relacionadas a produtos lacteos. Embora tenha havido
relativamente poucos surtos ligados a sobremesas licteas em todo o mundo, o risco de
contaminagdo ndo deve ser subestimado (DAIRYSAFE, 2019). De acordo com um estudo de
2019 realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (MS & ANVISA), no Brasil,
duas em cada cinco amostras de sobremesas lacteas analisadas ndo atenderam aos padrdes
microbioldgicos estabelecidos.

Dessa forma, os objetivos deste estudo foram avaliar a ocorréncia de bactérias
formadoras de esporos em dois tipos diferentes de sobremesas lacteas ¢ queijos petit suisse
produzidos no Brasil, avaliar a sinteses de enzimas lipoliticas ¢ proteoliticas responsaveis por
causar deterioragfio. Assim como, determinar a capacidade de formar biofilmes multiespécies

entres as principais espécies identificadas e, finalmente realizar o desenvolvimento de modelos
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probabilisticos que possam fornecer informagdes relevantes que contribuam na implementagio
de estratégias de controle eficazes na ocorréncia destes microrganismos na industria de produtos

lacteos ¢ industria de alimentos em geral.

1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 O mercado do leite e produtos ldcteos no Brasil

Em muitos paises, a obtengio de leite e a fabricagdo de produtos lacteos é um dos setores
mais importantes da industria de alimentos. Em geral, sua importancia pode ser observada no
ambito produtivo e econdmico nos paises considerados em desenvolvimento, ja que
aproximadamente 150 milhdes de pequenos produtores em todo o mundo estdo envolvidos ¢
segundo a Food and Agriculture Organization — FAO (2018), nas tltimas trés décadas, a
produg¢do mundial de leite aumentou mais de 50 %, chegando a 769 milhdes de toneladas em
2013. Internacionalmente, o Brasil se caracteriza por ser um produtor de leite em grande escala,
sendo uma de suas principais atividades econémicas. Durante os tltimos anos tem ocupado os
primeiros lugares no ranking mundial de produgéo de leite, sendo atualmente o terceiro maior
produtor mundial de leite, com mais de 34 bilhdes de litros por ano (MAPA, 2023). No 2022,
foram produzidos mais de 36,600 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2023), contribuindo assim
desde o0 ano 2013 com mais de 5,3 % da produgdo mundial de leite (FAO, 2013).

O Brasil exportou no ano 2021 aproximadamente 142 milhdes de litros de leite
(EMBRAPA, 2022) e aproximadamente 98 milhdes de dolares em produtos lacteos, valor que
aumento no ano de 2022 a 102 milhdes de dolares. Os principais produtos exportados foram
queijos, leite em po integral, leite condensado, creme de leite, manteiga, leite modificado e leite
fluido (ETENE, 2023). De acordo com a Alianga Léactea Sul Brasileira, nos proximos anos o
Brasil deve passar a exportar 5 % do volume de seus produtos lacteos, mas para melhorar sua
competitividade em nivel internacional ¢ necessdrio se credenciar por meio da implementagio
de um programa de qualidade que tenha validade internacional (MILKPOINT, 2018), e assim
obter o registro dos produtos em entidades de controle e regulagio internacional como a FDA
(Food and Drug Administration), USDA (United States Department of Agriculture) ¢ APHIS
(The Animal and Plant Health Inspection Service). Segundo os padrdes impostos pelas
entidades de normatizagdo internacional, atingir os niveis exigidos de qualidade e inocuidade

microbiologica é o principal desafio a ser superado pela industria de laticinios brasileira, e assim
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assegurar uma maior inser¢io no mercado internacional (MILKPOINT, 2015; EMBRAPA,
2022). Esse desafio s6 pode ser superado por meio do trabalho conjunto da indastria, governo

e instituigdes de desenvolvimento cientifico.
1.2 Contaminagiio em leite ¢ produtos licteos

O leite ¢ constituido por dgua, proteinas, aglcares, lipidios, vitaminas e sais minerais
(PEREIRA, 2014) ¢ sua composi¢do pode variar de acordo com fatores como espécie e raga do
animal, sistema de alimentagdo, estagio de lactagdo, frequéncia da ordenha, sistema de ordenha
e sanidade (LINDMARK-MANSSON et al., 2003; KALAC e SAMKOVA, 2010). Por ser um
alimento rico em nutrientes, ¢ suscetivel a microrganismos deterioradores e patogénicos, os
quais provocam sua degradagdo desde o momento de sua obteng#o. Por conseguinte, a obtengdo
do leite e de derivados lacteos de alta qualidade microbiolégica depende das boas praticas de
fabricagdo implementadas em todas as etapas da cadeia produtiva (MENEZES et al., 2014). A
contaminagdo microbiana do leite, especificamente por microrganismos formadores de esporos,
pode ter origem no local de ordenha, ji que os esporos podem ser encontrados em diferentes
ambientes, incluindo solo, dgua, sedimentos, silagem, materiais de cama ou fezes de animais
infectados (LINDSTROM et al., 2010; VACHEYROU et al., 2011; DRIEHUIS, 2013).

A fonte primaria de esporos no ambiente da fazenda é o solo, ¢ estes podem ser
transferidos para o leite por diferentes vias que podem ser diretas e, ou indiretas. Uma via direta
de contaminagdo ¢ a partir do tibere contaminado de animais lactantes durante a ordenha. Entre
as vias indiretas podem estar: i) uso de plantas contaminadas com solo para a produgio de
silagem e alimentagio animal; ii) os esporos ingeridos na silagem sobrevivem a passagem pelo
trato gastrointestinal de animais leiteiros e séo eliminados nas fezes; iii) os esporos eliminados
nas fezes contaminam os materiais de cama onde os animais sdo alojados; iv) os esporos
presentes nos materiais de cama podem aderir-se ao tbere e as tetas dos animais ¢ contaminar
o leite durante o processo de ordenha (HEYNDRICKX, 2011; DRIEHUIS, 2013). Da mesma
forma, processos deficientes de higienizagio do tibere de animais em lactagiio expdem o leite &
contaminagdo por esporos, ja que estes ndio seriam completamente removidos da pele com a
implementagdo de qualquer rotina de limpeza das tetas (MAGNUSSON et al., 2006). Do
mesmo modo, a sanitizagio ineficiente dos equipamentos de ordenha representa outra via
possivel de contaminagéo, pois tem sido demonstrado que esses microrganismos sdo capazes

de formar biofilmes em superficies de ago inoxidavel (MICHEL et al., 2001; VERDIER-METZ
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et al; 2009; SIMOES et al., 2010; MALLET et al., 2012). Analogamente, o leite residual
remanescente no sistema de armazenamento e tubulagdio do equipamento de ordenha pode
favorecer a formagdo de biofilme, estrutura que protege as bactérias da temperatura ¢ do
processo de sanitizagdo, tornando-as mais resistentes aos agentes de limpeza e outras
substéncias antimicrobianas (PENG et al., 2001), além de permitir sua posterior liberagdo no
leite (WIIMAN et al., 2007). A contaminagdo microbiana dos derivados lécteos pode ocorrer
durante as diferentes etapas do processamento e ocorre por meio de manipulagiio inadequada
da matéria-prima, processos deficientes de higienizagdo e, ou sanitizagdo das arcas de
processamento e, ou equipamentos e condigdes inapropriadas de armazenamento e, ou
transporte (QUIGLEY et al., 2013; VITHANAGE et al., 2016). Portanto, na industria de
lacticinios, como em outros tipos de industrias de alimentos, existem diferentes desafios para
manter a qualidade tanto da matéria prima como a manutengio da qualidade do produto final,
desde a produgdo até a aquisi¢do pelo consumidor, ji que as fontes de contaminagdo sdo
multiplas e o alimento pode ser contaminado com uma ampla gama de agentes biologicos

(microrganismos patogénicos e, ou deterioradores), fisicos e, ou quimicos.
1.3 Bactérias formadoras de esporos

As bactérias formadoras de esporos sdo Gram positivas, com baixo contetido de guanina
e citosina e pertencentes ao filo Firmicutes. Elas podem ser subdivididas em diferentes grupos
com base nas suas capacidades metabolicas (podem ou ndo utilizar oxigénio como um aceptor
final de elétrons na cadeia transportadora de elétrons, de acordo com a fonte de carbono e fonte
de energia que utilizam) e, ou por crescer em diferentes temperaturas (DOYLE et al., 2015). Os
esporos sdo células dormentes, e altamente resistentes e consistem de uma estratégia de
sobrevivéncia adotada pelas bactérias quando se encontram em um ambiente hostil ou
submetidas a condigdes ambientais adversas como a restrigio de nutrientes, alta pressio
osmotica, variagdes extremas de temperatura, desidratagiio, radiagfio ultravioleta e presenga de
agentes quimicos (NICHOLSON et al., 2000). Quando as condi¢des ambientais voltam a ser
favoraveis para restabelecer o crescimento, os esporos germinam, restaurando o crescimento
vegetativo, ainda que tenham transcorrido longos periodos de tempo, ja que podem manter um
estado metabdlico inativo mesmo durante séculos (RUSSEL, 1990). A capacidade de algumas
espécies bacterianas para formar esporos ¢ uma preocupagio para a industria de alimentos, ja

que estdo presentes em diferentes estigios ao longo da cadeia de produgdo de lacticinios
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(SPANU, 2016). A alta resisténcia térmica das bactérias formadoras de esporos representa uma
preocupagdo para a manutengdo da qualidade dos alimentos tanto como para a seguranga
alimentar (HANSON et al., 2005; SPANU, 2016), mesmo que o produto tenha sido submetido
a tratamentos térmicos como a pasteurizagdo e, ou termizagdo. Este dltimo por ser um
tratamento térmico moderado (65 °C / 15 s) pode provocar contaminagiio uma vez que pode
ativar a germinagdo dos esporos. Devido a isso, as bactérias formadoras de esporas terméfilas
e psicrotroficas sdo de particular interesse para a industria de alimentos, uma vez que (ém a
capacidade tanto de sobreviver & exposi¢io dos tratamentos térmicos (microrganismos
termoduricos), como também a capacidade de se multiplicar em temperaturas de refrigeragdo
(GLEESON etal., 2013; DOYLE et al., 2015). Estas posteriormente podem causar intoxicagdes
pela produ¢io de toxinas ou limitar a vida util tanto do leite pasteurizado como de diversos
produtos lécteos pela produgdo de enzimas lipoliticas ¢ proteoliticas. Esses tipos de
microrganismos tém sido considerados um problema particular para a industria de laticinios,
sendo diferentes espécies pertencentes ao género aerobio de Bacillus e do género anaerébio
Clostridium os que se destacam com maior frequéncia no leite ¢ em diversos produtos lacteos
(DOYLE et al., 2015).

As bactérias aerébias formadoras de esporos que se encontram principalmente
relacionadas a produtos lacteos sdo pertencentes aos géneros Paenibacillus ¢ Bacillus. As
diferentes espécies de Paenibacillus spp. se caracterizam por ser um grupo de bacilos aerébicos
e sdo geralmente responsaveis pela deterioragdo de produtos lacteos, principalmente do leite
que ¢ armazenado por mais de 10 dias. Em estudos desenvolvidos sobre o estudo da microbiota
presente no leite apos refrigeracdo prolongada, este género compreende mais de 95 % da
populagdo bacteriana presente nas amostras analisadas (RANIERI et al., 2009, 2012). Em
relagdo as diferentes espécies do grupo Bacilos, B. cereus é¢ um dos mais importantes patégenos
esporulados veiculados por alimentos encontrados no leite e em outros produtos licteos. Varias
estirpes deste microrganismo séio capazes de produzir toxinas e causar dois tipos de intoxicagio
alimentar, emética ¢ diarréica. A toxina diarréica ¢ produzida como consequéncia da
germinagido e crescimento dos esporos no intestino delgado, enquanto a toxina emética ¢
produzida ou pré-formada pelas células vegetativas que crescem no leite durante seu pré-
tratamento térmico (KRAMER e GILBERT, 1989). Algumas espécies pertencentes ao género
Bacillus e outros géneros formadores de esporos sdo anaerobios facultativos, grupo no qual

encontram-se os contaminantes mais comumente isolados na industria de laticinios
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Amoxybacillus  flavithermus  (microrganismo term6filo) e  Bacillus  licheniformis
(microrganismo mesoéfilico) (BURGESS et al., 2010).

Outra espécie acrobia formadora de esporos de importancia para a industria de laticinios
¢ Geobacillus  stearothermophilus (anteriormente Bacillus  stearothermophilus) ¢ que
Jjuntamente com Bacillus spp. podem causar contaminagdo persistente a longo prazo nas
instalagdes de processamento de laticinios devido a sua capacidade de formar biofilmes em
superficies de ago inoxidavel nos equipamentos de processamento (BURGESS et al., 2010).

