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RESUMO

FIGUEIREDO, Elaine Lopes. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2014.
Enterococcus isolados do Queijo do Marajo, Tipo Creme: Caracterizacao
tecnoldgica, cinética de multiplicacdo, capacidade de adesdo e resisténcia a
sanitizantes Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Ana Clarissa dos
Santos Pires e Wilmer Edgar Luera Pefa.

Dentre os micro-organismos indicadores de higiene ecepatidade de aderir e formar
biofilmes em superficies de processamento de alimeed#d®s, as bactérias do género
Enterococcus, frequentemente presente em queijos artesanais, como o0 Queijo do
Marajo. Este trabalho objetivou: i) avaliar as caracteristicas tecnologicas de 40 isolados
de bactérias &cido laticas (BAL) do Queijo do Marajé, Tipo Creme, ii) identdicar
genética de 6 isolados, iii) determinar os parametros cinéticos de multiplicacdo
microbiana (taxa de multiplicacéo e tempo de lag) de 3 isolados e o seu Pool, incubados
sob temperaturas de 15 °C, 30 °C e 45 °C, iv) avaliar a adesao de 3 isolados e seu Pool
em superficies de aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, em 5 tempos de contato
(Oh, 6 h,12 h, 18 h e 24 h), v) estudar a interacdo entre as superficies e os isolados e o
seu Pool, por meio das -caracteristicas de interacdo interfacial, vi) avaliar a
microtopografia das superficies de aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, e das
superficies com adeséao de isolados de Enterococcus e seu Pool, e vii) avaliar a remocao
de trés isolados e seu Pool, aderidos as superficies, submetidos a trés tipos de
sanitizantes (cloreto de benzalcénio, dicloroisocianurato de sodio e acido peracético).
Os isolados eram gram-positivos, catalase negativa, produtores de gas, com atividade
proteolitica e baixa atividade acidificante. A maioria dos isolados apresentou alta
capacidade de producédo de diacetil (33 isolados) e formacéo de coagulo gelatinoso (35
isolados). Os isolados submetidos a caracterizacao genética foram identificados como E.
faecium e E. durans. Os resultados da cinética de multiticapstraram que
temperatura de 30 °C, as amostras de BAL apresentaram os maiores valores das taxas de
multiplicacéo (1) e menor tempo de fase lag, comparados as temperaturas de 15°C e 45
°C. O numero de células aderidas de Enterococcus aumentou com o tempo de contato
para todas as superficies avaliadas. No intervalo de 0 h a 24 h de contato, constatou-se
aumento do numero de células aderidas em mais de 8 ciclos log para as superficies de
aco inoxidavel, mais de 7 ciclos log para a superficie de polietileno, e média de 6 ciclos
log para o polipropileno. Com base nos valores do angulo de contato, as superficies do
aco inoxidavel, do polietileno e do polipropileno foram classificadas como hidrofobicas,

e as superficies das BAL hidrofilicas. Com base nos valores da variagao da energia livre
Xiii



global de interacAa(AGI{T), as superficies de polipropileno e das BAL foram

classificadas como hidrofilicas, enquanto as superficies de ago inoxidavel e polietileno
foram classificadas como hidrofébicas. A microscopia eletrénica de varredura permitiu

a visualizacdo das superficies e das bactérias aderidas nas trés superficies. Os
sanitizantes cloreto de benzalcénio, dicloroisocianurato de sodio e acido peracético, nas
concentracdes de 200 mg,Lcom 10 min de acdo, reduziram as células de
Enterococcus, com média > 7,72 RD para o aco inoxidavel, média de > 7,17 RD para o
polietileno, e média de > 5,62 RD para o polipropileno. Assim, pode-se dizer que,
embora Enterococcus apresente potencial tecnolégico, este micro-organismo quando
encontrado em concentragcdes elevadas, € indicador de condi¢cdes higiénico-sanitarias

insatisfatoérias.
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, Elaine Lopes. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, October de
2014. Enterococcus isolates from Cheese Marajo, Cream TypeTechnological
characterization, kinetics of proliferation, adhesion ability and resistance to
sanitizers Adviser. Nélio José de Andrade. Co-advisofsa Clarissa dos Santos Pires

and Wilmer Edgar Luera Pefia.

Among the micro-organisms of health indicators and the ability to adhere to and form
biofilms on surfaces of food processing, are of the genus Enterococcus bacteria often
present in artisanal cheeses, as cheese Maraj6. This study aimed to: i) assess the
technological characteristics of 40 isolates of lactic acid bacteria (LAB) of the Marajé
Cheese, Cream type, ii) identifying genetic isolates 6, iii) determine the kinetic
parameters of microbial multiplication (multiplication rate and time lag) of 3 isolates
and your Pool, incubated at temperatures of 15 °C, 30 °C and 45 °C, iv) the adherence of
3 isolates and your Pool surfaces of stainless steel, polyethylene and polypropylene in
5 days contact (0 h, 6 h, 12 h, 18 h and 24 h), v) study the interaction between the
surfaces and isolated and their Pool, through the characteristics of interfacial interaction,
vi) evaluate the microtopography of surfaces stainless steel, polyethylene and
polypropylene, and surfaces with adhesion of Enterococcus isolates and your Pool, and
vii) evaluate the removal of three isolated and his Pool, attached to surfaces, subjected
to three types of sanitizers (benzalkonium chloride, dichloroisocyanurate sodium and
peracetic acid). The isolates were gram-positive, catalase negative, gas producers, with
proteolytic activity and low acidifying activity. Most isolates showed high capacity of
diacetyl (33 isolates) and gelatinous clot formation (35 isolates). The isolates underwent
genetic characterization were identified as E. faecium and E. durans. The results of
multiplication kinetics showed that the temperature of 30 °C, the BAL samples showed
higher rates of multiplication (i) and shorter lag phase, compared to temperatures of

15 °C and 45 °C. The number of adhered cells of Enterococcus increased with contact
time for all tested surfaces. In the interval of O h to 24 h of contact, there was an
increase in the number of adhered cells by more than 8 log cycles for stainless steel
surfaces, more than 7 log cycles to the polyethylene surface, and an average of 6 log
cycles polypropylene. Based on the values of the contact angle, the surfaces of stainless
steel, polyethylene and polypropylene were classified as hydrophobic and hydrophilic
surfaces of BAL. Based on the values of the variation of the overall free energy of
interaction (AGIJT), the surfaces of polypropylene and BAL were classified as

hydrophilic, while the surfaces of stainless steel and polyethylene were classified as
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hydrophobic. The scanning electron microscopy allowed the visualization of surfaces
and adhered bacteria on the three surfaces. Sanitizers benzalkonium chloride, sodium
dichloroisocyanurate and peracetic acid at concentrations of 200 mg.L-1, 10 min action,
reduced Enterococcus cells with an average > 7.72 RD for stainless steel, average
> 7.17 RD for polyethylene and average > 5.62 RD for polypropylene. Thus, it can be
said that, although Enterococcus present technological potential, this micro-organism

when found in high concentrations is indicative of poor sanitary conditions.
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1 INTRODUCAO

Na llha do Marajé, localizada no Estado do Para, a producdo do queijo
artesanal do Maraj6 é de grande importancia histérica, cultural, social e econémica. O
derivado é elaborado a partir de leite cru de bufala, em pequenas propriedades rurais,
com mao-de-obra familiar, com tecnologias simples como a coagulagdo natural,
prensagem manual, entre outras. Essa pratica de elaboracdo artesanal insere aos
produtos uma microbiota diversificada, representativa de cada regido na qual o produto
€ elaborado, e confere ao queijo caracteristicas diferenciadas.

Mesmo diante dos avancos tecnolégicos e das pesquisas dos ultimos anos, a
elaboracdo de queijos artesanais ainda enfrentam varios problemas. Entre esses
problemas, destacam-se as condi¢cdes de higiene das superficies de que entram em
contato com o processamento de alimento, por serem fontes potenciais de micro-
organismos deterioradores e patogénicos.

Uma grande parte dos micro-organismos presentes em leite e derivados é capaz
de organizar-se em biofilmes, e as consequéncias da formacao destes sao alimentos com
uma populacdo microbiana acima do permitido pela legislacdo e com grandes perdas
econdmicas. A presenca de biofilmes € uma grande preocupa¢do uma vez que bactérias
quando em biofilmes sdo mais dificeis de serem removidas do que as células que se
encontram livres. Muitas dessas bactérias aderem as superficies e permanecem viaveis
mesmo apos a higienizacdo, e pode despresaldas superficies e contaminar os
alimentos, o que influencia na qualidade e seguranca dos alimentos procesgades,
colocar em risco a saude dos consumidores (FIGUEIREDO et al., 2007; ANDRADE et
al., 2008).

As bactérias do género Enterococcus sdo frequentemente encontradas em leite
e derivados, principalmente em queijos, devido a caracteristicas como resisténcia a
pasteurizacdo, por serem termorresistentes, e a refrigeracdo, por serem psicrotroficas
Além disso, sua presenca em queijos artesanais, elaborados sem cuidados higiénico-
sanitarios também séo frequentes. Varias caracteristicas tecnolégicas, como a producao
de compostos aromaticos, tém sido relacionadas a estes micro-organismos, sendo
possivelmente os responsaveis pela producéo de compostos associados ao sabor e aroms
caracteristicos em alguns queijos (ROSADO e KUAYE, 2009; NOBREGA, 2012).

O género Enterococcesta dentre os micro-organismos capazes de aderir com
possivel formacao de biofilme em superficies de equipamentos e utensilios, constituindo

assim uma fonte potencial de contaminacdo dos alimentos (ANDRADE et al., 1998a;
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MARQUES et al., 2005). Por essa razéo, torna-se importante conhecer suas principais
caracteristicas, que podem influenciar na qualidade do produto. Assim, os objetivos
desta pesquisa foram:

- Estudar o potencial tecnoldgico de quarenta isolados de bactérias acido laticas
(BAL) de Queijo do Marajo, Tipo Creme.

- ldentificar geneticamente isolados de BAL do Queijo do Marajé, Tipo
Creme;

- Determinar os parametros cinéticos de multiplicagcdo microbiana (taxa de
multiplicacdo e tempo de lag) de isolados de Enterococcus e seu Pool, em trés
temperaturas diferentes (15 °C, 30 °C e 45 °C);

- Avaliar a adeséo de isolados de Enterococcus e o seu Pool em superficies de
aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, em cinco (5) diferentes tempos de contato
(Oh,6h,12h, 18 h e 24 h);

- Estudar a interacdo entre as superficies de aco inoxidavel, polietileno e
polipropileno e os isolados de Enterococcus e o seu Pool, por meio da medida do
angulo de contato, energia livre de hidrofobicidade e a energia livre de adeséo;

- Avaliar a microtopografia das superficies de aco inoxidavel, polietileno e
polipropileno, e das superficies com adesao de isolados de Enterococcus e seu Pool;

- Avaliar a remocade isolados de Enterococcus e seu Pool, aderidos as
superficies de aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, a trés tipos de sanitizantes
(cloreto de benzalcdnio, dicloroisocianurato de sodio e acido peracético);

- Fornecer subsidios as queijarias localizadas na llha do Maraj6, para aumentar
a seguranca&qualidade microbiol6gica dos derivados.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1 QUEIJOS ARTESANAIS NO BRASIL

Segundo o artigo 508 do Regulamento de Inspecdo Industrial e sanitaria de
produtos de origem animal (RIISPOA), entesdepor queijo “o produto fresco ou
maturado, que € obtido por separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido
(integral, parcial ou totalmente desnatado) ou de soro lacteos, coagulado pela agéo fisica
do coalho, enzimas especificas de bactérias especificas, de acidos orgéanicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para seu uso alimentar, com ou sem agregacao de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes ¢ corantes” (BRASIL, 1997a).