Por outro lado, os microrganismos anaerébios formadores de esporos de interesse no
setor lacteo sdo em sua maioria exclusivamente obrigatérios ou chamadas de bactérias
anaerdbias estritas ndo redutoras de sulfato, as quais fazem parte do género Clostridium. Dentro
do género Clostridium, um grupo de espécies, denominado Clostridium stricto sensu tem sido
responsdvel tanto por causar a deterioragdo em alimentos como doengas veiculadas por
alimentos associadas a industria de laticinios (WIEGEL et al., 2006). A deterioragido dos
produtos lacteos devido a Clostridium spp. é causada tipicamente por C. butyricum e C.
tyrobutyricum, microrganismos produtores de gases e, ou odores patridos. Esta produgéo de géds
durante o amadurecimento de queijos semi-duros ¢ considerada como um defeito no produto
final, mas o consumo deste tipo de produtos ndio tem sido relacionado com doengas humanas.

Espécies pertencentes ao género Clostridium sdo ubiquos como muitas outras bactérias
formadoras de esporos, estando presentes no solo, em associagdo com endofitos fixadores de
nitrogénio nos tecidos de gramineas (MINAMISAWA et al., 2004), no trato gastrointestinal de
mamiferos (BRYNESTAD e GRANUM, 2002) e em muitos outros ambientes e devido a sua
ampla distribui¢do, juntamente com o seu potencial de deterioragdo ¢ patogenicidade, fazem
que seja o foco principal de diferentes pesquisas, por sua importincia para a indastria de

alimentos (DOYLE et al., 2015).

1.4 Bacillus cereus em produtos licteos

Uma das bactérias aerébias facultativas com maior incidéncia na industria de produtos
lacteos é B. cereus, um microrganismo moével em forma de bastonete, gram-positiva,
amplamente distribuida no ambiente e bem adaptada para viver no trato intestinal de mamiferos.
B. cereus e outras espécies pertencentes a este género podem causar graves perdas econdmicas
na industria de alimentos, pois podem sintetizar proteases, lipases e fosfolipases

termorresistentes que causam alteragdes nas propriedades fisico-quimicas do alimento,
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produzindo off-flavors, coagulagdo doce e mudangas em sua viscosidade (CHEN et al., 2003;
HEYNDRICKX, 2011). Da.mesma forma, algumas cepas de B. cereus podem variar
amplamente em relagdo a temperatura 6tima de crescimento e sobrevivéncia. Existem cepas
que podem se multiplicar em ambientes a 8 °C ou até temperaturas de 55 °C, sendo sua
temperatura o0tima de crescimento em torno de 37 °C (KRAMER e GILBERT, 1989;
WIINANDS et al., 2006). Este microrganismo ¢ frequentemente isolado de leite cru, leite
pasteurizado e, ou vérios produtos lacteos processados. Estudos realizados em diferentes paises,
como por Singh et al. (2015), evidenciaram a variagdo da prevaléncia de B. cereus no leite cru
(9 a 30 %), leite pasteurizado (2 a 71,4 %). Em diferentes tipos de queijo, essa prevaléncia foi
de 14, 52,9 e 17 % em queijo cheddar, paneer e pasta filata, respectivamente. Em creme, a
prevaléncia observada esteve entre 29,41 ¢ 48 % das amostras, enquanto a manteiga foi
responsavel por 65,1 %. Outros estudos realizados em sorvetes, demonstraram que B. cereus
estava presente em 35 a 52 % (WONG et al., 1998; MESSELHAUSSER et al., 2010), em leite
em po, produtos licteos desidratados entre 29 a 54 % e, em iogurte e outros produtos lacteos
fermentados de 2 a 17 % (WONG et al., 1998).

Apesar de ser uma bactéria frequentemente encontrada em alimentos, os surtos
ocasionados por B. cereus representam apenas uma pequena porcentagem do total de surtos de
doengas relacionadas com o consumo de alimentos contaminados (EFSA-ECDC, 2015). Surtos
por B. cereus relacionados com produtos lacteos tém sido vinculados com o consumo de milk
shakes, como o ocorrido em Ontario (1988), e com o consumo de leite, ocorrido em Quebec
(1989). Em ambos os casos, a causa da doenga foi o consumo do produto apos este ter sido
deixado a temperatura ambiente. Messelhiiusser et al. (2014) relataram um surto causado por
B. cereus produtor de toxina emética que ocorreu em Baviera (Alemanha) em 2007, associado
ao consumo de um queijo duro. Da mesma forma, o leite pasteurizado foi responsavel pela
veiculagiio da toxina emética e pela intoxicagdo de 280 pessoas na Holanda (VAN NETTEN et
al., 1990). Por outro lado, tem sido demonstrado que a capacidade de B. cereus em causar
doengas também esta relacionada com a cepa envolvida, sua concentragdo, microbiota

competitiva e como o alimento é manipulado ou tratado antes de sua ingestéo.
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1.5 Importincia do controle de bactérias formadoras de esporos

Devido & presenga ubiqua das bactérias formadoras de esporos no ambiente, ¢ quase
impossivel evitar a contaminagdo dos produtos lécteos por elas. Virios fatores contribuem para
tornar o controle deste contaminante uma tarefa dificil na industria de laticinios, ja que este tipo
de bactéria pode sobreviver a altas temperaturas de processamento (TE GIFFEL et al., 2002).
Além disso, em circunstancias favoraveis, os esporos podem germinar ¢ produzir diversas
substdncias e enzimas deteriorantes, que modificam as caracteristicas fisico-quimicas tanto da
matéria-prima como dos produtos finais (MC CLURE, 2006). A inativagio destas bactérias
formadoras de esporos ¢ uma tarefa desafiadora devido a sua taxa de crescimento, tempo de
geragdo, capacidade de formar biofilmes e sobrevivéncia de esporos sob condi¢des extremas,
como a altas temperaturas de processamento (BURGESS et al., 2009).

Os métodos tradicionalmente empregados para o controle dos microrganismos, sdo
capazes de destruir células vegetativas e parte dos esporos presentes (DOLATOWSKI et al.,
2007). Entretanto, tais métodos néo destroem totalmente os esporos presentes e, ou formados
quando estes tratamentos sdo aplicados. Os esporos que posteriormente podem germinar e
causar a deterioragiio dos produtos finais ou sintetizar toxinas (BROWN, 2000; EVELYN e
SILVA, 2018). Portanto, para minimizar perdas e melhorar a qualidade de diversos tipos de
alimentos, tem-se observado um crescente interesse no uso de métodos alternativos para
inativar os esporos e células vegetativas de espécies do género Bacillus (FAN et al., 2018).
Tecnologias ndo-térmicas, como ultrassom, campo elétrico pulsado, irradiagio, alta pressio
hidrostatica, campo magnético pulsado e plasma, tém sido propostas como métodos de pré-

tratamentos de alimentos.

1.6 Biofilmes na inddstria de produtos licteos

As bactérias podem encontrar-se na natureza de duas formas: a planctonica na forma
livre, ou séssil, na forma de biofilme (FASTENBERG et al., 2016). Por muitos anos, a maioria
dos estudos foram realizados em células planctonicas, pois se acreditava que esta era sua
principal forma de crescimento. Ideia que foi refutada ao se demonstrar que cerca de 95 % a 99
% das células coexistem na forma de biofilmes (NIKOLAEV e PLAKUNOV: 2007;
FASTENBERG et al., 2016).
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Os biofilmes bacterianos permitem a sobrevivéncia do microrganismo, uma vez que, as
interagdes célula a célula sdo inevitaveis e facilitam o estabelecimento de populagdes ou
comunidades densas, que podem ser formados por uma ou mais espécies bacterianas. Desse
modo, estas bactérias ao estarem irreversivelmente ligadas a uma superficie, estabelecem
comunidades complexas com comportamento coordenado e coletivo, imersas em uma matriz
de substincias poliméricas extracelulares de diferente composigdo, dependendo da espécie
colonizadora ¢ do tipo de ambiente de produgdo do alimento (GIAOURIS et al., 2015;
MEESILP e MESIL, 2019). i

Esta matriz extracelular é composta principalmente por polissacarideos, principal
componente responsédvel pela sua resisténcia a agentes quimicos e fisicos (O'TOOLE, 2003;
COUGHLAN et al., 2016; KHAN et al.,, 2016; DULA et al., 2021). Essa matriz possui
caracteristicas fisico-quimicas que confere coesdo a sua estrutura e capacidade de retengio de
nutrientes. Além disso, hé presenga de enzimas extracelulares que permitem a transferéncia de
moléculas sinalizadoras de comunicagéo celular (FLEMMING et al., 2016; ZHAO et al., 2017).

Os biofilmes, podem se formar em ambientes da indistria de laticinios, pois além de,
proporcionar condigdes ideais para o crescimento bacteriano, também, possibilitam o
desenvolvimento das primeiras etapas para a ocorréncia da adesdo celular (acondicionamento
da superficie do material e a ligagio reversivel das células a essa superficie), que posteriormente
permitirdo a ocorréncia das ligagdes irreversiveis e, o inicio da formag¢fio de micro-colonias,
que serdo parte da estrutura tridimensional e que finalmente, permitira a dispersio celular
(COUGHLAN et al., 2016; GALIE et al., 2018).

Por outro lado, a formagéo de biofilmes multiespécies além de ser altamente dindmica,
depende das caracteristicas intrinsecas dos microrganismos, com as genéticas, fisiologicas,
estruturais, composi¢do molecular, fase de crescimento, idade, presenga de flagelos, pili,
capsula e capacidade de comunicagio celular (quorum sensing) (FLEMMING et., 2016). Assim
como as caracteristicas ou condigdes extrinsecas, como lipo e as caracteristicas da superficie de
fixagdo (TANG et al, 2011), componentes da matriz alimentar, pH, disponibilidade de
nutrientes e proteinas, temperatura, dinimica de fluidos, entre outros fatores (ALLEN et al.,
2018; CAMPOCCIA et al., 2013; FLEMMING et., 2016).

Do mesmo modo, quando estd formado por multiplas espécies tem diversas vantagens
ecoldgicas no ambiente da industria de alimentos, pois além de, facilitar sua multiplicagiio,
permanéncia e sobrevivéncia, também lhes confere maior resisténcia a diversas condigdes

extrinsecas, como resisténcia fisica (a altas temperaturas e, ou dessecagdo), resisténcia
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mecénica (a correntes liquidas em tubulagdes e, ou dutos), protegdo quimica (a compostos
organicos, antimicrobianos, quimicos, sanitizantes, entre outros, utilizados no processamento
de alimentos (COUGHLAN et al., 2016; FLEMMING et al., 2016; GIAOURIS et al., 2015;
YUAN et al., 2020).

Por outro lado, a formagdo de biofilmes multiespécies além de ser altamente dinidmica,
depende das caracteristicas intrinsecas dos microrganismos, como siio as genéticas, fisiologicas,
estruturais, composigdo molecular, fase de crescimento, idade, presenga de flagelos, pili,
capsula e capacidade de comunicagido (quorum sensing) (FLEMMING et., 2016). Como das
caracteristicas ou condigdes extrinsecas, como tipo e caracteristicas da superficie de fixagio
(TANG et al., 2011), componentes da matriz alimentar, pH, disponibilidade de nutrientes e
proteinas, temperatura, entre outros fatores (CAMPOCCIA et al., 2013; FLEMMING et., 2016;
ALLEN et al., 2018).

Consequentemente, siio responsdveis por ocasionar problemas na industria de produtos
ldcteos como, redugdo da eficicia de transferéncia de calor em trocadores de calor, diminuigio
do fluxo em tubulagdes e corrosdo em superficies metilicas (CHERIF-ANTAR et al., 2016).
Ocasionando assim, perdas econdmicas, comprometimento da seguranga alimentar ¢ aumento

do risco de problemas de satde publica (ABDALLAH et al., 2014).

1.7 Microbiologia Preditiva

A microbiologia preditiva é uma ferramenta que permite avaliar e prever os riscos na
industria de alimentos. Atualmente, ¢ amplamente utilizada na drea da qualidade ¢ seguranga
de alimentos. Por meio de seu uso, 0 monitoramento da qualidade tem se tornado mais simples
e rapido, possibilitando assim, avaliar ou determinar o risco microbioldgico durante as
diferentes etapas do processamento de alimentos, o desenvolvimento de novos produtos, a
determinagdo da vida de prateleira, determinar o crescimento ndio crescimento,
desenvolvimento de biofilmes, entre outros (MATAR et al, 2018; PAVLIDIS,
MALLOUCHOS e NYCHAS, 2021; DA SILVA et al., 2022; HUANG e HWANG, 2022).

Fundamenta-se no uso de expressdes matematicas que permitem descrever o
comportamento ou resposta dos microrganismos (multiplica¢do, inibi¢do ou morte celular)
quando sdo submetidos a fatores intrinsecos ¢ intrinsecos. Sendo assim, a microbiologia
preditiva esta relacionada a quantificagdo de respostas microbianas ao ambiente, como taxa
especifica de crescimento, taxa de morte ou a probabilidade de crescimento (SCHAFFNER e

LABUZA, 1997). Atualmente, ¢ um mecanismo para simular o crescimento microbiano, pois,
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pode descrever o crescimento microbiano durante trés fases, a lag, exponencial e estacionaria,
principalmente. Tudo isso, empregando diferentes modelos que geralmente se encontram
divididos em trés categorias: 1) modelos primarios, que sio usados para descrever o processo
de crescimento microbiano ao longo do tempo em um ambiente constante; 2) modelos
secundarios, que simulam os efeitos das condi¢des ambientais sobre os parametros cinéticos do
modelo primdrio; e 3) modelos tercidrios, que combinam modelos primérios e secunddrios para
descrever o processo de crescimento de diversos microrganismos em ambientes dinamicos
(YUE et al., 2011; HUANG, 2017).

Entre os modelos matematicos, destaca-se a modelagem probabilistica, ja que, permitem
elucidar a ocorréncia de determinada circunstincia por meio do célculo de probabilidade e ndo
a velocidade com a que isso pode acontecer. Particularmente, os modelos de regressio logistica,
sdo amplamente utilizados na avaliagdo de risco, pois permitem gerar informagdes sobre o
crescimento/ndo crescimento, determinar as condigdes 6timas e, ou limitantes de crescimento,
estimar o risco de adesdo ou formagio de biofilmes de determinado microrganismo quando
submetido a diversas condig¢des como sdo o pH e, temperatura e tempo de incubagio (DA

SILVA et al., 2022; GARCIA-CORTES et al., 2022; GONZALEZ et al., (2019).
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2. OBJETIVOS

- 2.1. Objetivo geral

* Estudar a ocorréncia, multiplicag¢do e formagdo de biofilmes multiespécies de bactérias

formadoras de esporos isoladas de sobremesas lécteas e queijo petit suisse.

2.2. Objetivos especificos

* Estudar a ocorréncia de bactérias formadoras de esporos psicrotroficas, meséfilas ¢

termofilas a partir de sobremesas ldcteas e queijo petit suisse;

e Determinar a produgdo de enzimas proteoliticas pelos isolados de maior ocorréncia nas

sobremesas e queijo petit suisse;

¢ Avaliar a capacidade de multiplicagdo dos isolados com maior capacidade de sintese de

enzimas proteoliticas;

¢ Identificagdo genética de isolados com caracteristicas mesofilicas;

¢ Avaliar a capacidade da formagdo de biofilmes multiespécies por trés co-culturas de

bactérias formadoras de esporos em cupons de ago inoxidavel;

* Desenvolver modelos preditivos de regressdo logistica que permitam avaliar a formagio

de biofilmes multiespécies.
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Abstract

Dairy desserts are commercially sold refrigerated products that are widely consumed due to
their nutritional characteristics, practicality, and sensory appeal. Their deterioration is related
to changes in texture, odor, and the production of off-/lavors caused by spore-forming bacteria

and other contaminating bacteria that produce heat-stable spoilage enzymes. This study aimed
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to determine the presence ’ofspore-forming bacteria in three types of dairy desserts, which were
subjected to thermal shock to induce the germination of bacterial spores. The ability of
vegetative cells to grow under different conditions, as well as the synthesis of proteolytic
enzymes and their multiplication rates, were evaluated. The results indicated a higher
occurrence of mesophilic aerobic bacteria with higher proteolytic and lipolytic activity, and a
higher growth rate. Twelve isolates showed statistically significant differences (P<0.05),
exhibiting superior capacity for synthesis of enzymes and growth rate. These isolates were
genetically identified as B. subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. tequilensis and B, parabrevis.
These results reinforce the necessity for control measures against spore-forming aerobic
mesophilic or thermoduric bacteria to ensure quality. Therefore, production losses, reduced
shelf life, damage to brand reputation, and sales losses continue to be challenge for the Brazilian

dairy industry.

Key words: Spoilage bacteria, Thermoduric bacteria, Proteolytic activity, Lipolytic activity,

Thermostable enzymes, Dairy derivatives.
1. Introduction

Dairy desserts comprise a broad group of products that, according to the Codex
Alimentarius, consist of ingredients of a dairy nature, natural sources of calcium, potassium,
vitamin A, and manganese, as well as non-dairy ingredients such as sucrose, fruits, fruit pulp,
jellies, cocoa powder, vanilla, gelling agents, thickeners, conservatives, among others. It is a
diverse set of ready-to-eat products, such as creamy and gelled desserts, creams and/or
puddings, carbonated desserts (mousses), cheesecakes, flans, among others, that are marketed
refrigerated, frozen, and canned [1, 2]. These products are widely known and consumed
worldwide due to their nutritional characteristics, practicality, and sensory appeal. Their sales
will reach values above US$ 10.5 billion [2]. According to the research report on the dairy
dessert market, an annual growth of 4.30% is estimated from 2022 to 2030, reaching US$ 1.7
billion by the end of 2030 [3]. The deterioration of these products is related to changes in
texture, flavor, and odor caused by the development of spore-forming bacteria. These
microorganisms are widely distributed in nature, in different types of food, and in processing

environments. However, other non-sporulating bacteria (thermoduric) can also cause the
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deterioration of the ingrédienls or even the processed product by producing heat-resistant
proteolytic and lipolytic enzymes that affect the quality of the final product [4, 5].

The genera Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus, Anoxybacillus, and Paenibacillus are
the main spore-forming microorganisms present in dairy products. They can survive adverse
environments for long periods of time because they are resistant to thermal or non-thermal
treatments, chemical products, and refrigeration conditions [4, 6]. When spores germinate under
favorable conditions or after receiving some extrinsic stimulus, they produce vegetative cells
capable of multiplying and synthesizing thermostable proteolytic and lipolytic enzymes [4, 6].
Additionally, they are able to form biofilms, populations, or cellular communities that give
them greater resistance to different environmental, physical, and chemical factors [7].

While the presence of spore-forming bacteria that are resistant to thermal processing in
milk and dairy products is well-documented in the literature, their occurrence in dairy desserts
is not yet well understood, as demonstrated by the studies of André et al. [4], Ortuzar et al. [6]
and Techer et al. [8]. It is important to emphasize that the presence of spore-forming or
thermoduric bacteria in dairy dessert or other types of dairy products can pose a risk to human
health for different reasons. Several pathogenic bacteria, such as B. cereus, have been
implicated in illnesses related to dairy products. Although there have been relatively few
outbreaks linked to dairy desserts worldwide, the risk of contamination should not be
underestimated [9]. According to a 2019 study conducted by the Brazilian Health Regulatory
Agency [10], two out of every five samples of dairy desserts analyzed did not meet the
established microbiological standards. Therefore, the objective of this study was to assess the
occurrence of spore-forming bacteria in three different types of Brazilian dairy desserts, as well

as to determine their potential for causing spoilage.
2. Methods
2.1 Selection of dairy desserts

Three types of industrialized dairy desserts produced in four Brazilian factories located
in three different states were selected. The samples were obtained in supermarkets in the city
of Vigosa, Minas Gerais (MG), stored under refrigeration between 8 to 12°C, all in valid
condition for consumption, properly packaged, and in hygienic environments. 70 dairy desserts

were obtained: Chocolate Flavored Dairy Dessert-DD1 (n=30), manufactured in the state of
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Parand (PR) and in the state of Sdo Paulo (SP). Petit Suisse Cheese Dessert with Fruit
Preparation-DD2 (n=30), in the state of MG and Dairy Flan Dessert with Caramel Flavor Syrup-
DD3 (n=10), in the state of PR.

All samples were transported in styrofoam boxes and kept refrigerated (4°C) until
analysis. Information about the lot, production date, expiration date, and manufacturing location
were recorded. The pH and water activity of the samples were measured using a digital
potentiometer (DM-20, Digimed) and a water activity meter (AquaLab-4TE, Decagon-

Devices), respectively.
2.2 Detection of spore-forming bacteria in dairy desserts

The isolation of spore-forming bacteria was carried out using the methodology

described by Postollec et al. [7], with some modifications.

2.2.1 Enrichment of samples

Twenty-five g of each sample were transferred to sterilized plastic bags and
homogenized with 100 mL of Reinforced Clostridial Broth (RCB) (KASVI, Spain) in a
stomacher (MA440-Marconi, Brazil) for 2 min. Then, 20 mL aliquots of the homogenate were
transferred to six Falcon tubes. To inhibit the growth of lactic acid bacteria and induce the
germination of bacterial spores, four tubes were subjected to thermal shock at 80°C for 30 min
in a water bath (Fisatom Mod 550, Brazil). After that, they were cooled in an ice bath and
incubated for 20 h at different temperatures and conditions: the first tube was incubated at 7°C
under aerobic conditions to stimulate the growth of aerobic psychrotrophic microorganisms;
the second tube was incubated at 7°C under anaerobic conditions to stimulate the growth of
anaerobic psychrotrophic microorganisms; the third tube was incubated at 30°C under acrobic
conditions to stimulate the growth and germination of aerobic mesophilic bacteria and the
fourth tube was incubated at 37°C under anaerobic conditions to stimulate the growth of
facultative anaerobic mesophiles.

Similarly, the two remaining tubes were subjected to thermal shock at 96°C for 20 min,
then cooled in an ice bath. The first tube was incubated at 55°C for 20 h under acrobic conditions
to stimulate the growth of thermophilic aerobes. The second tube was incubated at 55°C under

anaerobic conditions to stimulate the growth of facultative anaerobic thermophiles.
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2.2.2 Isolation

The isolation process was carried out following the methodology of Murano and
Hudnall [11]. 100 pL aliquots of the different samples were spread-plated in diverse culture
media. For aerobic and anaerobic psychrotrophic microorganisms, Tryptic Soy Agar-TSA
(KASVI, Spain) was used. Firstly, the plates were incubated at 17°C under aerobic or anaerobic
conditions for 16 h, and then at 7°C for 10 days. For acrobic mesophiles, Tryptone Glucose
Extract-TGE (KASVI, Spain) and Tryptone Dextrose Agar-DTA (KASVI, Spain) were used,
and the plates were incubated at 35°C for 48 to 72 h. For anaerobic mesophilic microorganisms,
a 1 mL aliquot was transferred to tubes containing PE-2 medium and incubated at 35°C under
anacrobic conditions for 48 to 72 h. Subsequently, 100 L was transferred to plates containing
Reinforced Clostridial Agar-RCA (KASVI, Spain) and incubated under anacrobic conditions
at 55°C for 48 to 72 h. For aerobic thermophilic microorganisms, DTA (KASVI, Spain) was
used, and the plates were incubated at 55°C for 48 to 72 h. In regards to thermophilic anaerobic
microorganisms, 1 mL was transferred to tubes containing PE-2 medium and incubated at 51°C
for 48 to 72 h. Afterwards, 100 pL. was transferred to RCA agar and incubated under anaerobic

conditions at 55°C for 48 to 72 h.

2.2.3 Selection of isolates

Colonies displaying distinct morphological characteristics were randomly selected from
each plate and were streaked in standard Plate Count Agar-PCA (KASVI, Spain). The
psychrotrophic microorganisms were incubated acrobically or anaerobically at 7°C for 10 days,
mesophilic microorganisms were incubated aerobically or anaerobically at 37°C for 48 to 72 h,
and thermophilic microorganisms were incubated aerobically or anaerobically at 55°C for 48

to 72 h. Finally, was obtained bacterial stock of the isolates and cryopreserved at -20°C.

2.3 Evaluation of proteolytic activity

The activity was estimated followed the methodology of Von Neubeck et al. [12] with
some modifications. The cellular concentration was standardized by measuring the optical
density (OD) at a wavelength of 600 nm, to 0.1 OD600=0.1 (4x10% CFU.mL™), using a
spectrophotometer (Kasuaki, 1L-227). The plates were divided into four quadrants of 4.5x4.5

41



cm. Then, 30 pL were placed in the skimmed milk agar. The plates were incubated at 37°C for
up to 72 h. The enzymatic activity was checked every 12 h, and at the end of the incubation
period, the plates were examined for enzymatic activity, indicated by a clearing zone due to
hydrolysis of the substrate. The size of the halos was measured and the proteolysis was
categorized as high; medium-high; medium and low. A culture of B cereus
ATTCI14579/CCT0198 was used as a positive control, and a culture of L. monocytogenes

serovar 1/2b (UFV_2) isolated from melon by Souza [13], was used as a negative control.
2.4. Determination of the multiplication rate

The growth kinetics were evaluated in the group with the highest occurrence that
showed proteolytic activity (high or medium-high). To accomplish this, the DMFit software
(www.ifr.ac.uk/safety/DMfit) was utilized. Each culture was standardized by measuring the
optical density OD600=0.1 and transferred to glass tubes with screw caps and incubated at
35°C. The growth of microorganisms was assessed by measuring the OD600 every hour for a
total of 12 h, and then again at the 24 h. The OD data were fitted to the microbial growth model
of Baranyi and Roberts [14] using the DMFit 3.5 program, and the growth rate (p) was
calculated. Statistical analysis was performed and Tukey's mean comparison test was
performed. A difference was considered significant (P<0.05). The STATISTICA 7.0 software

was used for statistical analysis.
2.5 Evaluation of lipolytic and catalase activity

These enzymatic activities and their morphological characterization by Gram stain were
evaluated using the methodology described by Murano and Hudnall [11]. The isolates with
superior proteolytic activity and p were selected based on the Tukey mean analysis. Aliquots
of 30 pL at OD600=0.1 were placed in wells made in Spirit Blue culture medium (Merck-
KGaA), and the plates were incubated at 37°C for up to 120 h. Enzyme activity was monitored
every 12 h by observing the presence or absence of halo formation and categorized as positive

or negative.
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2.6 Genetic identification of isolates

Genetic identification was performed on isolates that showed higher growth rates and
higher proteolytic capacity. Genomic DNA was extracted using the thermal extraction protocol
developed by Dashti et al. [15], with modifications. The extracted DNA samples were amplified
using primers 27F and 1492R (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.) and a Verity 96-well
thermocycler (AB-Applied Biosystems). The PCR products were confirmed via electrophoresis
on a 2% agarose gel stained with ethidium bromide. Finally, the partial sequences amplified
were purified and sequenced. Genetic identification was based on the partial sequences of the
16S rRNA gene, which were obtained by the Sanger sequencing method and compared with
reference bacterial sequences in GenBank databases found at the National Center for

Biotechnology Information-NCBI, using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

program.
3. Results and discussion
3.1 The pH and Aw of the samples

The average pH values of samples DD1, DD2, and DD3 were 6.89, 4.41, and 6.33,
respectively. The lowest value was observed in DD2, which is a characteristic of this fermented
product, while the others are not. Likewise, the variations in pH values among all dessert
samples can be attributed to the different ingredients that are used in each type of dessert, such
as cocoa powder, pulp, fruit extract, syrups, caramel, and others, as well as their production
stages [16]. Values that, according to the literature, promote the proliferation of various
bacterial groups were observed in this research. Other studies have also reported pH values
ranging from 5.0 to 6.5, and even as low as 4.8, which allowed for bacterial survival and growth
[17]. Similarly, in a study conducted by Nikaedo et al. [1], different formulations of chocolate
milk desserts were analyzed, revealing pH variations ranging from 5.7 to 7.1. These variations
in pH highlight the influence of the dairy dessert's composition on its acidity.