O queijo artesanal € definido como o queijo produzido na prépria fazenda, a
partir de leite cru e integral (MINAS GERAIS, 2002). Sdo produtos processados
segundo métodos tradicionais em pequena escala, muitas vezes por familia ou por um
determinado grupo. Sua denominacgdo algumas vezes, € ligada ao nome do municipio de
sua origem ou ao local de maior producéo (SEBRAE, 2008).

A producdo de queijo artesanal constitui uma das importantes atividades que
promovem a geracdo de valor a pequena propriedade rural, com grande importancia
econdmica, social e cultural. A econdmica, como sendo principal fonte de renda ou na
complementacdo da renda das familias que comercializam o produto. A social, como
instrumento capaz de conter o éxodo rural, mantendo o produtor rural no campo e
contribuindo desta forma para a geragao de novos postos de trabalho. E a cultural por
representar referéncias culinarias regionais.

Estudos recentes tém mostrado que queijos artesanais apresentam uma
microbiota particular para diferentes tecnologias de fabricacdo e area geogréfica de
origem, e essa microbiota € bastante heterogénea e modifica-se durante o periodo de
estocagem ou maturacdo dos queijos (KONGO et al.,, 2007; SILVA et al., 2010;
NOBREGA, 2012). A ampliacdo do conhecimento sobre as populagdes microbianas,
naturalmente presentes em queijos artesanais, ajuda a prevenir a extincdo da sua
biodiversidade e, consequentemente, a perda de uma grande variedade destes produtos
(BERESFORD et al, 2001).

A fabricacdo de queijos artesanais necessita seguir normas rigorosas de higiene.
Além disso, a matéria-prima deve originar-se de animais em condi¢cdes sanitarias
adequadas e fiscalizadas. Falhas no controle de qualidade tanto da matéria-prima,
guanto no seu beneficiamento e estocagem, podem resultar em um produto de ma

qualidade e em risco de toxinfec¢cdes nos consumidores.
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Devido as inumeras reivindicacbes para fins de legalizacdo dos queijos
artesanais, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA criou regras
através da Instrucdo Normativa 57, publicada no Diario Oficial da Unido, em
16/12/2011. A regulamentacdo prevé a possibilidade de maturacdo de queijos por
periodo menor que 60 dias e define requisitos para sua producdo, para garantir a
qualidade e atend@aos aspectos de saude publica. As normas, no entanto, sdo restritas
apenas para queijarias localizadas em regides -certificadas, ou tradicionalmente
reconhecidas, e instaladas em propriedades produtoras de leite cru com status livre de
tuberculose, brucelose e controle de mastite.

A partir das adequacfes necessarias, a producao de queijos artesanais passa a sel
incluida no Sisbi-POA (Sistema Brasileiro de Inspe¢do de Produto de Origem Animal)
do Suasa (Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria). A inclusdo, que se
iniciou pelas propriedades fixadas em Minas Gerais, Estado onde se concentra a maioria
das queijarias artesanais no pais, permite que os produtos com o selo do SIM (Servico
de Inspecdo Municipal) ou do SIE (Servico de Inspecdo Estadual) sejam
comercializados em todo o territério nacional com equivaléncia ao selo do SIF (Servico

de Inspecéo Federal).

2.2 QUEIJO DO MARAJO

Define-se 0 Queijo do Marajé como sen@oproduto elaborado artesanalmente
na area geogréfica do arquipélago do Marajo, conforme a tradicao histérica e cultural da
regido, obtido pela fusdo da massa coalhada, dessorada de leite de bufala e/ou leite de
bafala misturado com leite bovino na propor¢cdo maxima de 40 %, lavada com agua ou
leite de budfala ou bovino, obtido por coagulacdo espontanea e adicionado de creme de
leite ou manteiga” (PARA, 2013). Apresenta textura macia, compacta e fechada, com
pequenos poros, aroma agradavel, de cor branca, sabor ligeiramente acido e salgado
(FIGUEIREDO, 2006; SIMOES et al, 2014).

A fabricacdo desse produto é uma tradicho no Marajé, mesmo antes da
introducdo dos bubalinos, no final do século XIX, por fazendeiros portugueses e
franceses residentes no local (FIGUEIRAS e QUADROS, 2002). No Marajo, os bufalos
encontraram condi¢cdes propicias para seu desenvolvimento, devido as pastagens
naturais e campos inundaveis, o que beneficia a reproducdo da espécie. O leite de

bafala, que era consumido apenas na dieta alimentar dos nativos da regido, foi testado e
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passou a ser empregado na fabricacdo do Queijo do Marajo, misturado ao leite bovino.
O Sr. Jodo Batista Lima foi o primeiro criador a explorar a bufala como produtora de
leite, elaborando em suas fazendas dos municipios de Cachoeira do Arari e Soure, 0
queijo Tipo Manteiga. Na mesma época, o produtor Francisco de Castro Ribeiro
comecou a inovar tecnologicamente a producdo de queijo, importando da Holanda a
primeira desnatadeira, originando o Tipo Creme (SILVA e OLIVEIRA, 2003).

O produto foi rapidamente aceito pelos habitantes do Para. Nos anos atuais, esse
queijo faz parte do habito alimentar do paraense, e quase 70 % desse derivado é
elaborado, exclusivamente, com leite de bufala (FIGUEIREDO et al, 2011).

De acordo com IBGE, em 2010, o rebanho nacional de bubalinos era de
1.207,461 milhdes de animais. A regido Norte, com 820.295 animais, é a que possui 0
maior quantitativo. Das 820.295 cabecas da regido Norte, o Para € o Estado em que se
encontra o maior efetivo de bubalinos, com 492.495 mil animais, que responde por
60 % do rebanho dessa regido. A Ilha do Marajé representa 62,5 % do efetivo bubalino
do Estado. Os municipios de Soure, Salvaterra e Cachoeira do Arari s8o 0s maiores
centros produtores do Pard de queijo de leite de bufala, constituindo-se como um
investimento atrativo para a economia local (FIGUEIREDO et al., 2011). No periodo de
safra, quando ocorre o periodo das chuvas (outubro a janeiro), com um volume de
12 toneladas/dia, a producdo de Queijo do Maraj6 é estimada em 1.500 kg/dia,
provenientes de cerca de 60 queijarias pertencentes a llha (SEBRAE, 2013). A
comercializa¢do € caracterizada pela venda direta ao consumidor, feita “in loco” pela
propria populagéo, e ao intermediario, 0 que é mais comum, o qual se desloca até o
centro produtor, e adgeio derivado por um preco abaixo do ofertado, para entrega-lo,
posteriormente, aos consumidsr

Existem duas variedades de Queijo do Maraj6, o Tipo Creme, quando o
cozimento da massa é feito adicionando-se o creme obtido do desnate, com cerca de
50 % de umidade e 22 % de lipideos, e o Tipo Manteiga, quando em seu cozimento &
adicionada a manteiga propriamente dita, com 35 % de umidade e teor de 42 % de
lipideos (LOURENCO e SOUSA, 2005). A maioria do queijo Tipo Manteiga €&
produzida em Cachoeira do Arari, haja vista que ndo ha queijarias com desnatadeira
neste local. Em Soure e Salvaterra, produz-se predominantemente o Tipo Creme
(FIGUEIREDO, 2006; BITTENCOURT et al., 2013

Para a elaboracdo desse produto, o leite bubalino € inicialmente filtrado, com
crivo de malha fina, com a finalidade de remover as sujidades grosseiras. Em seguida, &

submetido a centrifugacdo ou desnate, separando-se o leite e o creme. O leite é
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transferido para um tanque, por um periodo de 24 h, sob temperatura média de 26 °C,
para a fermentagao natural.

A massa resultante é colocada em sacos de nylon para dessora. E feita uma
primeira lavagem com agua, em tachos de aco inoxidavel, e posteriormente a massa €
levada ao aquecimento de £ 55 °C. Ocorre a prensagem da massa, e posteriormente uma
segunda lavagem com &gua. As lavagens tém como objetivo diminuir a acidez da
mesma, para 12° Dornic ou pH 5,2. A massa € submetida ao 1° cozimento, sob
temperatura de + 80 °C. Em seguida ocorre nova dessora (22 prensagem). Adicionam-se,
sobre a massa, 10 % de leite desnatado, fresco, proporcional ao volume da massa inicial.

Procede-se um segundo cozimento, a £ 80 °C por 15 min, e em seguida uma
nova dessora (32 prensagem). Baa-resfriamento da massa, e posteriormente o corte e
a moagem. Faz-se a moagem da massa, homogeneamente, com auxilio de moedor, até
atingir aspecto de “esfarelamento”. Sobre a massa esfarelada, sdo adicionados sorbato
de potassio (+ 0,1 %) e cloreto de sédio (de 1 a 2 %), proporcional ao volume da massa
inicial, ambos autorizados pela Portaria n° 418 (PARA, 2013).

O creme e a manteiga, obtidos no desnate, sdo adicionados lentamente, em
pequenas propor¢des, nos queijos Tipo Creme e Manteiga, respectivamente, até que a
massa absorva todo o creme e a manteiga adicionados. Procede-se a mexedura, sob
temperatura de 55 °C, por aproximadamente 30 min (3° cozimento), até que o queijo
atinja o “ponto”, percebido quando se desprende do fundo do tacho. Ocorre o pré-
resfriamento, em local arejado, e segue-se a enformagem dos produtos.

De acordo com o reportado por Bendelak (2005), e Figueiredo et al. (2011), e
seguindo os parametros da Portaria n°® 418 (PARA, 2013), o Queijo do Marajo é
classificado como gordo ou extra gordo (maximo de 65 % de matéria gorda no extrato
seco; e maximo de 40 % de gordura total) e de média a alta umidade (minimo de 35 % e
maximo de 50 %).

Figueiredo et al. (2011) realizaram uma analise descritiva do Queijo do Marajo,
Tipo Creme, com 20 provadores treinados, e verificaram que o mesmo foi caracterizado
como um produto de elevada maciez, sendo comparado com o0 requeijao cremoso. A
textura “borrachamento” foi muito pouco perceptivel entre os provadores. A coloracao
encontrava-se de acordo com sufirdgdo, sendo caracterizado como um derivado de
cor branca. O aroma “lacteo” apresentou-se mais perceptivel para os provadores que o
aroma “4cido”. O gosto “4cido” e “salgado” ndo foram considerados de grande
intensidade, apesar de o referido queijo ter em sua fabricacdo elevada proporcao de

cloreto de sodio. No Teste de Aceitacdo, verificou-se a destacada aceitabilidade, em
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todos os atributos avaliados (cor, aroma, sabor e textura), com as médias oscilando entre
“gostei regularmente” a “gostei muito”.

O Queijo do Maraj6é é um produto que ndo recebe adi¢do de cultura latica, sendo
sua fermentacdo espontanea, e ndo possui nenhum tipo de tratamento térmico no leite de
bufala. A fermentacédo ocorre em temperatura média d€ 28em recipientes abertos,
propiciando a multiplicacdo de micro-organismos patogénicos e/ou lacticos presentes no
leite ou provenientes da auséncia de Boas Praticas durante a ordenha e/ou fabricagéo
(FIGUEIREDO et al., 2011). Guimaraes (2011) isolou bactérias laticas de amostras de
Queijo do Marajo, de leite de bufala, em Caldo Man, Rugosa e Sharpe - MRS, e
observou que as amostras de queijo apresentaram contagens que variaram de
< 1,00 log UFC/g a 6,39 log UFC/g.

Fazendo-se uma comparacédo as duas estacdes do ano, periodo seco g chuvoso
Guimaraes (2011) verificou que no periodo seco foram isoladas menos BAL (83) no
Queijo do Maraj6é que no periodo chuvoso (200). Dos 83 isolados obtidos no periodo
seco, somente 10 foram confirmados gram-positivos e catalase negativos, enquanto que
dos 200 isolados obtidos no outro periodo, 148 foram confirmados gram-positivos e
catalase negativos. As BAL isoladas no queijo Tipo Creme foram identificadas como:

L. lactis spp lactis, S. thermophilus e Enterococcus spp.

Um dos problemas de maior relevancia nas queijarias da llha do Maraj6 é a
falta de higiene e de cuidados basicos durante as etapas de elaboracdo do produto
(BENDELAK, 2005; FIGUEIREDO, 2006; BITTENCOURT et al., 2018lo que se
refere as caracteristicas microbiolégicas, ao analisar o Queijo do Marajo, Tipo Creme,
elaborado sem cuidados higiénico-sanitarios, Toro e Sousa (2002), e Figueiredo (2006)
verificaram a presenca de bactérias aerébias meséfilas, com média de 20FCAd)

e fungos filamentosos e leveduras, com média de 5 }JECG/g. Somente Bendelak,

em 2004, observou a presenca de coliformes totais e termotolerantes, com contagens de
110 NMP/g. A contaminagédo por Salmonella sp. e Staphylococcus aureus ndo sao
frequentemente observadas.

Na avaliacdo da vida de prateleira do derivado durante 15 dias de
armazenamento, sob temperatura de 10 °C, Lourenco e Sousa (2005) verificaram que os
resultados para coliformes totais aumentaram de 3 NMP/g para 240 NMP/g, e
coliformes termotolerantes aumentaram de < 3 NMP/g para 240 NMP/g, tornando-se
inadequado ao consumo humano a partir do 15° dia. Figueiredo (2006), ao elaborar o
mesmo produto com Boas Praticas de Higiene observou que o0 mesmo sé se tornou

inadequado ao consumo humano, a partir do 21° dia, com a multiplicacdo de fungos
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filamentosos e leveduras, com niveis de 6,4 % UBC/g, pois segundo a Portaria
n°. 001, de 28/01/1987, o limite maximo permitido para fungos filamentosos e leveduras
em queijo fundido e/ou pasteurizado é d2URC/g (BRASIL, 1987).

A infraestrutura de 70 % das queijarias da llha do Maraj6o é inadequada,
possuem instalacdes zootécnicas incipientes, com constru¢cdes de madeira inadequadas
as exigéncias das instituicbes de fiscalizacdo sanitaria animal. Bendelak (2004),
Figueiredo (2006), e Simdes et al. (2014) constataram que os locais de ordenha nao
apresentam condi¢cdes adequadas de higiene, além da ordenha ser realizada sem o uso d
Boas Praticas. Pesquisas realizadas por Figueiredo (2006) e Simdes et al. (2014)
comprovaram que durante as etapas de elaborag&o do derivado ocorrem diversas falhas
higiénicas. Simdes et al. (2014) encontraram a presenca de fragmentos de tecido de
algodao, provenientes dos sacos utilizados para filtracdo do leite e do soro, em 100 %
das amostras de queijo analisadas. Pélos e fragmentos de insetos também foram
encontrados em todas as amostras.

Entretanto, desde 2010, alguns laticinios do Marajé tém tentado melhorar o
padrdo de qualidade da producado do queijo, implantando as Boas Praticas de Fabricacao
e aplicando o processo de pasteurizacdo na matéria-prima (GUIMARAES, 2011). E em
2013, considerando a importancia socioeconémica do Queijo do Marajé para o Para, a
importancia de se estabelecer normas higiénico-sanitarias e Boas Praticas de Producéo e
de Fabricacdo, suas caracteristicas histéricas e culturais do Maraj6é, bem como a
necessidade de caracterizar seu processo de producdo, a Agéncia Estadual de Defesa
Agropecuéaria do Estado do Pard ADEPARA, através da Portaria n°® 418, de
04/03/2013, aprovou o Regulamento Técnico de Producdo do Queijo do Marajo
(PARA, 2013).

Esta portaria descreve as Boas Préticas Agricol8PA, Boas Préticas de
Fabricacdo- BPF, Controle da Producéo Aplicada as Queijarias, e Padrbes e Identidade
e Qualidade do Queijo do Marajé, a fim de garantir as condi¢des higiénico-sanitarias, de
seguranca e controles de fabricacdo, para obtencdo de um produto de qualidade e seguro
(PARA, 2013).

2.3 BACTERIAS ACIDO LATICAS EM QUEIJOS ARTESANAIS

A producdo de queijos artesanais envolve a participacdo de diversos

micro-organismos. Essa microbiota pode ser dividida em dois grupos: bactérias acido
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laticas denominadas de Starters - SLAB e micro-organismos secundarios, denominados
de Non Starter Lactic Acid Bacteria - NSLAB. As bactérias SLAB estdo envsiniaa
producdo de &cido durante a fabricagdo do queijo e contribuem no processo de
maturacdo. As bactérias NSLAB ndo contribuem para a producdo de acido, mas em
geral, desempenham um papel significativo durante a maturacdo, multiplicando-se
internamente em uma grande variedade de queijos (BERESFORD et al., 2001).

Em diferentes tipos de queijos elaborados com leite in natura ou pasteurizado,
a classe dominante de NSLAB sao lactobacilos facultativos homofermentativos,
especialmente Lactobacillus casei, Lactobacillus planta&ruattobacillus curvatus, e
estritos heterofermentativos, particularmente Lactobacillus brevis, sendo encontrado em
menor quantidade (BERESFORD et al., 2001).

As SLAB sdo as principais responsaveis pela inibicdo de micro-organismos
patogénicos. De acordo com sua espécie, sdo utilizadas como culturas iniciadoras em
alimentos fermentados, e produzem vérias substancias antimicrobianas utilizadas para a
bioconservacdo de alimentos (ARAUJO et al., 2008). Outro aspecto importante é a sua
contribuicdo no desenvolvimento das propriedades sensoriais dos alimentos
fermentados, pela capacidade de produzir um grande numero de enzimas glicoliticas,
proteoliticas e lipoliticas, transformando os nutrientes do meio em compostos com
propriedades sensoriais complexas, com mod#icgradativa da estrutura e do aroma
dos alimentos fermentados. A degradacdo da caseina, por exemplo, por proteinases e
peptidases contribui para a formacéo da textura e caracteristicas sensoriais dos queijos,
reducdo do pH e retencdo de agua na massa pelos aminoacidos e peptideos livres. Os
aminoacidos formados podem ainda ser degradados em aminas, éséeides, 0s
guais contribuem para a producéo de aromas (SILVA et al., 2010).

Bactérias 4cido laticas (BAL) pertencem ao grupo de micro-organismos gram-
positivos, catalase negativos, embora algumas espécies possam produzir uma pseudo-
catalase quando multiplicadas em meio com baixa concentracdo de acucar, néo
formadores de esporos e que geralmente se multiplicam sob condigcbes microaerofilas
ou estritamente anaerdbicas. Os mais importantes géneros de BAL sdo Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium e Tetragenococcus (FOX et al., 2000; BERESFORD et al., 2001).

Podem ser agrupadas em homofermentativas e heterofermentativas, de acordo
com os produtos de fermentacdo. As homofermentativas produzem &cido latico a partir
da glucose enquanto as heterofermentativas produzem dioxido de carbono, éacido

aceético, etanol, dentre outras, além de acido latico (FOX et al., ZR&3plta-se que,
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no caso especifico das BAL heterofermentativas, sua utilizacdo em alimentos é,
sobretudo, pela sua capacidade de produzir compostos flavorizantes, muito mais do que
pela sua habilidade acidificante. Isto ocorre porque esses micro-organismos utilizam na
fermentacdo de hexoses a via pentose monofosfato, conmc@oatirante o processo
de conversao de hexose em pentose, substancias aromaticas, como aldeido e diacetil
(MACEDO et al., 2001

Estes micro-organismos podem ser divididos, ainda, de acordo com a
temperatura de multiplicagdo, em mesofilicos e termofilicos. Os mesofilicos
multiplicam-se a uma temperatura 6tima de 30 °C e os termofilicos multiplicam-se a
uma temperatura 6tima de 42 °C (FOX et al., 2000). Entre as culturas mesofilicas
encontram-se Lactococcus lactis sp. laetisactococcus lactis ssp. cremoris, sendo
utilizados para os queijos processados em temperaturas moderadas, ou seja, inferiores a
40 °C, como queijo tipo Gouda e Edam. Para queijos que requerem altas temperaturas
durante o processamento, sdo utilizadas culturas termofilicas como Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus delbrueckii ssp. (HELLER et al.,
2008).

2.3.1 Enterococcus

Anteriormente, Enterococcus eram classificados como um grupo pertencente
ao género Streptococcus, mais precisamente aos estreptococos do grupo D de
Lancefield, também conhecido com@upo dos “estreptococos fecais”. Entretanto,
técnicas modernas de classificagdo como o sequenciamento do 16s rDNA resultaram na
transferéncia de alguns membros do género Streptococcus do grupo D de Lancefield ao
novo género Enterococcus, que pertencem a familia Enterococcaceae, composto pelos
géneros Atopobacter, Catellicoccus, Melissococcus, Pilibacter. Tetragenoaccus
Vagococcus (GIRAFFA, 2003).

Esse género inclui mais de 20 espécies, sendo E. faecium, E. facEalis
durans as espécies mais frequentes em produtos lacteos. Sao encontrados em grandes
propor¢cdes no trato gastrointestinal de mamiferos, no solo, superficie das aguas e
plantas. Entre outras caracteristicas, podem ocorrer sob a forma de cocos isolados, em
pares, ou em cadeias curtas, sdo homofermentativos, ndo esporulados, gram-positivos,

catalase negativo, e anaerobios facultativos (FORTINA et al., 2003).
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E o género de BAL mais controverso ndo sendo considerado GRAS
(Geralmente Reconhecido Como Seguro), pois alguns estudos o apontam como
patbgeno emergente para humanos. Segundo Carvalho (2007), a preocupagdo para a
saude publica com a presenca de Enterococcus em alimentos esta relacionada ao seu
habitat entérico, seu uso como indicadores de seguranca alimentar e seu possivel
envolvimento em doencas de origem alimenNo entanto, por muito tempo estes
micro-organismos foram considerados de baixa capacidade patogénica, devido a falta de
fatores potenciais de viruléncia quando comparados com patdogenos como
Staphylococcus auregd.isteria monocytogenes (FORTINA et al., 2003).

Ocorrem em uma grande variedade de queijos, especialmente em queijos
artesanais, os quais séo produzidos a partir de leite cru. Nesses produtos, Enterococcus
advém da matéria-prima ou do ambiente, de acordo com as condicGes de higiene do
processo (FONTAN et al., 2001; MEDINA et al., 2001). Sua presenca nos alimentos é
associada a contaminacdes intestinais ou ambientais e multiplicam-se durante a
fermentacdo (GIRAFFA, 2003), frequentemente presentes em grande numero em
produtos lacteos (SARANTINOPOULOS et al., 2001). Sobrevivem a condi¢cdes
adversas, como pH, temperaturas e salinidade extremos (CARIDI et al., 2003).