The average Aw values for all the dairy desserts analyzed showed a range of variation
between 0.9761 and 0.9838. These physicochemical characteristics suggest that spore-forming
bacteria and other microorganisms can survive and multiply [16]. Although the manufacturing

process of these products involves thermal treatment and refrigeration of the finished product,
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the ample availability of nutrients, particularly carbohydrates, in conjunction with its neutral
pH and high-water content, renders this product particularly favorable for microbial growth [18,

8].

3.2 Evaluation of the occurrence of spore-forming bacteria in dairy desserts

After subjecting the 70 samples to heat shock and enrichment, 79.5% were positive for
occurrence of spore-forming bacteria (334). Specifically, 127 (38%) corresponded to DD1, 152
(46%) to DD2, and 53 (16%) to DD3 (Table 1). Furthermore, 57 (81%) tested positive for
aerobic psychrotrophs (AEP), 55 (78%) for anaerobic psychrotrophs (ANP), 60 (86%) for
aerobic mesophiles (AEM), 66 (94%) for anacrobic mesophiles (ANM), 37 (53%) for acrobic
thermophiles (AET), and 59 (84%) for anaerobic thermophiles (ANT).

Table 1. Samples that presented microbial growth under different incubation conditions

following heat shock and enrichment stage.

Number Samples ALEP ANP AEM ANM AET ANT Total

1 i + + - = %
2 + + 4 & + +
3 - = s = +
4 - i + + +
5 + - = + - -
6 = 2 - + +
7 - + + + B
8 + + + + =
9 + s 3= =+ +
10 v + + + +
i1 - 3 + - - =
12 + = ¥ S =
13 - - + - - T
14 + + + + + =
15 + + + + - -

16 oot + * + * + = 127
17 + + + + - +
18 + + + + - +
19 + + : + 5 +
20 + + + + s ¥
21 + + + + = +
22 + + 0 + +
23 4 + + 4 o
24 + + 4 + +
25 + + + B +
26 + + + S +
27 + o & * - +
28 + + + + - +
29 + + + + g
30 + 4 + + B +

Total 23 24 28 26 7 19

31 h = g + - F
32 + 11 - + " +

33 DDn2 - - - + + + 151
34 + - + + 13 +
35 b = + + + +
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Total

Total positive samples 57 55 60 66 37 59 334

AEP Aerobic psychrotrophs. ANP Anaerobic psychrotrophs. AEM Aerobic _m—esophi les. ANM
Anaerobic mesophiles. AET Aerobic thermophiles. ANT Anaerobic thermophiles.

DD1 Dairy Dessert with Chocolate Flavor. DD2 Petit Suisse Cheese Dessert with Fruit
Preparation. DD3 Flan Dairy Dessert with Caramel Flavor Syrup. (+) Positive bacterial growth.

(-) Negative bacterial growth. Source: Authors.

After the process of isolation and purification, a total of 1079 isolates were obtained
(Table 2). Among these isolates, 403 (37.3%) were derived from DD1, 490 (45.4%) from DD2,
and 186 (17.2%) from DD3. DD2 yielded the highest number of isolates, while DD3 had the
lowest count. These findings suggest a predominant occurrence of mesophilic bacteria in the

analyzed dairy dessert samples.
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Table 2. Isolates obtained from different types of dairy desserts evaluated according to their

growth conditions.

Sample Isolations Growth Conditions
DD1 403 Psychrotrophs 294 Aerihie 606 :E::’l _-122
DD2 490 Mesophiles 518 :::J;I: ]5;60
DD3 186 Thermophiles 267 e i:z? : ;:[2
Total 1079 Total 1079 Total 1079 Total 1079

DD1 Dairy Dessert with Chocolate Flavor. DD2 Petit Suisse Cheese Dessert with Fruit
Preparation. DD3 Flan Dairy Dessert with Caramel Flavor Syrup. AEP Aerobic psychrotrophs.
ANP Anaerobic psychrotrophs. AEM Aerobic mesophiles. ANM Anaerobic mesophiles. AET

Aerobic thermophiles. ANT Anaerobic thermophiles. Souree: Authors.

Taking into account the growth temperature, it can be observed that mesophilic
microorganisms accounted for 48% of all isolates, while psychrotrophic and thermophilic
microorganisms represented 27% and 25%, respectively. With regards to oxygen conditions,
aerobic microorganisms were more predominant than anaerobic ones, representing 56% and
44%, respectively. According to the growth conditions in general, 164 (15%) isolates were
identified as AEP, 130 (12%) as ANP, 346 (32%) as AEM, 172 (16%) as ANM, 96 (9%) as
AET, 171 (16%) as ANT, and seven isolates were discarded due to contamination. Therefore,
the group of aerobic mesophiles was of the higher occurrence (Table 2).

The study shows that, although all microbial groups were present in the samples,
mesophilic acrobic spore-forming microorganisms had a higher occurrence compared to other
groups. This result ﬁighlights the importance of temperature control not only during processing
but also during storage, marketing, and consumption. Similar findings were reported in the
analysis of dairy desserts performed by Liicking et al. [19] and Moschonas et al. [18].

In this regard, the different types of milk used in the production of dairy desserts are an
important source of deteriorating microorganisms that can directly affect the bacterial
composition of the final products [20]. Therefore, it has been shown that this type of raw
material is considered the main vector of spores, because their germination can occur due to the

increase in water activity in the final product when milk is used [5, 6, 21].
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Non-dairy ingredients such as cocoa, sugar, and starch also contribute to the microbiota
composition of dairy desserts. Cocoa powder can provide Enterobacter, Micrococcus,
Flavobacterium, yeasts, and molds, while sugar can introduce Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacteriaceae, Lactobacillus, Erwinia, Leuconostoc, Flavobacterium, X. anthomonas, and
Corynebacterium [22]. Furthermore, the presence of these microorganisms in processing
environments reinforces the need for effective measures for cleaning and sanitizing the surfaces

of equipment and utensils used in the manufacture of these products [6].
3.3 Proteolytic activity

Among the 1072 evaluated isolates, 725 (68%) showed proteolytic activity categorized
as high, medium-high, medium, or low (108 AEP, 97 ANP, 243 AEM, 123 ANM, 65 AET, and
89 ANT). Additionally, 218 isolates (20%) did not show enzymatic activity, and in 129 isolates
(12%), it was not possible to quantify it (Table 3).

Table 3. Characterization of the proteolytic activity of isolates from the three types of dairy

desserts according to their growth conditions.

m‘z‘;ﬂ:gfic AEP ANP  AEM ANM  AET ANT  Total
High 26 19 94 46 A s 252
Medium-high 44 38 96 46 27 39 : —290—
Medium 27 25 37 25 5 8 127
Low 11 15 16 6 4 4 Sé_‘
No activity 43 22 52 43 11 47 ;18 |
o = : / 1 - L : ______________ 35_ "
NGP 13 8 27 13 13 20 94 :
Total Avaluated 164 130 338 180 100 160 1072

AEP Acrobic psychrotrophs. ANP Anaerobic psyéhrotrophs. AEM Aerobic mesophiles. ANM
Anaerobic mesophiles. AET Aerobic thermophiles. ANT Anaerobic thermophiles. NGA Did

not grow on activation. NGP Did not grow on the culture plate. Source: Authors.

In Table 3, it is observed that the highest number of microorganisms exhibiting
enzymatic activity were aerobic mesophiles. Specifically, 94 isolates showed high proteolytic

activity, 96 showed medium-high, 37 showed medium, and 16 showed low. Therefore, a total
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of 190 isolates (55%) exhibited high and medium-high proteolytic capacity. This proteolytic
activity is linked to the deterioration process of these products, attributed to the extracellular
enzyme activity of spore-forming bacteria that are capable of surviving thermal processes [5].
Similar findings were reported by Moschonas et al. [18] who investigated the potential for
deterioration caused by bacteria that survived pasteurization in 268 cream pudding samples
during different storage periods, and in various types of milk and dairy products [23, 21].

Bacteria belonging to the genera Bacillus, Geobacillus, Anoxbacillus, Brevibacillus, and
Paenibacillus are part of a group of thermoduric bacteria, as demonstrated by Lucking et al.
[19], who evaluated the deteriorating microbiota of milk and its processing environment. The
authors identified 43 species, of which 75% were isolated from the products and 25% from the
processing line. They concluded that most of these species belonged to the Bacillus group,
producing proteolytic enzymes. Similar results were presented by André et al. [4], (2017), who
demonstrated that species of the genera Bacillus, Geobacillus, and Paenibacillus were more
frequently found in different dairy products, and their distribution depended on the type of milk
used. Powdered milk, for example, was considered the main vehicle of spores, which when
germinating and multiplying during the manufacture of the product, are responsible for the
deterioration caused by the proteases they produce, as was corroborated for Moschonas et al.
[18].

It is evident from Table 3 that acrobic mesophiles have the highest occurrence among
the bacterial groups analyzed in the dairy desserts. Therefore, studying their growth kinetics
was crucial to identify the isolate(s) with the highest growth rate(s) and determine which strains

have the potential to cause spoilage in these products.
3.4 Growth kinetics and genetic identification

In this study, the growth kinetics of 190 aerobic mesophilic isolates was evaluated,
focusing on those with high and medium-high proteolytic activity. The enzymatic activity
serves as an important indicator of the isolates' potential to contribute to product deterioration
in case of spore germination or the persistence and multiplication of thermoduric bacteria
capable of producing these enzymes. By assessing multiplication bacterial under optimal
growth conditions, it becomes possible to predict the behavior of microorganisms in dairy
desserts. This information is crucial for assessing the potential risk of spoilage associated with

specific isolates and their enzymatic capabilities.
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Of total the isolation evaluated, 141 (74%) presented higher absorbance, 52 (37%) were
obtained from DD1, 54 (38%) from DD2, and 35 (25%) from DD3. The u varied between 0.006
and 0.209. For isolates from each type of dessert, DD1 isolates showed 1 between 0.006 to
0.187, DD2 isolates had p between 0.009 to 0.209, and DD3 isolates varied between 0.022 and
0.173.

According to the analysis of variance, there was a significant difference (P<0.05) in the
growth rates of'isolates among the three types of dairy desserts. The Tukey's mean comparison
test was performed, and it showed that in DD1, three isolates had a si gnificantly greater growth
rate (1 from 0.141 to 0.187) than the other 46 isolates; in DD2, five isolates (u from 0.149 to
0.209) had a significantly greater growth rate than the other 45 isolates; and in DD3, four
isolates (p from 0.098 to 0.183) had a significantly greater growth rate than the other 30 isolates.
Thus, 12 isolates (Table 4) showed different growth rate and, consequently, a greater potential

for deterioration.

Table 4. General characterization and taxonomic affiliation of isolates from dairy desserts

obtained by comparative analysis of 16S rRNA gene sequences.