A presenca destes micro-organismos em queijos produzidos com leite
pasteurizado é associada a sua capacidade de crescimento em uma ampla faixa de
temperatura, de 10 a 45 °C, sendo a temperatura 6tima de crescimento 35 °C. Apresenta
grande resisténcia a altas temperaturas, tendo espécies que podem sobreviver a 60 °C
por 30 min, sendo consideradas termorresistentes. Também podem aumentar durante a
refrigeracdo do leite. No entanto, a alta contaminagdo de Enterococcus em alguns
gueijos industrializados a partir de leite pasteurizado, geralmente resulta de praticas
inadequadas de higiene durante a elaboracédo dos mesmos (CARIDI et al.,, 2003).

De acordo com Folquié-Moreno et al. (2006), existem algumas excec¢des para
este género. Ha espécies que nao crescenf@,4osmo E. dispar, E. malodoratus, E.
moraviensise E. sulfureos, e outras que ndo crescem a 10 °C, como E. ceedum
columbae. Ha aquelas que se desenvolvem pouco ou hdo se desenvolvem na presenca
de 6,5 % de NaCl, como por exemplo E. avium, E. columbae, E. cemrm
saccharominimus.

Enquanto alguns estudos mostram a relacdo entre a presenca desta bactéria e a
deterioracéo de alguns produtos alimentares, outros defendem o seu papel de promover
caracteristicas sensoriais desejaveis em queijos e produtos fermentados (FOLQUIE-

MORENO et al., 2006; MORENO et al., 2006). Sua influéncia positiva em queijos é
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devida ao desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, por rea¢cdes bioquimicas como
a protedlise, lipdlise, utilizagédo do citrato e producado de compostos aromaticos volateis.
Produzem substancias que atuam no flavor como diacetil e acetoina, além de enzimas,
que durante a maturacdo, podem contribuir para a textura dos produtos (ARAUJO et al.,
2008).

Além disto, algumas espécies podem produzir bacteriocinas, motivo pelo qual
sdo aplicadas como fermento latico primério (GIRAFFA, 2003). Bacteriocinas
produzidas por Enterococcus possuem atividade antimicrobiana sobre bactérias gram-
positivas, incluindo bactérias formadoras de esporos e bactérias patogénicas como
Listeria spp. Estas bacteriocinas tém sido motivo de investigacdo pela possibilidade de
serem empregadas na biopreservacdo dos alimentos devido principalmente as
caracteristicas de resisténcia ao calor e a atividade em ampla faixa de pH
(SARANTINOPOQULOS et al., 200MMORENO et al., 2006

Em trabalho realizado por Carvalho (2007) sobre a avaliacdo da atividade
antagonista e producao de bacteriocinas por BAL contra Listeria spp., foi verificado que
as culturas de Enterococcus foram as que apresentaram maior poder de inibicdo. Dentre
os 37 Enterococcus considerados ndo patogénicos, 21 culturas da espécie E. faecium,
impediram o crescimento de cepas de Listeria spp. Essa acdo inibitéria foi
desencadeada por bacteriocinas, porque 0s mesmos isolados que apresentaram atividade
antagonista, também foram produtores de bacteriocinas.

Ressalta-se o papel que podem desempenhar como probiéticos, tendo algumas
estirpes, propriedades que permitem a inibicdo de micro-organismos patogénicos, que
reforcam as barreiras mucosas, que estimulam o sistema imunol6gico e que diminuem
as concentracOes de colesterol no sangue. No entanto, a utilizacdo de Enterococcus
como probidticos tem sido posta em causa devido ao aumento de estirpes que
apresentam resisténcias a antibidticos e a crescente associacdo desse género com
doencas em humanos (CARVALHO, 2007). Fonseca (2010) afirmou que E. faecalis
E. faecium sdo as principais espécies que atuam como bactérias probidticas, por
promover o desenvolvimento da microbiota intestinal, fortalecer o sistema imunoldgico
e reduzir a inflamacéo, mas sendo as mesmas, as principais causadoras de infec¢ao e as

mais frequentemente isoladas em amostras clinicas.

2.4 ADESAO BACTERIANA E FORMACAO DE BIOFILME
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Em seu habitat, as bactérias podem existir em duas formas diferentes: no
estado plancténico, em que se apresentam de forma livre, e no estado séssil, em que
estdo aderidas a uma superficie. O principal conceito do estudo de biofilmes é a
diferenca no estado fisioldgico destas bactérias (AZEREDO et al).2011

A adesédo e a formacéo de biofilmes microbianos podem ser indesejaveis sob
diversos aspectos na industria de alimentos, uma vez que podem reduzir a eficiéncia de
transferéncia de calor em trocadores de calor, reduzir o escoamento em tubulacdes,
desencadear processos corrosivos e, principalmente, tornarem-se fontes de
contaminagcdo microbiana (ANDRADE et al., 2008). Sob o aspecto microbiologico, a
adesdo pode constituir-se de micro-organismos alteradores e/ou patogénicos, que
resultam em graves problemas de higiene, de saude publica e de ordem econdémica
(AZEREDO et al., 2011).

Por outro lado, a formacado de biofilmes pode ser desejavel para as inddstrias,
com em estacdes de tratamento de agua ou de efluentes e reducdo da quantidade de
matéria organica na agua ou efluentes, através da interagdo com biofilmes (XAVIER et
al., 2005). Para a industria de alimentos, alguns exemplos podem ser citados, como a
producdo de vinagre, acido citrico e vinho, no qual as bactérias produtoras de acido
acético crescem em biofilmes sobre camadas finas dos tonéis de madeira ou de concreto
apresentando como funcado a conversao do substrato em produto final (GARRETT et al.,
2008.

Para o inicio da formacdo de um biofilme, € necessario que ocorra primeiro a
adsorcdo de residuos organicos a superficie, levando a formacdo de um filme
condicionante sobre o qual as bactérias iniciam a adesdo. O filme condicionante é
estabelecido nos primeiros 5 a 10 s, pela acao da forca gravitacional ou pelo movimento
do fluido que conduzira particulas organicas e inorganicas, como lipideos, sais minerais
e proteinas, a superficie do substrato em meio aquoso (ANDRADE et al., 2008).

Na primeira etapa de adesdo da bactéria a superficie, ocorre inicialmente a
adsorcéao reversivel, regulada pela atracao eletrostéatica e por forcas fisicas, como forcas
de van der Waals e interacdes hidrofobicas, o que propicia facil remocéo da célula
bacteriana. Estas for¢cas sdo dependentes das propriedades fisico-quimicas da superficie
e da superficie da bactéria, que séo a hidrofobicidade e a carga elétrica. Nesta etapa, as
bactérias exibem movimento aleatério randdnico, podendo ser facilmente desagregadas
da superficie com a higienizacdo (HOOD e ZOTTOLA, 1995

Ja a segunda etapa é€ irreversivel, uma vez que o tempo de aderéncia inclui

adesédo fisico-quimica da célula a superficie por material extracelular de natureza
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polissacaridica ou proteica, produzido pelo micro-organismo, denominado matriz de
glicocalix. O glicocalix auxilia a formacédo do biofilme e é produzido apenas apés a
adeséo superficial fornecendo condi¢cdes para adesao do peptideoglicano presente na
parede celular de bactérias gram-positivas e na parte externa da membranalagterna
bactérias gram-negativas de natureza lipoprotéica (HOOD e ZOTTOLA, HIF e
MATSUMOTO, 2010.

No controle e na prevencéo de biofilmes microbianos, a etapa de remocéo de
residuos é fundamental. Um biofilme presente em uma superficie com residuos
oriundos de alimentos impede uma efetiva penetracdo do sanitizantes para inativar os
micro-organismos. O sanitizante interage com residuos de proteinas, gorduras,
carboidratos e minerais, fazendo com que sua atividade seja ainda mais prejudicada. As
bactérias aderidas sdo cobertas com material organico, que pode inibir a penetracdo do
sanitizantes devido a perda de propriedades umectantes. Portanto, a atividade de
detergéncia é necesséaria para remover essa camada externa, antes da utilizacdo do
sanitizantes. Quando o biofilme é tratado corretamente com detergentes, antes do uso de
sanitizantes, a populacdo de micro-organismos sera reduzida. No entanto,
procedimentos de higienizacdo incorretos ndo removem e nem inativam 0S micro-
organismos aderidos. Ressalta-se que micro-organismos mortos devem ser removidos,
pois, do contrério, pode agir como um filme condicionante e como fonte de nutrientes
para uma posterior formacéao de biofilmes (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

As células em biofilmes também sé&o resistentes a exposicdo a luz ultravioleta,
toxicidade de metais, exposicdo a acidos, desidratacdo e fagocitose (GARRETT et al.,
2008.

A colonizacdo microbiana e consequentemente, a formacdo de biofilme, é
acompanhada por processos fisico-quimicos e microbiolégicos (GARRETT et al., 2008;
HORI e MATSUMOTO, 2010).

2.4.1 Aspectos fisico-quimicos da adesao microbiana

O estudo da adesdo da bactéria a superficie requer o conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas da superficie da bactéria, da superficie de adeséo e da
interacdo entre elas. A possibilidade de formar ligagdes especificas entre a bactéria e a
superficie depende de suas composicdes fisico-quimicas e da composi¢cdo da camada

mais externa da célula. Além disso, deve-se considerar as caracteristicas do meio onde a
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célula se encontra como a presenca de substancias que podem condicionar as
superficies, pH, temperatura, tempo de exposi¢do, concentracdo de células microbianas,
tensao superficial e forga idnica do meio (CHAVES, 2004).

Diferentes abordagens foram utilizadas para descrever e prever a adeséo
bacteriana em superficies. Em geral, a adesdo pode ser descrita pela Teoria
Termodindmica, a qual utiliza a equagdo modificada de Dupré (Equacédo 1), a Teoria
DLVO e a Teoria DLVO Estendida, que complementa a primeira.

Na Teoria Termodinamica, a adesao ocorre quando durante o processo, houver
reducado da variacdo da energia livre de Gibbs total (variacdo da energia livesdle, ad
AGTT). Nesse modelo, ndo séo consideradas as interacdes eletrostaticas e as interagdes
especificas mediadas por exopolimeros ou apéndices extracelulares (AZEREDO et al.,
2011).

AG™T = Yo — Yo — Vi (1)

Em quey,, € a tensdo interfacial entre superficie e bactggaa tensdo
interfacial entre superficie e liquidoyg, a tensao interfacial entre bactéria e liquido,
sendo as unidades expressas em MJMAN OSS, 1991).

A adesdo de um micro-organismo a uma superficie sélida em solucdo aquosa
sé se estabelece se o filme de &gua que reveste as duas superficies for removido.
Portanto, a interface bactéria/liquidd)(e a interface superficie de adeséao/liqudd (
terdo que ser substituidas pela interface bactéria/superficie de adds@OHAVES,

2004).

Como todo sistema na natureza, a interacdo micro-organismo e superficie ira
proceder em direcéo a diminuicao de energia livre. Isso significa que a adesédo do micro-
organismo ocorrerd 6797 for negativa, mas sera termodinamicamente desfavoravel,
se for positiva. O calculo das tensbes interfagig e y;,; € possivel pela obtencédo da
medida do angulo de contat®) Entre substrato, ou bactéria, com liquidgmdrao cuja
componente da tensao interfacial € conhecida (VAN OSS,).18@1 Tabela 1, sédo

mostrados 0s componentes da tenséao interfacial de alguns liquidos, a 25 °C.

Tabela - Componentes da tensao de interfacial de liquidos, a 25 °C.

Liquido Tenséo Interfacial (mJA)

ylror v el Yi

15



o-Bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6

Fonte: VAN DER MEI et al. (1998).