Sequence with %) (%)

Dessert n :
Isolated i oy PA LA C maximum :

— Or.tgm (ﬁ ) ok, i similarity* GC 5 ’

1 DD1/Parand 0.143 Medium-high Sl Bacillus 54 86
................. SSUOHAES S ST

2 DD1/Parand 0.187 Medium-high . <ol Bacillus 54 9]
cereus s

3 DD1/Sdo Paulo  0.151 Medium-high S Brevibacillus 54 9
= e S hargbrevis. - ST D TS0

4 DD2/Minas Gerais  0.157 High + + Bacillus | 53 92
- _ = thuringiensis e, S e

8 DD2/Minas Gerais 0.209 High + + Bacillus sp. 54 98

6 DD2/Minas Gerais ~ 0.188 High Sl Facillus 55 97
- e B ieins i ; _ sublifis d

7 DD2/Minas Gerais 0.188 High iy + Bacillus sp. 55 97

8 DD2/Minas Gerais 0,204 High & Bacillus s4 99

cereus

9 DD3/Parana 0.136 High + % Bacillus sp. 55 98

10 DD3/Parana 0.157 High i PO s6 98
tequilensis =

i1 DD3/Parand 0.173 High y o+ Backivs 55 99
- gy = FUDRIE Aot Saa, ] = A

12 DD3/Parané 0.098 High + 4+ Bacillus sp. 53 99

DD1 Dairy Dessert with Chocolate Flavor. DD2 Petit Suisse Cheese Dessert with Fruit
Preparation. DD3 Flan Dairy Dessert with Caramel Flavor Syrup. p Growth rate. PA

Proteolytic activity. LA Lipolytic activity. C Catalase. * Similarity to NCBI database
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sequences. (%) GC Percentage of guanine and cytosine. (%) S Percentage of similarity.

- Source: Authors.

The morphological characterization of the isolates showed that all of them were rod-
shaped Gram-positive. Likewise, 100% of the isolates were catalase-positive and showed
proteolytic activity. Medium-high proteolytic activity was observed in three isolates (25%)
belonging to DD1, and high proteolytic activity was observed in nine isolates (75%) belonging
to DD2 and DD3. Regarding lipolytic activity, 10 of the isolates (83.3%) showed positive
results, and only two (17%) were negative for this type of activity. Thus, 83% of the isolates
exhibited both enzymatic activities, which can cause unpleasant offflavors in various dairy
products [19, 25].

After genetic identification based on partial sequences of the 168 rRNA gene, it was
determined that these isolates belonged to families Bacillaceae (92%) and Paenibacillaceae
(8%). Likewise, 92% of the isolates showed similar values greater than 90% regarding the
sequences found in the NCBI database, and it was possible to perform a taxonomic
classification of the species in 67% of the samples. As shown in Table 4, microorganisms from
the two families were identified in dessert DD1, but with a reduced number of different species,
while dessert DD2 had a larger number of species identified, but belonging a one family.
Finally, in DD3, four different species belonging to one family too.

Itis interesting to the diversity of microbial species found in the analyzed products. 25%
of the species were identified as B. subtilis, 17% as B. cereus, 8.3% as B. thuringiensis, 8.3%
as B. tequilensis, 33.3% as Bacillus spp and 8.3% as B. parabrevis. These results demonstrate
that the identified isolates belong to genera capable of forming spores, such as Bacillus or
Brevibacillus. According to various studies, the bacterial diversity found in different types of
dairy desserts may be related to the use of diverse raw materials and the different steps involved
in their production process. Even though these types of food are thermally processed, they must
be transported, distributed, stored, and marketed under refrigeration to prevent the
microbiological growth and deterioration of the product [26, 18]. Furthermore, the
physicochemical characteristics, such as pH, Aw, and nutrient content, create a favorable
environment for the growth of various types of microorganisms in milk products [19], as shown
by Alonso et al. [23] and Pinto et al. [25] after evaluating various types of UHT from different

regions in Brazil.
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Regarding the microorganisms identified, B. cereus represented 17% of the DD1 and
DD2 isolates. Techer et al. [8] also identified this bacterium in pudding samples. B. cereus is
characterized by being mesophilic, but it can multiply at low temperatures and can be
considered a thermoduric psychrotrophic microorganism. It produces proteolytic and lipolytic
enzymes that can affect the quality of milk and its derivatives. Furthermore, some strains can
produce toxins that cause food poisoning, assessed the potential risk of consuming dairy
desserts for public health, as they found the enterotoxin complex HBL (hbIA, hbIC, and hbID)
in 20 of the isolates identified as B. cereus [27].

As previously described, most of the microorganisms identified in this research (33,3%)
were Bacillus spp. isolated from DD2 and DD3. This same microbial group was identified by
Liicking et al. [18], who characterized 467 spore-forming bacteria, 379 of which were isolated
from dairy processing environments, including raw materials, dehydrated ingredients and
processed dairy foods such as puddings, flavored milk, cheeses, creams, among others. Similar
results were reported in the analysis of different milk derivatives [28, 6, 20], and ingredients
such as cocoa, sugar, and starch used in the preparation of dairy desserts [19, 20)].

B. subtilis was another bacterium identified in 25% of the isolates, associated with the
deterioration of dairy desserts by causing milk casein coagulation, unpleasant flavors, and odors
through the synthesis of proteases and lipases, as was also evidenced in vanilla cream pudding
by Moschonas et al. [18]. Finally, the last isolated species belonging to the genus Bacillus was
B. tequilensis (8.3%), a microorganism capable of surviving and multiplying in a wide range of
temperatures (from 25 to 50 °C) and pHs (from 5.5 to 8.0). These characteristics, together with
the production of several enzymes, make this bacterium resistant to different environments and
adverse conditions. This bacterium isolated from milk has been characterized by its ability to
produce high concentrations of exopolysaccharides, which increase its resistance [29].

Regarding the genus Brevibacillus, the only isolated species was B. parabrevis (8.3%)
from DD1. Some studies have also identified this microorganism in dairy products, such as
chocolate and vanilla pudding, cocoa powder, powdered milk, skimmed milk powder, among
others [28, 18, 8]. Is important to emphasize the implementation of quality programs as a tool
to prevent product contamination by these microorganisms, especially through cross-
contamination during milking or from other raw materials used in the dairy desserts [6].

It is evident that the quality of dairy desserts initially involves the identification of
microorganisms associated with the raw materials and the processing environment [6].

Although these products undergo microbiological stability processes, spore-forming
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microorganisms can still survive and pose a potential risk of product spoilage. In this regard,
the findings of this study are significant, as they aid in the identification of the microorganisms
with the highest occurrence. This facilitates the implementation of control measures to mitigate
the risks associated with these microorganisms, as they should be recognized as potential
challenges for the dairy industry [19, 28, 20].

Several studies have shown that the mesophilic aerobic microorganisms (Bacillus spp.,
B. cereus, B. subtilis, and B. thuringiensis), have the potential to adhere to and form biofilms
on the surfaces and pipes of equipment used in the dairy industry. Through detachment of the
vegetative cells, these microorganisms can contaminate food with toxins that they synthesize
and/or form spores [25, 21]. These findings highlight the persistence of microbiological quality
issues in dairy products, which may be due to failures in obtaining and processing raw materials
or errors during production stages such as poor implementation of good manufacturing
practices, inadequate implementation of sanitization protocols, or use of inefficient protocols
[25, 6].

Additionally, failures in refrigeration during transport, commercialization, and/or
consumption can contribute to the breakage of the cold chain. This can result in the survival of
spores, or those introduced through post-processing contamination. Furthermore, in the absence
of antagonistic microbiota, these spores can germinate and multiply under abusive temperature
conditions [26, 18]. Therefore, it is crucial to better apply the risk analysis and critical control
points system, improve inspection by government agencies responsible for the sanitary
inspection of dairy products, and ensure compliance with the current rules and legislation in
order to protect the health of consumers and the economy of the sector.

However, it is important to highlight that the economic losses are only one part of the
impact of microbiological issues in dairy desserts. The consequences for public health,
including the possibility of outbreaks caused by the transmission of such microorganisms or
their toxins through food, are more important and concerning. Therefore, it is essential for the
dairy industry to invest in research and develop new technologies for controlling and inhibiting

problematic bacteria in dairy derivatives such as thermophilic and spore-forming bacteria.
4. Conclusions

Based on the results, it was found that spore-forming mesophilic acrobic bacteria had a

higher occurrence in the analyzed samples, with a high percentage of these isolates showing
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proteolytic capacity. The study also revealed that more microorganisms were isolated from Petit
Suisse Cheese Dessert with Fruit Preparation, possibly due to differences in its ingredients and
fermentation stage compared to the other desserts. The detection of B. cereus, B. subtilis and B.
thuringiensis, their high potential to cause deterioration in desserts, represents a technological
challenge for the Brazilian dairy industry. Improving sanitation processes is necessary to inhibit
the presence of these highly persistent microorganisms in industrial installations and, therefore,

in the final product.
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Resumo

A formagdo de biofilmes multiespécies por bactérias formadoras de esporos e
termoduricas, nas superficies dos equipamentos durante as etapas de processamento dos
derivados licteos, podem provocar contaminagio cruzada e deterioragiio dos produtos antes de
atingir sua data de validade. Igualmente, as falhas nos procedimentos de limpeza ¢ sanitizagio
dos equipamentos, pode facilitar a formagéo de biofilmes. Portanto, evitar sua formagiio e sua
eliminagdo tém sido um desafio constante para a industria de laticinios e de alimentos em geral.
Deste modo, esta pesquisa teve como objetivos determinar a capacidade de espécies como B.
subtilis, B. cereus, B. thuringiensis, B. tequilensis, Bacillus sp. ¢ B. parabrevis em co-cultura
(mixes bacterianos) de formar biofilmes multiespécies em cupons de ago inoxidavel, em
temperaturas de 6, 15, 25 e 32 °C durante 24, 48, 72, 96 e 120 h. Os dados obtidos das contagens
bacterianas foram considerados como biofilmes microbianos quando maiores a 5,0 log
UFC-em™? Seguidamente, os dados foram transformados na forma bindria ¢ utilizados para
desenvolvimento do modelo, para prever os limites de formagdo de biofilme. Para tanto, o
modelo de regressdo logistica foi ajustado aos dados bindrios das trés co-culturas empregando
o programa estatistico Minitab v.12.1 (USA). Posteriormente, o desempenho de cada modelo
foi avaliado pelo indice estatistico de Nagelkerke R%, porcentagem (%) de dados corretos ¢ o
indice estatistico de Hosmer-Lemeshow, além de testes experimentais de validagdo. Entre os

resultados obtidos destaca-se, que a formagdo de biofilmes na temperatura de incubagio de 32
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°C foram mais robustos, seguidos pela temperatura de 25 °C, ao contrério do que foi observado
a temperatura de 6 °C. Também, foi evidenciado que o mix bacteriano 2 teve maior
probabilidade de formagdo de biofilmes em menor tempo. Igualmente, foi demonstrado que o
aco inoxidavel permite a adesdo bacteriana ¢, consequentemente, a formagéo de biofilme. Estes
resultados auxiliam a estabelecer estratégias de controle para biofilmes multiespécies € 0

estabelecimento de protocolos de sanitizagdo em industrias de alimentos.
1. Introdug¢io

Os biofilmes permitem a sobrevivéncia dos microrganismos imersos em uma matriz de
substdncias poliméricas extracelulares (EPS) de diferente composigdo e, dependendo das
espéeies colonizadoras ¢ do tipo de ambiente de produgéio do alimento, conseguem estabelecer
populagdes e, ou comunidades complexas com comportamentos coordenados e coletivos,
(GIAOURIS et al., 2015; MEESILP e MESIL, 2019), que lhes confere resisténcia a agentes
quimicos e fisicos (O’'TOOLE, 2003; COUGHLAN et al., 2016; KHAN et al., 2016; YUAN et
al., 2020; DULA et al., 2021), coesdo a sua estrutura, capacidade de retengdio de nutrientes e,
além disso facilita a transferéncia de moléculas sinalizadoras de comunicagiio celular
(FLEMMING et al., 2016; ZHAO et al., 2017).

A industria de laticinios, apresenta condi¢des ideais para o crescimento bacteriano
(componentes da matriz alimentar, disponibilidade de nutrientes, pH, temperatura, dindmica de
fluidos, entre outros fatores intrinsecos e extrinsecos), superficies de contato com caracteristicas
que permitem a fixagdo ¢, por tanto, a formagéo de biofilmes multiespécies (TANG et al., 2011;
CAMPOCCIA et al., 2013; COUGHLAN et al., 2016; FLEMMING et., 2016; ALLEN et al.,
2018; GALIE et al., 2018).

A forma séssil confere aos microrganismos resisténcia a diversas condigdes extrinsecas,
como a altas temperaturas de aquecimento, dessecagiio, resisténeia mecanica a correntes
liquidas em tubulagdes, antimicrobianos, compostos quimicos, sanitizantes, entre outros
(GIAOURIS et al., 2015; COUGHLAN et al., 2016; FLEMMING et al., 2016: YUAN et al.,
2020; DULA et al., 2021).

As bactérias que formam biofilmes multiespécies na indistria de produtos lacteos,
incluem espécies psicrofilas, termofilas, psicrotroficas, formadoras de esporos ¢ termoduricas
(DE OLIVEIRA et., 2013; COUGHLAN et al., 2016; WANG et., 2021). Entre estas destacam

as pertencentes aos géneros Bacillus, Brevibacillus e Geobacillus, caracterizando-se por causar
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deteriorag@o nas matérias-primas e nos produtos finais, redugdo na vida de prateleira, devido a
sua capaéidadc de sintetizar enzimas extracelulares proteoliticas e lipoliticas termoestaveis.