Quando é utilizada a Teoria DLVO, 0s micro-organismos sdo considerados
particulas quimicamente inertes, ou seja, seriam como coloides liofébicos. Isso ocorre
uma vez que a maioria das bactérias ndo excede 2,0 um de comprimento e a sua
densidade é superior a da agua, podendo ser considerada, nesse caso, como particulas
coloidais vivas. Porém, ndo ha consideracdo dos aspectos microbiologicos da adesao.
Essa teoria afirma que a energia potencial total de interacdo entre dois corpos é
resultante da acdo combinada entre as forgas atrativas de Lifsfaitzder Waals e as
forcas de dupla camada elétrica (Equacéo 2), que geralmente séo repulsivas.

AGTOT = AGEL + AGHW (2)

Em queAGEL é a variacdo da energia livre das forcas da dupla camada elétrica,
e AGL" é avariacdo da energia livre das forcas da Lifshitan der Waals (VAN OSS
et al., 1990).

A Teoria DLVO considera apenas a atracao das forcas de longo alcance. No
entanto, quando uma particula ou micro-organismo estd muito préximo (2 a 5 nm) de
uma superficie, forcas de curto alcance passam a regular o processo, sendo denominadas
nao-DLVO. Van Oss et al. (1990) integraram o0s aspectos termodinamicos da adesao a
Teoria DLVO. Essa teoria ficou conhecida como XDLVO ou DLVO Estendida, e
considerou as forcas de curto alcance, principalmente as interacdes hidrofébicas. A
variacdo da energia livre das interacGes totais em uma supéAftrie’) é resultante
do somatdrio das energias livres das interacdes de Lifshén der WaalgAG:"),
interacGes acido-base de Lewisz4?), forcas eletrostaticas de dupla camada elétrica
(AGEL) e interacdes resultantes dos movimentos Brownigaa$®) (Equacdo 3)

(VAN OSS, 1991).

AGTOT = AGM + AGA® + AGP: + AGPR (3)

A intensidade das forcas de Lifshitz-Van der Waals é diretamente proporcional
ao tamanho das particulas que se interagem e na razao inversa da distancia a superficie.

As forcas de dupla-camada elétrica estdo relacionadas a carga elétrica superficial. A
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superficie de um sdlido eletricamente carregado em contato com uma solugdo aguosa
atrai ions de sinal contrario do meio e simultaneamente repele os de sinais iguais. Uma
vez que a maioria das superficies adquire carga negativa em solucéo, as forcas da dupla
camada elétrica apresentam, geralmente, um carater repulsivo. Dessa maneira, a adesao
somente serd irreversivel quando a variacdo da energia livre de Gibbs total for negativa
(AGT°T < 0) e a distancia entre a superficie e o micro-organismo for minima possivel
(ANDRADE et al., 2008).

2.4.1.1 Hidrofobicidade carga elétrica

As interacdes hidrofébicas possuem um papel importante na adesao de micro-
organismos. Sao induzidas por moléculas de agua situadas no meio deagolates.
As bactérias apresentam carga elétrica negativa em pH neutro, e podem apresentar
variacbes na hidrofobicidade, em funcdo do crescimento bacteriano, condi¢cdes de
cultivo e quantidade de agua do meio. Assim, a hidrofobicidade de bactérias gram-
negativas € aumentada quando a quantidade de agua no meio é reduzida porque a
membrana externa tem grande concentracédo de lipideos e pouco peptideoglicano. Ja as
bactérias gram-positivas sdo menos influenciadas pela modificacdo da umidade do
meio, em fungcéo de grande concentragcao de peptideoglicano em sua membrana e menor
quantidade de lipideos (STREVETT e CHEN, 2003).

A hidrofobicidade é expressa como energia hidrofébica de atracéo e estabelece
o grau de interacdo entre as moléculas de um material imerso em agua. E definida em
termos de energia livre de interacdo entre as moléculas das superficies imersas em agua
(AGI9T). Quando a variagdo da energia livre global de interagdo entre as moléculas
imersas em Agua ¢é atrativa, ou seja, o vala&x@lgy € negativo 4GI2T < 0), significa
gue as moléculas do sodlido tém maior afinidade entre si do que pela agua, sendo
considerada uma superficie hidrofébica. E quando a variacdo da energia livre global de
interacdo entre as moléculas de um sdlido imerso em agua € suficientemente repulsiva,
ou seja, o valor dAGIOT é positivo AGIZT > 0), a superficie é considerada hidrofilica
(VAN OSS e GIESE, 1995).

Dentre os varios métodos usados para determinar a hidrofobicidade incluem-se
a adesao microbiana a hidrocarbonetos, a cromatografia de interacdo hidrofdbica, a
adesdo a superficies hidrofébica, agregacao por adicdo de sais, particdo hidrofébica em

um sistema aquoso bifasico e a medida do angulo de contato. No entanto, o Unico
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meétodo que permite determinar um valor quantitativo da hidrofobicidade é a medida do
angulo de contato, pois os demais fornecem apenas um valor relativo para comparagao
entre micro-organismos ou superficies (CHAVES, 2004).

A carga elétrica superficial do micro-organismo, adquirida quando imersos em
solucéo aquosa é importante para a adeséo. Isso pode ocorrer por adsor¢cédo de ions ou
ionizagdo de grupos quimicos, uma vez que na superficie celular existem compostos
acidos, como os carboxilicos e fosfatos, e basicos, como o grupo amina, que reagem
com os ions OHe HO" presentes na solugdo. Além disso, este fendmeno € dependente
do pH do meio, sendo que em solu¢cbes proximas da neutralidade, as bactérias possuem
uma carga global negativa em consequéncia de haver um maior nUmero de grupos
fosfatos e carboxilicos. Porém, quando o pH é muito baixo, as bactérias podem
apresentar uma carga global positiva, por causa da predominancia de grupos amina
(DENYER et al., 1993).

Se a bactéria e a superficie apresentarem o mesmo sinal e 0 meio apresentar
elevada forca ibnica, haverd um maximo de energia potencial, ou energia de barreira e,
um minimo de energia, designado minimo primario, que se localiza a distancia inferior
a 2 nm da superficie. A reducéo de energia de barreira ocorre quando se aumenta a forca
ibnica do meio, em consequéncia da diminuicdo da energia potencial da dupla camada
elétrica. Quando o meio apresenta valores intermediarios de forca elétrica, 0 maximo de
energia diminui, mas aparece um minimo secundario. Nessas condi¢cdes, 0 maximo de
energia é em geral baixo e 0 seu valor € tanto menor quanto menor for a particula. Se o
maximo de energia for ultrapassado e o minimo primario for alcancado, a ligacao entre
a bactéria e o substrato torna-se irreversivel. Para valores elevados da forca i6nica do
meio, a energia potencial de interacdo € negativa, e nesse caso, todas as particulas
podem atingir o minimo primario. A existéncia de dois minimos de energia permite
distinguir, a adesdo reversivel, quando ocorre o minimo secundario, da ades&o

irreversivel, quando ocorre o minimo primario (GARRETT et al., 2008

2.4.1.2 Medicdo do angulo de contato

As energias livres das superficies podem ser determinadas pela medicdo do
angulo de contato, o qual permite medir a interagdo entre uma superficie e um liquido.
O angulo de contatod) formado por uma gota de um liquido sobre uma

superficie soélida é o angulo entre um plano tangente a uma gota e a superficie onde o
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liquido esta depositado. Este angulo permite avaliar a molhabilidade dessa superficie.
Se o liquido for a agua, o angulo formado sera relacionado a hidrofobicidade da
superficie. De acordo com Van Oss e Giese (1995), angulos inferiores a 50° indicam
uma superficie hidrofilica, e angulos superiores a 50°, indicam superficie hidrofébica.

Segundo Vogler (1998), uma superficie hidrofébica deve apresentar angulo de contato
com a agua superior a 65°.

A equacgao de Young-Good-Girifalco-Fowkes relaciona o angulo de contato
formado por um liquido sobre uma superficie sélida com os componentes da tensao
interfacial do liquido /", y;",¥;) e da superficieyt"’,yd,ys). Para realizar essas
medidas, deve-se utilizar um liquido apolar e dois polares, os quais devem cumprir 0
requisito de ter tensédo interfacial superior a tenséo interfacial do solido, para que o

mesmo nao se espalhe rapidamente, impossibilitando a medida (Equacéo 4).

(14 cosOYITT =2 ([yE"vE" + Jvsvi + Jvsvi) (4)

De acordo com a equacgdd’°T é a tensdo interfacial total do liquidg)” e
v&W séo as tensdes interfaciais das forgas de interagdes de Lifshitz-van den/Waals,
ys sdo as tensdes interfaciais dos componentes aceptores de elétrons do componente
acido-base @, ey, sdo as tensdes interfaciais dos componentes doadores de elétrons
do componente acido-base, e o0s subscritos | indicam superficie e liquido,
respectivamente. Para liquidos apolares, a componente polar da tenséo superficial € nula

e, portanto, a Equacao 4 reduz-se a Equacao 5:
yTOT
Yy = “— (1+cos 0)? (5)

As equacOes permitem determinar as componentes da tensao interfacial de
liquidos a 25 °C (Tabela 1) (VAN DER MEI et al., 1998

2.4.2 Aspectos microbioldgicos da adesdo microbiana

Sabe-se que o contetdo da matriz extracelular em substéncias poliméricas varia

de 50 a 90 %. A maioria dessas substancias € polissacaridea. Os acucares, como glicose,
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manose, frutose, N-acetilglicosamina, acido glucurdnico e acido galacturénico sao
tipicos constituintes do polissacarideo bacteriano (DENYER et al., 1993).

Algumas estruturas extracelulares, conhecidas como apéndices celulares,
podem facilitar a adesé@o das bactérias a superficie. Quando a bactéria ndo faz contato
direto com a superficie, a adesdo é mediada por estes apéndices que sao capazes de
sobrepor os efeitos da repulsdo eletrostética. Eles podem variar em tamanho e rigidez e
chegam a ter vérias vezes o tamanho da célula. Dentre estas estruturas extracelulares
destacam-se: os flagelos, que sdo estruturas responsaveis pela motilidade das bactérias €
medeiam a adeséo irreversivel que é estabelecida por pontes poliméricas; polimeros
extracelulares, que correspondem as substéncias excretadas pelas bactérias para o
ambiente, sendo sua producdo associada a adesdo irreversivel de bactérias a superficies
de adesdo por pontes poliméricas; as fimbrias, que sdo apéndices que nao estdo
associados a motilidade das bactérias, mas sédo responsaveis pela capacidade de adesa
das bactérias a outras bactérias, a células animais ou vegetais ou a particulas sélidas; e a
pili, estruturas similares as fimbrias, que sdo, em geral, mais longas, e também estdo
envolvida no processo de adesdo microbiana (CHAVES, 26MNMDRADE et al.,

2008.

Os apéndices contribuem para a caracteristica de superficie, assim como para a
hidrofobicidade, a carga superficial e a energia livre de superficie, além do fato de que
muitas substancias podem estar transientemente associadas com a superficie da célula e
afetar suas propriedades. Um exemplo é o composto ampifilico conhecido como &cido
lipoteicdico, que é essencialmente um constituinte da membrana citoplasméatica de
muitas bactérias gram-positivas. Porém, migra através da parede celular para o liquido
do meio ambiente. Na superficie da célula, o acido lipoteicéico pode atuar como uma
molécula especifica ligando, por exemplo, o Streptococcus pyogenes as células
epiteliais e, ao mesmo tempo, mediando a ligacdo na interface agua/hidrocarbono
(CHAVES, 2004).

As substancias poliméricas extracelulares influenciam as propriedades fisico-
quimicas dos biofilmes, incluindo difusividade, condutividade térmica e propriedades
reologicas. Por causa da densidade de cargas e do estado ibnico encontrado no
exopolissacarideo, pode ocorrer a formacao de uma barreira elétrica contra a difusdo de
diversas substancias, havendo uma filtracdo de moléculas, o que impede a entrada de
certas substancias no biofilme. A natureza altamente hidratada e predominantemente
polianidnica dos exopolissacarideos também evidencia que eles podem atuar como uma

matriz trocadora de ions, servindo para aumentar a concentracdo local de formas
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ibnicas, como metais pesados, amonia e potassio, dentre outros, que tém um efeito
oposto aos grupos anidnicos. Tal comportamento pode nao ter efeito sob nutrientes
carregados, incluindo acucares, contudo pode servir como armadilha para nutrientes
catidnicos, como aminas, especialmente sob condi¢des oligotréficas (DENYER et al.,
1993).

2.5 BIOFILMES NA FABRICACAO DE QUEIJOS

As superficies que estdo em contato com o0s queijos favorecem o
desenvolvimento de micro-organismos por fornecer nutrientes em quantidade excessiva.
Os diversos micro-organismos presentes competem pelos nutrientes, por meio de
mecanismos diretos, pela liberagdo de metabdlitos antagonistas como bacteriocinas e
acidos organicos, e indiretos, relacionado a competicdo ndo especifica na qual
determinada espécie suprime o crescimento de outra, pelo melhor aproveitamento dos
recursos, mecanismo conhecido como “efeito Jameson”, que ¢ um tipo de competi¢do
entre as espécies que utilizam recursos do ambiente maximizando a multiplicacdo e a
densidade populacional de determinas espécies e inibindo o crescimento de outras. Esse
efeito é frequentemente observado em alimentos com predominéncia de bactérias laticas
(KIM et al., 2009).

Biofilmes formados nas industrias de produtos lacteos, em geral, uma Unica
espécie microbiana predomina, consequéncia do tratamento térmico do leite por ocasido
da pasteurizacdo, 0 que reduz a competicdo das espécies gram-negativas sensiveis ac
aguecimento, e permite que espécies termorresistentes sejam frequentemente
encontradas no leite (FIGUEIREDO et al., 2007).

O desenvolvimento de biofiimes constituidos por bactérias laticas
termorresistentes como StreptococeuBnterococcus tem causado contaminagdo em
gueijos e nos equipamentos e utensilios, que resultam em problemas de qualidade nos
produtos lacteo€£m linha de processamento de leite, 0 niumero de Streptococcus pode
atingir mais de 1DUFC/mL, ap6s 7 a 8 h de operacéo (FIGUEIREDO et al., 2007).

Por outro lado, em queijos artesanais, a microbiota benéfica do biafitme
mesas de fabricacdo, utensilios e prateleiras, podem atuar nas diferentes fases, o que
contribui para a fabricacdo, maturacdo e nas caracteristicas tipicas desses queijos. De
acordo com Kim et al. (2009), a presenca de BAL nos biofilmes das superficies pode

exercer um papel benéfico, uma vez que ocorrendo o antagonismo, a taxa de adeséo de
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patogenos sera controlada. Licitra et al. (2007) por meio de técnicas de Temporal
Temperature Gel Electrophoresis (TTGE) e Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) verificaram que os biofilmes existentes em tinas de madeira, utilizadas na
producao artesanal do queijo Ragusano, continham essencialmente espécies laticas de S.
thermophiluse L. acidophilus, que séo liberados do biofilme para o leite, o que acelera

0 processo de acidificagcéo, importante para a seguranca do produto.

2.6 SUPERFICIES UTILIZADAS NO PROCESSAMENTO DE QUEIJOS

As superficies utilizadas em industrias e que entram em contato com 0S
alimentos apresentam diferentes microtopografias, podendo apresentar fissuras ou
fendas com tamanho suficiente para alojar micro-organismos. A ocorréncia destas
imperfeicbes origina regides de dificil acesso que podem reduzir a eficiéncia da
higienizagdo e iniciar o processo de ades&do microbiana. A rugosidade dos materiais
também influencia na formacé&o de biofilmes (MIDELET e CARPENTIER, 2004).

A Portaria n° 326, de 30 de julho de 1997, do SVS/MS (BRASIL, 1997b)
aprovou o “Regulamento Técnico sobre as Condi¢des Higiénico-Sanitarias e de Boas
Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de
Alimentos”, definindo as condi¢des técnicas para a utilizacdo de materiais que
compdem equipamentos e utensilios. De acordo com esta Portaria, todo equipamento e
utensilio utilizado nos locais de manipulacdo de alimentos que possam entrar em
contato com o alimento devem ser confeccionados de material que: néo libere
substancias toxicas, odores e sabores, seja hdo absorvente e resistente a corrosao, e sej
capaz de resistir a repetidas operacoes de limpeza e sanitizacao.

De acordo com a Portaria, as superficies devem ser lisas e isentas de
rugosidade, frestas e outras imperfeicdes que possam comprometer a higiene. Nao é
recomendavel o uso de madeira e outros materiais que ndo possam ser limpos e
sanitizados adequadamente, a menos que se tenha a certeza de que seu uso ndo sera un
fonte de contaminacdo. Deve ser evitado o uso de diferentes materiais na mesma
superficie, a fim de inibir o aparecimento de corrosao por contato (BRASIL, 1997b).

Em geral, quanto maior a superficie de contato, maior a probabilidade de
formacdo de biofilmes, uma vez que maior é a area de contato da bactéria com a
superficie. Porém, nem sempre quanto maior a rugosidade, maior sera a adesao inicial,

uma vez que a influéncia da rugosidade da superficie no processo de formacao de
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biofilme esta relacionada as dificuldades durante a higienizacdo de superficies rugosas
(MIDELET e CARPENTIER, 2004).

O aco inoxidavel € um material muito utilizado na construgdo de equipamentos
e utensilios de processamento de alimentos em geral, como tanques de fabricacédo e
estocagem, trocadores de calor, silos, tachos, tubulacfes, bancadas para manuseio, entre
outros (JULLIEN et al., 2002). E um material estavel a uma variedade de temperaturas
de processamento e apresenta alta resisténcia a corrosao em fungédo da camada protetore
de 6xido de cromo que se forma na presenca de oxigénio. E resistente ao ataque de
agentes oxidantes e outros agentes sanitizantes utilizados na indastria de alimentos,
como o hipoclorito de sédio e o &cido peracético. Entretanto, a microtopografia do ago
inoxidavel € composta de ranhuras e fendas, que permitem a protecdo das células
bacterianas contra as forcas exercidas pelo fluxo do alimento, detergentes e sanitizantes
(PENG et al., 2001).

O aco inoxidavel pode ser produzido em diferentes graus, de acordo com a
finalidade, o que influencia a adesdo bacteriana em funcdo das suas Vvérias
microtopografias e propriedades fisico-quimicas. A principal diferenca entre os graus
disponiveis comercialmente € a sua composicao relativa de ferro, cromo e niquel.
Dentre os Varios tipos disponiveis, os mais utilizados sao os do chamado grupo 18-8,
gue possuem em sua composicao, cerca de 18 % de cromo e 8 % de niquel (JULLIEN et
al., 2002).

Os polimeros, por sua vez, sdo muito utilizados na industria de alimentos,
devido suas excelentes propriedades. Sao capazes de retardar, prevenir mudancas e
deterioracdo no material de embalagem devido a influéncias externas, como presenca de
oxigénio, luz e micro-organismos. Uma grande vantagem € o seu menor custo em
relacdo a outros materiais como o vidro (VERGNAUD, 1998).

As propriedades dos polimeros variam de acordo com a matéria-prima
utilizada, dos aditivos incorporados e do método de fabricacdo. Aqueles usados na
industria de alimentos sdo agrupados em duas categorias: termoplasticos e
termoestaveis. Os termoplasticos amolecem quando sao aquecidos e endurecem quando
resfriados, processo que pode ser repetido varias vezes sem mudancas quimicas
apreciaveis, como o polietileno, polipropileno e cloreto de vinila ou PVC. Os
termoestaveis sdo capazes de endurecer na primeira vez que em sao aquecidos, mas S
forem reaquecidos pode ocorrer degradacdo quimica, como o poliéster, resina epoxi e
poliuretanos (RODOLFO JR et al., 2002).

23



O polietileno € um polimero parcialmente cristalino, flexivel, e inertes face a
maioria dos produtos quimicos comuns, devido a sua natureza parafinica, seu alto peso
molecular e sua estrutura parcialmente cristalina. Em condi¢des normais n&o sao
toxicos, podendo assim ser usados em contato com produtos farmacéuticos e
alimenticios (COUTINHO et al., 2003).

O polipropileno esta entre os materiais mais populares em industrias
alimenticias, uma vez que tem sido usado em fabricacdo de tanques, tubulagfes,

acessorios e superficies envolvidas no corte de alimentos (ANDRADE et al., 2008).

2.7 EFEITO DE SANITIZANTES SOBRE A REMOCAO DE CELULAS
BACTERIANAS

A sanitizacdo de superficies de equipamentos e utensilios envolvidos com o
processamento de alimentos é importante para o controle da contaminacdo cruzada.
Limpeza e sanitizacdo sdo procedimentos que devem ser realizados regularmente, uma
vez que eliminam grande parte dos micro-organismos contaminantes. Todas as
superficies de processamento de alimentos sdo lugares potenciais para a adeséo
bacteriana, que podem ocorrer até mesmo quando programas de limpeza e sanitizacao
sao corretamente aplicados (SALUSTIANO et al., 2009).

A escolha de um agente antimicrobiano deve ser cuidadosamente realizada,
levando-se em conta 0s contaminantes microbianos potenciais e o tipo de superficie.
Entre os agentes antimicrobianos, tém-se o0s sanitizantes quimicos. A maioria sao
agueles que possuem o0s principios ativos dos grupos: quaternario de amonio, somposto
inorganicos e organicos liberadores de cloro ativo, compostos a base de acido
peracético, iodo e derivados (SALUSTIANO et al., 2009).

Como a maioria dos sanitizantes quimicos sao agentes oxidantes, eles podem
ter suas atividades reduzidas por compostos organicos e inorganicos presentes no meio
a ser tratado. Em inativacdo quimica de micro-organismos, 0 mais importante nao é
apenas a percentagem de substancias quimicas aplicadas, mas também o residual deste
no meio depois que a demanda tiver sido suprida (WICKRAMANAYARE e SPROUL,
1991).

A acdo dos sanitizantes é afetada pelo tipo e concentragdo de micro-

organismos contaminantes, caracteristicas da superficie, tempo e temperatura de
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contato, concentracdo de uso, tipos de residuos presentes na superficie, pH,
propriedades fisico-quimicas da agua e, por substancias inativadoras (ANDRADE et al.,
2008).

Entre os principais sanitizantes, tém-se o0s surfactantes ou tensoativos, que
formam coloides ou micelas em meio aquoso. Em solucéo aquosa diluidas (menores que
10" mol.dni®) apresentam comportamento similar a eletrélitos fortes. As micelas sdo
esferas de agregados de moléculas caracterizadas por um nuacleo hidrofébico e uma
superficie externa hidrofilica, caso o solvente seja agua. A parte polar (grupo
hidrofilico) encontra-se em contato com a agua enquanto a parte apolar (grupo
hidrofébico) no interior da micela. Assim, quando um surfactante em solucdo aquosa é
adsorvido, a superficie hidrofébica normalmente orienta o grupo hidrofébico para a
superficie e expde o grupo polar a agua. A superficie torna-se assim hidrofilica e como
resultado, a tensdo interfacial entre a superficie e a agua € reduzida
(WICKRAMANAYARE e SPROUL, 1991).