A contaminagido de diferentes produtos lacteos (leite pasteurizado, leite UHT, leite
desnatado, leites saborizados, leite em pd, queijos, requeijdo, entre outros) por bactérias
formadoras de esporos e termoduricas estd bem documentado na literatura (LUCKING et al.,
2013; QUIGLEY et al., 2013; PENA et al., 2014; SADIQ et al., 2016; ANDRE et al., 2017;
MACHADO et al., 2017; SADIQ et al., 2018; ALONSO et al., 2021; MOSCHONAS et al.,
2021; WANG et al., 2021), mas o estudo dos microrganismos formadores de esporos ¢, ou
termoduricos isolados de sobremesas lacteas e, sua capacidade de formagio de biofilmes ainda
¢ escassa (YANG et al., 2020). Embora, a literatura evidencie o mecanismo de formagio dos
biofilmes por uma tnica espécie, sabe-se que nas condigdes “reais” os biofilmes sdo formados
por mais de uma espécic ou género microbiano e, os tratamentos de controle ¢ remogio
deveriam ser direcionados para essa matriz formada por multiplas espécies, sem deixar de lado
as caracteristicas fisiologicas das espécies que as conformam. Avaliar os dados quantitativos
da formagdo de biofilme, bem como, a predi¢do da ocorréncia tem sido um desafio para
implementagdo de medidas preventivas. Nesse sentido o uso de modelos preditivos tem se
convertido em uma ferramenta para descrever a capacidade de adesdo e formagio de biofilme.

O desenvolvimento de modelos preditivos fornece informagdes relevantes que
contribuam na implementagdo de estratégias de controle eficazes na ocorréncia destes
microrganismos e sua capacidade de formagéo de biofilmes na cadeia alimentar. Recentemente,
Silva et al. (2022) usaram modelos de regressio logistica para prever os limites de adesio e
formagdo de biofilme por B. cereus em ago inoxidéavel. Considerando esses aspectos, o objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial de formagdo de biofilmes multiespécies por microrganismos
formadores de esporos e termoduricos, isolados de sobremesas lacteas brasileiras e desenvolver
modelos probabilisticos que descrevem o efeito da temperatura e do tempo na formagéo deste

tipo de biofilmes.
2. Metodologia

O experimento foi conduzido no Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos
(LHMA) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Minas Gerais. A metodologia implementada foi a desenvolvida por Da Silva et al.,

(2022) com algumas modificagdes.
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2.1 Avalia¢do da formacgio de biofilmes em cupons de ac¢o inoxidavel

Para a avaliagdo da adesdo e formagdo de biofilmes, foram empregadas as cepas de
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus tequilensis, Bacillus sp. ¢
Brevibacillus parabrevis isoladas de sobremesas lacteas e queijos petit suisse brasileiros e
identificadas geneticamente pelo sequenciamento parcial do gene 16S RNAr durante a pesquisa

desenvolvida por Duque-Rodriguez et al. (2023).
2.1.1 Preparo e padronizac¢io dos microrganismos

Cada um dos 10 isolados pertencentes a 6 espécies, foram ativados duas vezes
consecutivas em caldo Infusiio Cérebro Coragdo (Brain Heart Infusion - BHI) (Merck®, EUA),
preparado conforme instrugdes do fabricante e incubados a 32 °C + 1 por 24 h. Para a
padronizagdio dos indculos foi empregado caldo Nutriente (Nutrient Broth - KASVI®,
Espanha), preparado conforme instrugdes do fabricante, foram realizadas leituras da densidade
optica (DO) em espectrofotometro (Kazuaki 1L-227), no comprimento de onda de 600 nm,
sendo a absorbincia ajustada para 0,010 (DOgoonm = 0,010), equivalente a uma concentragio
aproximadamente de 1,0 x 10° UFC.mL™. Posteriormente, as suspensdes celulares foram
empregadas nos ensaios da avaliagdo dos processos de adesdo ¢ formagio de biofilmes na
superficie de cupons de ago inoxidéavel, por uma tinica espécie e por multiplas espécies, quando

incubadas a diferentes temperaturas e tempos.
2.1.2 Preparo dos inéculos formados por multiplas espécies

As co-culturas foram formadas com base nos microrganismos isolados de cada
sobremesa lactea. A co-cultura 1 (CC1), foi formada por trés microrganismos B. subtilis, B.
cereus ¢ B. parabrevis isoladas da Sobremesa Lactea Cremosa Sabor Chocolate; a co-cultura
2 (CC2), formada por quatro microrganismos B. thuringiensis, B. subtilis, B. cereus, e Bacillus
sp. isolados de sobremesa léctea Queijo Petit Suisse com Preparado de Frutas e, a co-cultura 3
(CC3), formada por trés microrganismos B. fequilensis, B. subtilis ¢ Bacillus sp. isolados de
Sobremesa Léctea com Calda Sabor Artificial Caramelo.

Foi preparado 1 mL de cada co-cultura. A CCl continha 333 pl. do homogenato
padronizado 1,0 x 10* UFC.mL™" (DOsoonm = 0,010) de cada microrganismo; a CC2 continha
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250 pL. do homogenato padronizado de cada microrganismo, ¢ a CC3 continha 333 pL do

homogenato padronizado de cada microrganismo.
2.1.3 Preparo e limpeza dos cupons de ago inoxidivel

Foram empregados cupons de ago inoxidavel (AISI #304) com dimensdes 1 cm x 1 cm
x 0,1 em e preparados seguindo a metodologia Da Silva (2018). Primeiramente, os cupons
foram lavados com detergente liquido neutro e enxaguados em agua destilada. Apds a lavagem,
foram imersos em dlcool 70 % (v/v) durante 30 min com o intuito de remover residuos de
gordura na superficie e logo, foram imersos em solugdo de NaOH 1 % (m/v) por 60 min.
Seguidamente, com o auxilio de uma pinga, os cupons foram retirados da solugdo de NaOH 1
% (m/v) e enxaguados novamente com dgua destilada. Apds a completa secagem ao ar, 0s

cupons finalmente foram embalados e esterilizados a 121 °C por 15 min.
2.2 Determinagiio da formagio de biofilmes multiespécies

A capacidade de formagdo de biofilme de cada co-cultura foi avaliada em caldo
Nutriente (Nutrient Broth - KASVI®, Espanha), preparado conforme instrugdes do fabricante,
empregando cupons de ago inoxidavel preparados, limpos e esterilizados (2.1.3) e, placas de
poliestireno de 24 pogos de 2 mL.

As placas de 24 pogos contendo os cupons de ago inoxidavel foram inoculadas com um
volume total de 1 mL do homogenato da co-cultura. Seguidamente, as placas foram incubadas
as temperaturas de 6+ 1, 15+ 1,25+ 1 ¢ 32+ 1 °C ¢, a quantificagdo celular foi realizada em
intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h, além da troca do caldo Nutriente (Nutrient Broth -
KASVI®, Espanha) a cada 24 h. As temperaturas testadas foram selecionadas por estar
relacionadas com a faixa de temperaturas nas quais as espécies podem ser expostas durante
processamento, obtengdo de produtos lacteos e, ou higienizagio ¢ sanitizagio dos
equipamentos.

Finalizado cada periodo de incubagio, os cupons foram transferidos, com o auxilio de
uma pinga esterilizada, de um pogo para outro contendo 1,0 mL de solugdo salina peptonada
em relagdo 0,8:0,1 % (m/v) e mantidos nesta solugdo por 1 min para remogiio das células
planctonicas. Em seguida, os cupons foram imersos em tubos Falcon contendo 10 mL de

solugdio salina peptonada na mesma concentragiio e, submetidos ao ultrassom (Vibra Cell,
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~ Newtown, EUA) em modo continuo e operante (130 W 20 kHz) durante 10 min para remogéo
das células sésseis. Logo, as suspensdes foram homogeneizadas em vortex e realizadas
diluigdes seriadas. Finalmente, aliquotas de 0,1 mL foram plaqueadas em dgar Padrdo para
Contagem (Plate Count Agar - PCA) (KASVI®, Espanha) pela técnica de spread plate ¢
incubadas a 32 + 1 °C por 24 h. As colonias foram enumeradas e os resultados expressos em
UFC'em™, conforme a Equagio 1. Os experimentos foram realizados em duas repeti¢des em

triplicata.

UFC.. em™% = Equagio (1)

Na qual: N = média da contagem de coldnias apds o tempo de incubagio;
D = inverso da dilui¢do decimal;
V = yolume de solugio salina para a retirada de células aderidas;

P = aliquota plaqueada;

A = 4rea da superficie do cupom.

2.3 Desenvolvimento de modelos para predizer a formacdo de biofilmes multiespécies

Os dados obtidos dos experimentos de formagdo de biofilmes (contagens bacterianas)
foram considerados como biofilmes microbianos quando as contagens foram maiores a 5 log
UFC-em? (DA SILVA et al., 2022). Posteriormente, foram transformados em dados binérios
(0: ndio formagiio de biofilme, 1: formagdo de biofilme) e utilizados para desenvolvimento de
modelos para prever os limites de formagdo de biofilme. Para tanto, o modelo de regressio

logistica (Equagdo 2) foi ajustado aos dados bindrios.

Logit(P) = Ln (:;p) = g(x) = o+ it + BT + BTt + Byt?® + BsT? Equagéo (2)
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Na qual: P é a probabilidade de adesio e formag@o de biofilme (na faixa de 0 — 1);
t,e T'(°C) sdo o tempo ¢ temperatura, respectivamente;

Bo— Ps sdo os coeficientes a serem estimados pelo ajuste aos dados experimentais.

O modelo foi ajustado usando o programa estatistico Minitab v.12.1. O desempenho de
cada modelo foi avaliado pelo indice estatistico de Nagelkerke R?, porcentagem (%) de dados
corretos ¢ o indice estatistico de Hosmer-Lemeshow. Igualmente com a Equagido 2 foram
calculadas as probabilidades de formagdo de biofilme. Além disso, tempos criticos para que

ocorra a adesdo foram calculados, com 0,05 % de nivel de probabilidade.
2.4 Anilises experimentais do desempenho dos modelos preditivos desenvolvidos

Os modelos de regressio, para cada co-cultura foram validados. Essa validagdo foi
realizada em caldo BHI envolvendo oito experimentos de combinagdes ndo testadas na
construgio dos modelos: duas temperaturas, 8 & 1 °C ¢ 30 + 1 °C durante 0, 23, 31, 48 ¢ 56 h,
seguindo a metodologia descrita no item 2.2. Finalmente, as colonias foram enumeradas ¢ os

resultados expressos em U FC:ecm™, conforme a Equagdo 1.
3. Resultados e discussio
3.1. Formacio de biofilme multiespécies

A adesiio e formagdo de biofilmes para os trés mixes bacterianos avaliados foram mais
robustas & temperatura de 32 °C, apresentando aumento de 3,0 log UFC em™ quando comparado
a temperatura de 25 °C, com incrementos de 1,5 log UF C-em™. Em relagiio a temperatura de 6
°C os incrementos foram apenas de 1,0 log UFC-em™. Sendo assim, quando a temperatura de
andlise encontrou-se mais proxima a faixa 6tima de crescimento das espécies de cada co-cultura
(32 °C) e, os tempos de incubagio foram maiores, o crescimento bacteriano ¢ adesdo celular
foram maiores.

Segundo as contagens bacterianas apos dos diferentes tempos de incubagéio dos mixes,
evidenciou-se que a maior média de crescimento foi para a CC1 (6,4 log.cm™), seguidos da
CC2 (6,2 log.cm™) e, CC3 (5,8 log.cm™). Em relagdo aos tempos de incubagio, durante as 24
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e 48 h, a diferenga no crescimento bacteriano foi de 0,5 log.cm™, apos 48 h de incubagio
apresentou um aumento na multiplicagdo bacteriana de 1,1 Iog.cm'z. Finalmente, evidenciou-
se que a temperatura de incubagéo teve um efeito na capacidade de multiplicagdo bacteriana, o
qual demonstra que a formagdo de biofilme multiespécies foi afetada por esta diretamente. Ja
na temperatura de 6 °C, a média de crescimento bacteriano foi menor (4,7 log.cm™) quando
comparada com o crescimento apresentado nas outras temperaturas. Em relagdo as temperaturas
de 15, 25 ¢ 32 °C os valores de crescimento bacteriano foram 6,6, 6,8 ¢ 6,4 log.cm™,
respectivamente.

De igual forma, as diferengas entre as contagens bacterianas durante a avaliagdo da
adesdio e formagdo dos biofilmes das co-culturas 1, 2 e 3 sob as mesmas condi¢des
experimentais, indicaram que a concentragio de cada espécie ou comunidade nio foi estavel
durante os cinco dias de andlises, demonstrando que no desenvolvimento de biofilmes mistos,
as expressoes génicas e, consequentemente, as caracteristicas fenotipicas exercem um papel
fundamental na ocorréncia das intera¢des entre célula-célula. Ou seja, no momento do contato
fisico (interagdio) e, ou da comunicagéo celular quorum sensing, pois, algumas espécies que ndo
tém a capacidade de formar biofilmes isoladamente, podem promover o aumento de biomassa
em biofilmes mistos (REN et al., 2015).

Assim também, as interagdes antagbnicas e sinérgicas podem influenciar o
desenvolvimento das comunidades bacterianas, pois, podem ajudar no crescimento de uma
espécie e, ou cepa predominante que influencie a coexisténcia dos microrganismos (YUAN et
al., 2020: WANG et al., 2021) e, consequentemente a formagdio do biofilme multiespécies
(ZHAO et al., 2018; YUAN et al., 2020). Nesse sentido, as interagdes sinérgicas, podem
permitir a adesdo de estirpes com pouca capacidade para crescer de forma séssil, pois, algumas
espécies podem servir como “bactérias ponte” e, ajudar e, ou melhorar a incorporagiio de
diversas espécies, inclusive espécies patogénicas nos biofilmes formados por multiplas espécies
(GUO etal., 2016). Por outro lado, as interagdes antagonicas ou de competigiio, podem diminuir
a concentragdio populacional, afetar a sobrevivéncia ¢, ou reprodugdo celular (REN et al., 2015).

Por exemplo, a competigéio pode ser de exploragdo, quando um microrganismo consome
ou impede o acesso ao recurso limitante, sem a interagdio entre os individuos das diferentes
espécies. Essa competigio ¢ indireta ¢ apresenta-se por nutrientes e, ou oxigénio disponiveis,
além do espago disponivel para colonizar. Por outro lado, a competigio pode ser de
interferéncia, quando os individuos se prejudicam diretamente, pela sintese de compostos

bioativos como bacteriocinas, antibioticos, dcidos orgdnicos, biosurfactantes e, ou enzimas
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(BRAGA, DOURADO e ARAUJO, 2016; FLEMMING et al., 2016). Esse tipo de substincias,
tém a capacidade de alterar as condi¢des extrinsecas como pH, acidez, pressdo osmotica,
concentragdo de gases, temperatura, ou bloquear os receptores da superficie celular envolvidos
em diversos processos celulares de comunicagdo, transporte, entre outros e, inibir a
multiplicagdo e, ou causar a morte do microrganismo (REN et al., 2015).

Por outro lado, a 6 °C, a temperatura mais baixa de incubagiio, a formagado de biofilmes
tomou mais tempo quando comparada com as outras temperaturas avaliadas. No caso da CC3
a formagdo do biofilme ocorreu as 72 h e, no caso das CC1 ¢ CC2 a formagdo foi observada
ap6s 96 h com contagens de 5,2 ¢ 5,9 log UFC-em™, respectivamente.

A 15 °C, a formagdo de biofilmes nos mixes 1 e 2 ocorreu 72 h de incubagio, atingindo
contagens bacterianas de 7,4 ¢ 7,3 log UFCem™, respectivamente e, no caso da CC3 a formagéo
ocorreu com 24 h de incubagdio atingindo a concentragio de 8,4 log UFC-cm™,

A 25 °C, os trés mixes apresentaram formagdo de biofilmes depois de 24 h de incubagiio
com 8,4; 8.8 ¢ 5,1 log UFC em™ para CC1, CC2 e CC3 respectivamente. Mas foi a temperatura
na qual se quantificaram maiores diferengas de concentragdo bacteriana. Depois de 72 h de
incubagdio as concentragdes passaram a 7,1 log UFC'em™? para as co-culturas 1 ¢ 3 e, para 7,0
log UFC-em™ para a co-cultura 2. Finalmente, a temperatura de 32 °C a formagdo de biofilme
foi determinada 48 h nas trés co-culturas com concentragdes de 7,2; 8.5 ¢ 8,6 log UFC'em™,
respetivamente.

Nas imagens das figuras 1, 2 e 3 tomadas por microscopia eletronica de varredura,
visualiza-se a formagio exopolissacarideos (EPS) pelas trés co-culturas avaliadas, apos 24 e 46
h de incubagdo a 30 °C. Observa-se ¢ 0 aumento de EPS, dimensdo ¢ espessuras dos biofilmes,

assim como o aumento da biomassa celular no maior tempo de incubagdo.
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Figura 1. Biofilme multiespécie formado por B. subtilis, B. cereus e B. parabrevis em
co-cultura incubada a 30 °C durante 24 h (A) e durante 46 h a diferentes aumentos 2,0 ¢ 10,0

K X, respectivamente (B ¢ C).
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Figura 2: Biofilme multiespécie formado p

is, B. cereus, e Bacillus
sp. em co-cultura incubada a 30 °C durante 24 h (A) e durante 46 h a diferentes aumentos 2,0 e

10,0 K X, respectivamente (B e C).
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Figura 3. Biofilme multiespécie formado por B. tequilensis, B. subtilis e Bacillus sp. em co-
cultura incubada a 30 °C durante 24 h (A) e durante 46 h a diferentes aumentos 2,0 e 10,0 K X,

respectivamente (B e C).

Resultados similares foram evidenciados por Wang e colaboradores (2021), quando
avaliaram a capacidade de formag¢do de biofilmes multiespécies em leite desnatado
reconstituido (LDR) na superficie de ago inoxiddvel por B. licheniformis + G.
stearothermophilus, B. licheniformis + B. subtilis, B. licheniformis + A. flavithermus, G.
stearothermophilus + B. subtilis, G. stearothermophilus + A. flavithermus ¢, B. subtilis + A.
flavithermus, obtendo contagens de 5,39; 5,20; 5,89; 5,22; 4,39 ¢ 3,41 log UFC.cm™,
respectivamente, além de, evidenciar que a biomassa bacteriana foi menor, quando comparada
4 obtida na formagdo de biofilmes de uma tnica espécie. Igualmente, as contagens bacterianas
dos biofilmes de duas espécies também apresentaram diferengas, evidenciando assim a
ocorréncia de interagdes sinérgicas ou antagdnicas entre estas.

Nas trés co-culturas estudadas, predominam espécies do género Bacillus,
especificamente B. subtilis e B. cereus, sendo este ltimo, um dos microrganismos de maior
preocupagdo na industria de alimentos (DA SILVA et al., 2022) ¢, que se destaca por estar
presente na industria de produtos lacteos, uma vez que, além de ser capaz de formar esporos ¢
toxinas, também tem a capacidade de se aderir e formar biofilmes, principalmente na interface
ar-liquido (MAJED et al., 2016), mas também algumas cepas em superficies submersas
(tanques e tubulagdes de ago inoxidavel) (WIJIMAN et al., 2007; HAYRAPETYAN et al.,
2015). Sendo que, em ambas condi¢des, a motilidade flagelar estd envolvida no

desenvolvimento do biofilme, ja que, facilita a colonizagdo, movimentagdo e, migragio de
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células planctonicas por longas distincias ao longo da tubulagdo dos diferentes equipamentos
émpregados na produgdo de alimentos (HOURY et al., 2010).

Da Silva et al. (2022), ao avaliarem a adesdo e formagio de biofilmes em ago inoxidavel
de trés estirpes de B. cereus isoladas de produtos lacteos, quando submetidas a diferentes
combinagdes de pH (4.5; 6,0; 7,5 e 9,0) e temperaturas (5, 15, 25 e 32 °C) de incubagio,
obtiveram resultados similares aos desta pesquisa. Uma vez que, evidenciaram a formagéo de
biofilmes por estas estirpes aos 25 ¢ 32 °C, nos pHs de 6,0; 7,5 ¢ 9,0 com contagens bacterianas
entre 5,9 a 6,67 log UFC.cm™. Permitindo-lhes concluir que as altas temperaturas ¢ valores de
pH neutros ou mais elevados, influenciam e favorecem os processos de adesdo e formagdo de
biofilmes. Igualmente, outros pesquisadores como Hayrapetyan et al. (2015) e Sadiq et al.
(2017), tém evidenciado a capacidade de formagdo de biofilme por 21 estirpes de B. cereus e,
por 148 cepas formadoras de esporos mesofilas ou termofilas, respetivamente.

Algumas caracteristicas fisiologicas especificas de B. cereus, permitem as células
plancténicas contribuir na formagdo inicial do biofilme e, consequentemente facilitam
significativamente o desenvolvimento de biofilmes multiespécies, como foi evidenciado nesta
pesquisa nas temperaturas de 25 ¢ 32 °C nas trés co-culturas estudadas. Na literatura, os
biofilmes formados por B. cereus sdo frequentemente associados a outros microrganismos ao
longo das linhas de processamento de alimentos (MAJED et al., 2016). Essa associagio ¢
favorecida por sua complexa matriz de exopolissacarideos, proteinas e DNA extracelular.

Marchand e colaboradores (2012), reportaram que a fixag¢do inicial de B. cereus nas
superficies dos equipamentos causa um efeito de pré-condicionamento, o que facilita uma
adesdo rapida de outras espécies bacterianas, que possivelmente seriam removidas pelo fluxo
de 4gua, correntes de leite ou outros mecanismos fisicos durante o processamento de produtos
lacteos. Do mesmo modo, Shaheen et al. (2010), demonstraram que a formagao de biopeliculas
por B. cereus ¢ intensificada sob condigdes de estresse nutricional e, na presenga de substancias
biosurfactantes. No caso especifico do leite e seus derivados lacteos, a presenga de surfactantes
naturais, fosfolipidios e compostos tensoativos que se encontram no glébulo de gordura,
possibilita a colonizagdo dos equipamentos de ago inoxidavel.

Deste modo, a presenga e formagdo de biofilmes multiespécies por diferentes espécies
formadoras de esporos e termoduricas na indistria de sobremesas lacteas, ¢ um topico
amplamente desconhecido que precisa ser estudado (YUAN et al., 2020). Portanto, a aplicagio
da microbiologia preditiva e o desenvolvimento de modelos matemédticos, como os

probabilisticos, podem ajudar a elucidar a ocorréncia desta forma de crescimento celular,
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desenvolver e, ou melhorar os processos de sanitizagdo e, ou higienizagio e, que sdo relevantes
no controle de sua ocorréncia e a manutengido da qualidade dos diferentes produtos lacteos,

como os estudados nesta pesquisa.
3.2 Modelos probabilisticos de regressio logistica

As respostas bindrias de formagdo de biofilme pelas co-culturas 1, 2 ¢ 3, testadas em
fungdo da temperatura para um periodo de 24 a 120 h, sdo apresentadas na Tabela 1, na qual,

as respostas correspondem a (0) para biofilme ndo formado e (1) para biofilme formado.
p p p p

Tabela 1. Resposta de formagdo de biofilme dos trés mixes bacterianos avaliados em fungio

do tempo e temperatura.

Temperatura Tempo CCl1 cC2 CcC3
(°C) (h) R1 R2 R1 R2 R1 R2

24 0 0 0 0 0 0

6 48 0 0 0 0 0 0
72 0 0 | 0 0 0

96 1 0 | | 0 0

120 | 0 0 | | 0

24 1 0 1 1 1 0

48 0 1 I | 0 |

72 | | 1 | 1 |

15 96 | 1 1 1 1 1
120 | 1 | | | ]

24 1 | 1 I | 0

48 1 | 0 1 0 1

25 72 | 1 1 | | |
96 | | | | 1 1

120 | | | | ] |

24 1 0 1 0 1 0

48 | 1 | | | |

32 72 | | | | | |
96 1 1 1 1 1 1

120 | | | ] | ]

CC1: Co-cultura 1. CC2: Co-cultura 2. CC3: Co-cultura 3. R1: Repetigdo 1, R2: Repeti¢do 2,

0: Nao formagio de biofilme, 1: formagdo de biofilme.

69



De forma geral, as trés co-culturas estudadas tiveram a capacidade de formar biofilmes
multiespécies a diferentes temperaturas e tempos de incubagio avaliados. A co-cultura 2 foi a
Gnica capaz de formar biofilmes em todas as temperaturas testadas, evidenciando assim, que o
numero de espécies presentes no ambiente ou meio, tem um papel fundamental na formagio do
biofilme. Isso pode ser verificado quando comparando a co-cultura 2, contendo 4 espécies, com
as co-culturas 1 e 3, onde foram utilizadas 3 espécies. De forma particular, na temperatura de
15 °C a formagao de biofilme ficou evidente em 72 h de incubagdo, para as CC1 E CC3 ¢ ap6s
24 h de incubagdo para a CC2. Em relagdo as temperaturas de 25 e 32 °C, a formagio de
biofilmes se apresentou apos 24 h de incubagdo pelos trés mixes bacterianos.

Outras pesquisas relacionadas com a avaliagdo da formagdo de biofilmes, tém
empregado as respostas bindrias, para descrever a regido de interface de adesdo/ndo adesio ¢
formagdo de biofilmes/ndo formagdo de biofilmes sob diferentes condigdes experimentais por
espécies como B. cereus (DA SILVA et al., 2022), Listeria monocytogenes (GYSEMANS et
al., 2007: GWAK et al., 2015; HU et al., 2022), Salmonella entérica (MORAES et al., 2018),

como uma ferramenta fundamental para o desenvolvimento de modelos matematicos.

3.2.1 Desenvolvimento da modelagem probabilistica

Os dados bindrios foram ajustados a um modelo polinomial usando regressdo logistica,

e os coeficientes obtidos foram utilizados para desenvolver os modelos probabilisticos (Tabela

2).