Ha uma classificacdo dos agentes tensoativos baseada na sua ionizacdo em
solucédo aquosa. Os tensoativos anionicos, que liberam uma carga elétrica negativa em
agua e sao representados pelos sabdes obtidos pela saponificacdo de acidos graxos corr
cadeia de 12 a 18 atomos de carbono ou por compostos sintéticos geralmente de origem
petroguimica, como é o caso do dodecilbenzeno sulfonato de so6dio, e os agentes
tensoativos catibnicos, que liberam carga elétrica positiva em solucdo aquosa, e sao
representados pelos compostos quaternarios de aménia (ANDRADE et al., 2008).

Os tensoativos anionicos reduzem a permeabilidade da parede celular e podem
solubilizar a membrana celular. Os catibnicos se adsorvem a superficie da membrana
celular e reagem com os fosfolipidios que compdem a membrana citoplasmaética, e,
reagem quimicamente com a carga negativa dos ions associados a parede celular.
Consequentemente, as forcas eletrostaticas estabelecidas entre a substancia quimica e ¢
célula geram estresses, levando a perda de constituintes -citoplasmaticos e
posteriormente a morte da célula (MANGALAPPALLI-ILLAHTU e KORBER, 2006).

Existe grande variedade de sanitizantes disponiveis no mercado. No entanto, a
maioria apresenta pequeno efeito sobre a viabilidade dos esporos bacterianos, sendo
poucos com atividade esporicida. Entre os sanitizantes que apresentam esta atividade,
destacam-se 0s compostos clorados, o acido peroxido, peroxido de hidrogénio, entre
outros (ANDRADE et al., 2008).
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2.7.1 Cloreto de benzalcbnio

O Cloreto de Benzalcénio (BAC) tem como nome quimico alquil dimetil
benzil cloreto de amdnio, sendo conhecido como composto quaternario de aménia. Sao
tensoativos catidnicos que contém em sua estrutura em atomo de nitrogénio ligado
covalentemente a quatro grupos alquil ou aril. Possui peso molecular de 354 g/mol
solivel em &agua, e temperatura de 20 °C. E um agente antimicrobiano sintético usado
como sanitizantes nos processos de higiene de superficies em industrias de alimentos e
como antimicrobianos em produtos farmacos (MANGALAPPALLI-ILLAHTE
KORBER, 2006; ANDRADE et al., 2008

Sao eficientes sobre bactérias gram-positivas e micro-organismos
termorresistentes. No entanto, apresentam baixa acdo sobre bactérias gram-negativas
(ANDRADE et al., 2008). Seu principal modo de acdo € pela interferéncia nas
propriedades de permeabilidade da membrana celular, o que leva ao extravasamento de
metabdlitos e, pela interferéncia no metabolismo das proteinas, causando a desnaturacao
proteica e inibicdo de enzimas (HOUARI e DI MARTINO, 2007).

Como composto ativo nas superficies, reduz a tenséo superficial da agua, causa
uma boa umidificacdo e penetracdo em locais de dificil acesso a higienizagcado, como
fissuras, ranhuras e fendas, mostrando assim condi¢des de ser utilizados como agente de
pré-tratamento de superficies. Nao sdo corrosivos e nem téxicos. Em baixas
concentracdes é bacteriostatico, e bactericida em concentracdes mais altas (HOUARI e
DI MARTINO, 2007).

2.7.2 Dicloroisocianurato de sédio

Observa-se uma grande preocupacdo no que se refere aos problemas
ambientais e de saude causados pelo uso de compostos clorados inorganicos, pois 0s
mesmos reagem com facilidade formando os trihalometanos (THM), que se originam
das reacdes entre o0 cloro e as substancias orgéanicas, os acidos humicos e fulvicos
presentes na agua. Os trihalometanos sdo considerados carcinogénicos e indicadores da
possivel presenca de outros compostos organoclorados (acido acético clorado,
haloacetonitrilos, cloropicen, clorofendis cloropropanonas), também resultantes do

processo de cloracdo das aguas e mais perigosos que os proprios trihalometanos. Devido
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esse problema, a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer classifica esse
subproduto do processo de cloragéo como cancerigenos (PAVON et al., 2008).

Os compostos clorados organicos, conhecidos como cloraminas orgaracas, sa
produzidos pela reacdo do acido hipocloroso com aminas, iminas, amidas e imidas. As
mais utilizadas sdo a cloramina T, a dicloramina T, o diclorodimetilhidantoina, as
formas sodicas do &cido dicloroisocianurico e o acido tricloroisociandrico. Em
comparacao com os clorados inorgéanicos, liberam mais lentamente o acido hipocloroso,
permanecendo efetivos por periodos de tempos maiores e sS40 menos reativos com a
matéria organica, formando, portanto, menos trihalometanos e sdo mais estaveis ao
armazenamento (ANDRADE et al., 2008).

O mecanismo de acdo dos compostos clorados organicos e inorganicos, com
excecdo do diéxido de cloro, é semelhante: quando em solu¢do aquosa, liberam acido
hipocloroso (HCIO), em sua forma nédo-dissociada, a qual tem cerca de 80 vezes mais
capacidade bactericida que a forma dissoci@d&cido hipocloroso, que ndo tem carga
elétrica, é capaz de atravessar a membrana celular dos micro-organismos e, no
citoplasma, inativar enzimas da via glicolitica, pela reducdo de grupos SH de
aminodcidos constituintes dessas enzimas (ANDRADE et al., 2008).

O dicloroisocianurato de sddio possui formula moleculZIBIsNaG;, com
solubilidade de 25 g / 100 g de agua, a 25 °C. Sua atividade bactericida ndo é afetada na
faixa de pH 6 a 10.

2.7.3 Acido peracético

O acido peracético comercial € um sanitizante constituido por uma mistura de
acido peracético, peroxido de hidrogénio, acido acético e um veiculo estabilizante,
sendo que a reacdo ocorre em presenca de um &cido mineral como catalisador,
geralmente o mais utilizado é o acido sulfurico. Algumas formulacdes contém ainda um
acido organico como o octanéico (ANDRADE et al., 2008).

Seu mecanismo de acao foi descrito por Jolivet-Gougeonet et al. (1996) como
um rompimento nas ligacdes sulfidricas e sulfaricas das enzimas que compdem a
membrana celular, prejudicando atividades como o transporte ativo através da
membrana e o0s niveis de soluto dentro das células. Seu mecanismo de agédo esta
relacionado a sua forte capacidade oxidante, promovendo a oxidacdo dos componentes

celulares, e, embora o peroxido de hidrogénio seja um forte agente oxidante,
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contribuindo para a acdo do sanitizante, o principal agente antimicrobiano € o acido
peracético, apresentando atividade mesmo em baixas concentracfes € capaz de inativar
amplo espectro de micro-organismos (ANDRADE et al., 2008).

Suas principais vantagens sao: acdo em baixas temperaturas, permanece ativo
em presenca de matéria organica, B&mrrosivo ao aco inoxidavel e aluminio em
concentracdes recomendadas de uso, e ndo requer enxague da superficie, sendo inodorc
na forma diluida, ndo produz compostos téxicos ou carcinogénicos, além de nédo ser
afetado pela dureza da agua. Entre as desvantagens destacam-se: baixa estabilidade
durante a estocagem, irritante a pele, incompativel com acidos, alcalinos concentrados,
borrachas naturais e sintéticas, ferro, cobre e aluminio (SANTORO et al., 2007).

Comercialmente, o &cido peracético € encontrado nas concentracdes de 5 %,
15 % e 45 % (m/v). Porém, acima de 15 % apresenta risco de exploséo, devido a sua
instabilidade e reatividade, tornando-se mais conveniente sua comercializacdo em
concentragées mais baixas e com quantidades maiores de estabilizantes como o agente
quelante 8-hidroxiquinolina e o agente sequestrante pirofosfato de sédio, que removem

tracos de metais que aceleram a decomposicao de peroxidos (SANTORO et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com bactérias acido laticas (BAL) isoladas de
Queijo do Marajo, Tipo Creme, elaborados em Soure, na llha do Marajo-Para,
pertencente ao Banco de Culturas Laticas da Universidade Federal ddJF&tA.

Os micro-organismos isolados foram colocados em Eppendorf contendo Caldo
M17, com 5 % da lactose, adicionados de 20 % de glicerol, armazenados a temperatura
de -10 °C, e enviados para a Universidade Federal de VigdB¥®, até o momento das

analises.

3.1 POTENCIAL TECNOLOGICO DOS ISOLADOS DE BACTERIAS ACIDO
LATICAS DE QUEIJODO MARAJO, TIPO CREME

Foram estudadas as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas de quarenta
isolados de bactérias acido laticas do Queijo do Marajo, Tipo Creme. Foram realizadas
analises de Coloracdo de Gram, Teste de Catalase, Producdo de Gas, Atividade
Acidificante, Atividade Proteolitica, Producéo de Diacetil e Teste de Lactofermentacao.
As analises foram realizadas no Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos,
no Departamento de Tecnhologia de Alimento®TA, da Universidade Federal de

Vicosa— UFV. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

3.1.1 Coloracéo de Gram

Foi utilizado o Teste de Coloracdo de Gram na diferenciacdo de bactérias, por
observag&o microscopica.

Para este teste, utilizou-se cristal-violeta, solucdo de lugol, alcool e safranina
em laminas contendo esfregaco das BAL estudadas. A cor azul purpura indica bactéria
gram-positiva, e a cor vermelha indica bactéria gram-negativa. Este teste permite ainda
a visualizagdo da morfologia bacteriana, diferenciando a forma de cocos da forma de
bastdo (bacilos) (TORTORA et al., 2005).
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3.1.2 Teste de Catalase

Os isolados gram-positivos foram submetidos ao Teste de Catalase, que
consiste na inoculagdo do isolado em Agar M17, com 5 % da lactose, seguido d
incubacédo a 30 °C por 24 h. ApGs esse periodo, adieiree trés gotas de perédxido
de hidrogénio (Vetec) (3,0 %) sobre as colGnias, e observou-se a formacéo de bolhas
(TORTORA et al., 2005). Bactérias acido laticas ndo sao produtoras de catalase, sendo

conhecidas como catalase negativa.

3.1.3 Producéo de Gés

O teste diferencia isolados homofermentativos e heterofermentativos a partir da
producdo de gas carbbnic6@,). Para isso, as amostras foram incubadas em Caldo
M17 com tubos de Durham invertidos, por 5 d, a 30 °C. A presenca de gas nos tubos de
Durham evidencia a producao de £Opartir de glicose (BULUT, 2003).

3.1.4 Atividade Acidificante

A capacidade de acidificacao foi verificada com a inoculacdo de 1 % de cada
cultura ativa em 100 mL de leite em p6 desnatado reconstituido (LDR) a 10 %. O pH
foi mensurado utilizando-se o pHmetro (PG1400, GEHAKA, USA), nos tenfpb,

6 he 16 h de incubacéo, a 30 °C (ESTEPAR et al., 199%tividade acidificante foi
verificada pela reducdo do pH durante estes periodos. Foram realizadas trés repeticoes,

com duplicata, sendo considerada a média dos resultados.