Tabela 2. Coeficientes dos modelos probabilisticos para as trés co-culturas bacterianas

estudadas.
Biofilme CCl1
Varidvel Coeficiente estimado Desvio padrio p-valor
Constante -9,353 4,650 0,040
Tempo 0,061 0,035 0,040
Temperatura 0,309 0,140 0,030
Biofilme CC 2
Variavel Coeficiente estimado Desvio padrio p-Valor
Constante -3,421 2,010 0,080
Tempo 0,020 0,010 0,040
Temperatura 0,147 0,060 0,050
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Biofilme CC 3

Varidvel Coeficiente estimado Desvio padrao p-valor
Constante -9,733 4,540 0,030
Tempo 0,068 0,033 0,040
Temperatura 0,246 0,118 0,030

Em seguida, com os dados da Tabela 2 foram geradas as equagdes matematicas 3,4 ¢ 5
para explicar a formagdo dos biofilmes pelas co-culturas 1, 2 e 3, respectivamente na superficie
de ago inoxidavel, mantendo apenas os termos significativos para as variaveis estudas tempo e

temperatura.

g(x) =-9,353+0,061%t+0,309«T Equagdo (3)

g(x) =-3,421+ 0,020t + 0,141+ T Equagdo (4)

g(x) =-9,733+ 0,068 xt + 0,246 » T Equagdo (5)

Os parametros estatisticos do ajuste do modelo (Tabela 3), indicaram que a porcentagem
de concordéncia, para 0 modelo da Equagédo 3 (CC1) foi de 85 %, para o modelo da Equagdo 4
(CC2) de 80 % e, para o modelo da Equagdo 5 (CC3) de 85 %. Estas porcentagens determinam
as concordancias entre os valores preditos pelos modelos e os dados experimentais obtidos. Em
relagiio aos valores, de R?, estes foram de 0,74; 0,50 e 0,70 para as equagdes 3, 4 e S
respectivamente, e o teste de Hosmer e Lemeshow todos os valores > 0,05. Esse ultimo
parimetro estatistico ¢ usado para varidveis de respostas bindrias associando o valor de x-
quadrado de Hosmer-Lemeshow ¢ um valor de p. Valores pequenos de p significam que o ajuste
nio foi bom, assim para grandes valores de p o modelo se ajusta bem os dados (VERMEULEN
et al., 2009; HOSMER e LEMESHOW, 2013).

Tabela 3. Parimetros estatisticos para os modelos implementados.

A X Equagio 1 Equacgio 2 Equagio 3
Parimetros estatisticos (CC 1) (CC2) (CC )
Porcentagem de concordincia (%) 85 80 85
R? — Negelkerke 0,74 0,50 0,70
Teste de Hosmer ¢ Lemeshow 0,81 0,74 0,90
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Diversas pesquisas tém sido realizadas para avaliar o ajuste dos modelos probabilisticos
pf_ira espécies do género Bacillus na adesdo e formagdo de biofilmes, bem como para outros
géneros. Da Silva et al., (2022), avaliaram modelos probabilisticos de regressdo logistica para
determinar o efeito do pH e temperatura na adesdo e formagdo de biofilmes em ago inoxidavel
por diferentes estirpes de B. cereus. Moraes et al., (2018), avaliaram o ajuste da modelagem
probabilistica de formagdo de biofilmes por S. entérica em fungdo do pH, temperatura e
concentragdo de NaCl ao determinar valores de Nagelkerke R?>0,80. Gysemans et al., (2007),
também determinaram o ajuste dos modelos crescimento/ndo crescimento de L.
monocytogenes, sob diferentes condigdes de atividades de agua, pH e concentragéio de acido
acético implementando esses parametros.

Com as equag¢des obtidas (3, 4 e 5) nas suas formas logisticas, foram calculadas as
probabilidades de formagdo de biofilme em superficie de ago inoxidavel por cada uma das co-

culturas bacterianas avaliadas (Figura 4).

Figura 4. Probabilidades de formag#o de biofilmes pelas co-cultura 1, 2 ¢ 3 em 120 h, preditas
pelo modelo probabilistico de regressdo logistica gerado pelas Equagdes 3, 4 e 5,
respetivamente. CC1: Co-cultura 1. CC2: Co-cultura 2. CC3: Co-cultura 3.

De acordo com os modelos desenvolvidos, as probabilidades de formagédo dos biofilmes
conseguem auxiliar na determinagfo de alguns valores criticos para as diferentes co-culturas
avaliadas. Por exemplo, a CC1, na temperatura 6 °C atingira a probabilidade (P) de formagdo
de biofilme de 0,051 apés de 75 h de incubagdo, uma P=0,118 apds de 90 h de incubagdo e,
uma P=0,501 ap6s de um periodo de incubagéo de 123 h. Quando a CC1 seja incubada a 12 °C,
a formagdo de biofilme tem uma P=0,052 as 45 h de incubagdo, a partir das 57 h uma P=0,103
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e, a partir das 93 h uma P=0,507. A partir da temperatura de 23 °C a CC1, mesmo no tempo
zc_ro de incubagiio se atinge uma P=0,10, e aos 30 °C uma P > 0,479, valores criticos que
conseguem comprometer a qualidade da matéria-prima ou do produto final.

Em relagdo & CC2, a probabilidade de formagdo de biofilme a 6 °C mesmo no tempo
zero de incubagdo é P=0,07; as 17 h, ja se atinge o valor critico de P=0,100 e, as 130 h. uma
P=0,506. A 9 °C no tempo zero de incubagdo ja se consegue atingir uma P=0,104, aos 24 °C
uma P > 0,491 e, aos 30 °C uma P > 0,692.

Segundo o modelo da CC3, na temperatura de 6 °C, a probabilidade de formagdo de
biofilme as 78 h de incubagdo é de P=0,049, as 90 h a P=0,1056 e, as 120 h P=0,4758. Nos
tempos zero de incubagdo a 24 °C a P= 0,021 e, a 30 °C uma P>0,087. Para atingir uma P>
0,507 sdo necessdrias 35 h de incubag@o.

Evidenciou-se por meio dos modelos probabilisticos de regressdo logistica
desenvolvidos, que quanto maior a temperatura maior ¢ a probabilidade das co-culturas de
formarem biofilmes. O mesmo pode ser observado para o fator tempo, afinal essas duas
variaveis possuem uma relagdo diretamente proporcional em relagiio a formagdo deste tipo de
estrutura bacteriana. Além disso, foi possivel perceber que para evitar sua formagdo, ¢
necessdria a manutengdo das matérias primas a baixas temperaturas. Entdo, nota-se que a CC2
tem maior probabilidade de formagdo de biofilme a temperaturas mais baixas ¢ em tempos
menores de incubagdio (temperaturas ¢ tempos criticos menores). Resultados altamente
representativos para a industria de alimentos lacteos, uma vez que sio diversos os derivados
lacteos que se produzem em esta faixa de temperaturas.

Por outro lado, as diferengas intrinsecas entre as espécies que fizeram parte de cada uma
das co-culturas, indicam que a adesdo e formagdo de biofilme depende diretamente das espécies
envolvidas. Pois, além de definir suas caracteristicas fisiologicas, estdio igualmente relacionadas
com os tipos de interagdes que ocorrem na comunidade bacteriana e, consequentemente com o
potencial para formagio dos biofilmes multiespécies. Evidenciando-se assim, a importincia de
estudar os microrganismos no mesmo ambiente que sdo isolados, sem generalizar o género ¢ a
espécie bacteriana. De tal modo que, determinar o procedimento de higienizagdo e, ou
sanitizaglio seja mais eficiente e, possam ser realizados antes que se apresente o risco de

formagdo dos biofilmes.
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3.3 Validagio dos modelos desenvolvidos

A validagdo do desempenho ¢ confiabilidade dos modelos probabilisticos de regressdo
logistica, gerados com os dados da quantificagdo do crescimento bacteriano das diferentes co-
culturas, foram avaliados frente a combinagdes diferentes de temperatura e tempo néo testados
na construg¢@o dos modelos (8 + 1 °C e 30 + 1 °C durante 0, 23, 31, 48 e 56 h) e sdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4. Validagio dos modelos de probabilidade de formagdo de biofilmes em caldo

nutriente.
CCl1 CcC2 CcC3
Temperatura

o Tempo(h) Observado Predito Observado Predito Observado Predito
23 0 0,004 0 0,138 0 0,002

5 31 0 0,007 0 0,158 0 0,003
48 0 0,019 0 0,209 0 0,011
56 0 0,030 | 0,236 0 0,019
23 I 0,789 | 0,781 I 0,312
31 | 0,859 | 0,807 1 0,439

e 48 I 0,945 | 0,854 I 0,713
56 | 0,966 I 0,873 1 0,811

CC1: Co-cultura 1. CC2: Co-cultura 2. CC3: Co-cultura 3. 0: Nao formagio de biofilme,
1: formacdo de biofilme.

Pode-se observar pelos dados da Tabela 4 que para a temperatura de incubagéio de 8 °C
ndo se apresentou formagdo de biofilme com excegdo da CC2 com 56 h de incubagdo. Os
valores preditos pelas equagdes 2, 3 ¢ 4 acompanharam esses resultados. Para a CC2, embora
os resultados experimentais sejam de ndo formagdo de biofilme at¢ 48 horas, o modelo previu
probabilidade de ocorréncia de biofilme de 0,138 até 0,209 entre as 23 e 48 h de incubagio.
Para a temperatura de 30 °C as trés co-culturas formaram biofilme. As equagdes estimaram
valores de probabilidade muito proximas de 1,0 para a CC1 e CC2, Para CC3 esses valores
previstos foram de 0,312 a 0,811 entre os tempos de 23 a 56 horas respectivamente.

Na literatura, tem se evidenciado o uso de modelos probabilisticos para avaliar a

formagio de biofilmes por B. cereus em fungdo do tempo e da temperatura por Bernardes et al.,
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(2013), determinar o potencial de adesdo e formagdo de biofilmes por Escherichia coli O157:
H7 por Mendonga et al., (2012), estimar os efeitos do pH e atividade de 4gua na capacidade de
formagdo de biofilme por Salmonella entérica por Dimakopoulou-Papazoglou et al., (2016).
Mas também, se tem empregado para estimar o tempo de inativagiio térmica dos esporos de B.
cereus por Membré et al., (2006), na modelagem do efeito da pressdo dcida e osmética no
crescimento e inativagdo de Salmonella Enteritidis por Shi et al., (2017), predizer o crescimento
¢ produgdio de aflatoxinas B1 por Aspergillus flavus em fungdo do tempo ¢ a temperatura por
Aldars-Garcia et al., (2016), caracterizar a dindmica de migragdo de comunidades microbiana
por Schroeder et al., (2015), para prever o potencial de multiplicagdo bacteriana sob diferentes
condigdes extrinsecas de crescimento por Georgie et al., (2015), entre outros.

Ha muitas pesquisas que evidenciam a versatilidade do uso dos modelos probabilisticos
na microbiologia de alimentos, corroborando sua implementagdo potencial na induastria de
alimentos e assim ajudar a garantir a qualidade microbiologica de diversos produtos. No
entanto, para descrever a probabilidade de formagdo de biofilmes multiespécies ainda ha poucos

trabalhos publicados até o momento.
4. Conclusoes

Os modelos desenvolvidos para predi¢do dos limites de formagdo de biofilme para a
CC1, formada por B. subtilis, B. cereus e B. parabrevis; a CC2, formada por B. thuringiensis,
B. subtilis, B. cereus e Bacillus sp e, a CC3 formada por B. tequilensis, B. subtilis e Bacillus
sp., podem ser considerados adequados para avaliagdo da formagdo de biofilmes multiespécies
em ago inoxidavel em diferentes tempos e variagdes de temperaturas.

E possivel concluir que a temperatura e o tempo afetaram a probabilidade de formagao
de biofilmes multiespécies pelos mixes estudados, embora néio se tenha evidenciado interagdes
entre estas duas varidveis. Dentre as co-culturas, a CC2 parece ser a que possui mais facilidade
de formagdo de biofilme ¢ os modelos probabilisticos de regressdo logistica descreveram bem
o comportamento destes microrganismos em co-cultura, como foi demonstrado pelos indices
estatisticos, que evidenciaram o efeito sinérgico da temperatura e do tempo na formagéo de

biofilme microbiano.
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CONCLUSAO GERAL

E importante ressaltar que a ocorréncia de bactérias formadoras de esporos, capazes de
formar biofilmes multiespécies, nas plantas de processamento de sobremesas lacteas, ainda
representa um desafio para a industria de laticinios. Essas bactérias continuam sendo
encontradas em produtos lacteos, como ¢ o caso das sobremesas ldcteas ¢ queijo petit suisse, ¢
ha a possibilidade de comprometer a qualidade microbiol6gica e fisico-quimica do produto
final. Dependendo da espécie envolvida, também pode representar riscos a saide do
consumidor.

Além disso, o isolamento dessas bactérias em sobremesas ¢ queijos petit suisse
comercializados em diferentes regides do Brasil evidencia as falhas ainda presentes nos
protocolos de higiene e sanitizagdo. Isso demonstra a necessidade continua de estudar e
compreender as condigdes que favorecem o crescimento bacteriano. Neste sentido a
microbiologia preditiva se torna uma poderosa ferramenta no desenvolvimento de modelos
matematicos probabilisticos de regressdo logistica que permitem prever a dinimica da
multiplicagdo bacteriana, conseguindo assim desenvolver estratégias de controle ¢ protocolos

de higienizagdo ¢ sanitizagdo eficazes para industrias de alimentos.
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