3.1.5 Atividade Proteolitica

Para a avaliacdo da atividade proteolitica, as culturas isoladas foram reativadas
em meio liquido e cultivadas em agar M17, com 5 % de lactose, has mesmas condi¢cdes
em que foram isoladas. Para a verificacdo do halo indicativo de protedlise, uma aliquota

de 2,0 uL da cultura foi plaqueada em agar leite no centro da placa. O agar leite foi
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elaborado com 5 % de peptona de caseina, 3 % de extrato de levedura, 1,2 % de agar
bacteriologico e 50 % de leite desnatado UHT, seguindo a metodologia usada por
Nornberg et al (2009). Apos plaqueadas em &gar leite, as culturas foram incubadas a
30 °C, por 4 d. Apos esse peripdioi feita a verificacdo do aparecimento do halo

proteolitico.

3.1.6 Producéo de Diacetil

Adicionou-se 1 mL da cultura ativa em tubos de ensaio com 10 mL de leite
UHT. Os tubos foram incubados sob temperatura de 30 °C, por 24 h. Preg@aram-
tubos de ensaio com 0,5 mL de hidroxido degio (KOH) e 0,5 mL de a — naftol
1 %. Em seguida, retirou-se 1 mL de cada tubo com leite UHT + cultura ativa e
adicionou-se nos tubos com a mistura. Incubou-se a 30 °C, por 30 min, e verificou-se o
aparecimento de coloracao résea na superficie do tubo, indicando a presenca de diacetil
(FURTADO, 1990).

3.1.7 Teste de Lactofermentacao

Os isolados foram testados quanto ao perfil de lactofermentacdo, seguindo
metodologia adaptada de Behmer (1985). Tubos rosqueados com um volume de 10 mL
de leite em p6 desnatado reconstituido a 10 % (m/v), esterilizados em autoclave a
121 °C, por 15 min, foram inoculados com 20 pL das culturas de BAL, e enta
incubados sob 30 °C, por 24 h. Os resultados foram interpretados observando-se o tipo
de coagulo formado:

- Coagulo gelatinoso e uniforme: proveniente da fermentacéo latica;

- Coagulo esfacelado e esponjoso: com producao de acido e gas, com soro
claro e abundante, proveniente da fermentacao pseudolatica;

- Coagulo caseoso, que se contrai de um lado ou em todo o contorno, com soro
claro ou leitoso: proveniente da acao proteolitica;

- Coagulo mole, mas nao liquido: proveniente da fermentacdo de origem
inespecifica;

- Sem coagulo: indica impossibilidade de multiplicacdo de micro-organismos.
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3.2 IDENTIFICACAO GENETICA DOS ISOLADOS DE BACTERIAS ACIDO
LATICAS DE QUEIJO DO MARAJO, TIPO CREME

Com base nos resultados de caracterizacdo fenotipica e bioquimica dos
isolados, foram escolhidos seis isoladis lio 112, l19, 124 € kg) para a identificacéo
genética. Os isolados escolhidos estavam entre 0os que apresentaram elevada producéo
de diacetil e melhores propriedades de coagulacdo no Teste de Lactofermentacédo, com
coagulacao gelatinosa, nos testes do potencial tecnoldgico.

Para melhor compreenséo, os isoladp$id 112, 119, 124 € kg foram codificados
como: isolado A, B, C, D, E e F, respectivamente.

Os testes de biologia molecular desses isolados def8/in realizados no
Laboratério de Microbiologia de Patdégenos de Origem Alimentar e Hidrica
LAMPOAH, no Departamento de Tecnologia de AlimentoBTA, da Universidade
Federal de Vigosa UFV.

3.2.1 Extracao de DNA das amostras

A extracdo de DNA dos isolados foi feita com o Kitizard® Genomic DNA
Purificatiori’ (Promega, Estados Unidos). Para a extragdo do DNA, os isolados de BAL
foram reativados em caldo M17 e incubados a 30 °C, por 24 h. Foi retirado 1 mL das
suspensdes, que foi transferido a microtubos de 1,5 mL. Inicialmente, os tubos foram
centrifugados a 12000 g, por 2 min para obtencéo de umt dellcada amostra de
isolado.

Os isolados foram ressuspendidos com 480 pL da solugdo de EDTA

50 mMol-L* e adicionados 120 pL de solugéo de lisozima (10 mg)para permitir a
degradacdo da parede celular e liberar o DNA. Em segaslamostras foram
incubadas a 37 °C por 60 min e, depois centrifugadas a 12000 g, por 2 min, e 0
sobrenadante, removido (PROMEGA, 2010). Os pellets das bactérias foram
resuspendidos com 600 pL da solugédo de lise e novamente submetidos ao vortex e
incubados a 80 ° C, por 5 min, para a lise das células. Apéds, foram adicionados 3 pL da
solucdo RNaseao lisado de células. A solucéo foi submetida ao vértex e incubada a

37 °C, por 60 min. ApOs a incubacéo, foram adicionados 200 pL da solucdo de
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precipitacdo de proteina para o lisado celular tratado com RNAsemogeneizado ao
vortex.

As amostras foram imersas em gelo durante 5 min e, em seguida, centrifugadas a
12000 g por 3 min. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido a microtubos de
1,5 mL contendo 600 pL de isopropanol. Os tubos foram homogeneizados
delicadamente por inverséo, até a formacao de fios filiformes de DNA com uma massa
visivel. Os tubos foram centrifugados novamente a 12000 g durante 2 min. O
sobrenadante foi descartado e o tubo invertido sobre um papel absorvente. O pellet foi
deixado secar ao ar por um periodo de 10 a 15 min.

Para a ressuspensdo do DNA, foram adicionados 30 pL da solecédo d
reidratacdo, incubados a 65 °C, por 60 min. O microtubo contendo o DNA foi
armazenado a -18 °C até o momento de sua quantificacéo.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas e quantificadas por leitura em
espectrofotdbmetro NanoDrop-100 (Thermo Scientifc), que permite a andlise e
quantificacdo de amostras de &cidos nucleicos utilizando 1 pL, e estima a quantidade de

DNA na amostra em ng.|iL

3.2.2 Amplificag&o parcial do gene 16S rDNA

A determinacdo dos géneros e espécies de bactérias presentes, foi realizada
através de analises de PCR convencional, utilizando um par de primers universal
sintetizados pela empresa Sigh{8igma, Estados Unidos) (iniciador 27F 5-AGA GTT
TGA TCM TGG CTC AG-3 e reverso 1378R 5-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA
ACG-3). Estes primers amplificam parcialmente o gene ribossomal bacteriano 16S em
fragmentos com cerca de 1400 pb.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em microtubos apropriados de
0,2 mL, aos quais foram adicionados 25 pL contendo 1 puL de DNA, 2,5 pL do reagente
10X Buffer (Sigm&, Estados Unidos ), 0,5 pL de dNTP a 10 mM (dATP, dCTP, dGTP
e dTTP) (Promed3 Estados Unidos), 0,25 pL de Taq Polymerase na concentracdo de
5unidades.pL (Signfa Estados Unidos), 1,0 pL do primer iniciador e 1,0 pL do primer
reverso e 18,75 uL de agua ultrapurificada, esterilizada a 121 °C.

A reacédo de PCR foi realizada em termociclador, marca Axygen Maxygene

(Estados Unidos). As condi¢cbes de amplificacdo seguiram o seguinte protocolo: 3 min
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de desnaturacdo a 94 °C; 35 ciclos de amplificacdo a 94 °C por 1 min; anelamento a
55 °C por 1 min, e extensao a 72 °C por 2 min, e 72 °C por 10 min.

Para verificagdo da amplificagdo do rDNA, os produtos da PCR foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v) (Sigistados Unidos), em tampéo
TBE 0,5X contendo brometo de etidio, visualizados sob luz ultravioleta e fotografado

por meio do sistema Carfan

3.2.3 Sequenciamento do produto amplificado na PCR

Os produtos da PCR foram sequenciados bidirecionalmente com os primers de
oligonucleotideos universais 27 F e 1378 R genes, pela empresa Macrogen Inc. (Seoul,
South Koreafom o sequenciador modelo 3730XL, Applied BioSystems, USA.

As sequéncias bidirecionais obtidas foram comparadas a sua fita complementar,
gerando uma fita consenso elaborada pelo programa DNA Baser software 3.5.4
(http://www.dnabaser.com/index.html). As sequéncias obtidas de cada isolado foram
submetidas a analise comparativa ao banco de dados depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando o
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tpol

A traducdo da sequéncia de DNA para aminoacidos dos diferentes isolados foi
realizada utilizando o algoritmo BLASTN, o qual traduz uma sequéncia de nucleotideos
para aminoacidos e os compara com as sequéncias depositadas no banco de dados dc
NCBI.

3.3 CINETICA DE MULTIPLICACAO DE ENTEROCOCCUS DE QUENO DO
MARAJO, TIPO CREME

A partir dos resultados genéticos, foram escolhidos trés isolados de BAL
(isolados A, B e C) e o Podlesses isolados para a avaliacdo da cinética de
multiplicagdo microbiana, a qual foi realizada no Laboratorio de Biologia, no
Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Vigbda/.

Os parametros: taxa maxima de multiplicacdo (i) e tempo dé)agpfam
determinados objetivando determinar o efeito de trés diferentes temperaturas, 15 °C,

30 °C e 45 °C, sobre a multiplicagéo dos isolados de Enterococcus (A, B e C) e do Pool.
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A ativacdo das culturas puras para o preparo dos inoculos foi realizada em
10 mL de Caldo M17 acrescido de um volume de suspensao de células de forma a obter
uma contagem aproximada de 1 ¥ LIFC/mL. Em seguida, volume de 5 pL de cada
isolado de BAL e o Pool foram pipetados para microplacas de 96 pocos, acrescidos de
95 uL de Caldo M17, utilizando como branco o proprio Caldo.

A avaliagcdo e o acompanhamento do crescimento microbiano foram realizados
por meio de medidas de absorbancia (abs) em espectrofotbmetro. As leituras foram
realizadas em comprimento de onda de 600 nm. As medidas de absorbancia foram
realizadas em intervalos de 15 min, por 7 h, tempo médio em que a bactéria esta saindo
da fase estacionéria. As curvas foram construidas plotando In (gpbstabas tempo
(horas). O termo abs representa medida de absorbancia no tempe & @ladsrbancia
inicial. Para cada BAL e temperaturas testadas, foram geradas trés curvas de
crescimentos, em dias diferentes (trés repeticdes), e em duplicata para cada repeticao.

O software DMFit (www.ifr.ac.uk/safety/DMfit) foi utilizado para ajustar os
dados das curvas de multiplicacdo ao modelo de Baranyi e Roberts (1995) (Egeiacao 6
7).

emyg An(t)—-1

1
Y = yo +94,(0) — In (1 + ©)
t sm
An(®) = [y 5 ds (7)
Sendo:

y(t): valores de absorbancia,

s: variavel da integrante,

m: parametro da curvatura apos a fase exponencial,

n: parametro da fase de laténcia,

Yo: absorbéncia dos isolados no momento t = 0,

g: taxa de multiplicacdo microbiana,

Ymax: Maxima densidade populacional,

A: duragdo da fase lag.
3.4 ADESAO DE ENTEROCOCCUS DE QUEIJO DO MARAJO, TIPO CREME EM
DIFERENTES SUPERFICIES
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Para o estudo da adesao, foram utilizados trés isolados de bactérias laticas (A,
B e C), do género Enterococcus e o Pool desses isokslasalises foram realizadas
no Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos, no Departamento de

Tecnologia de Alimentos DTA, da Universidade Federal de VicesbFV.

3.4.1 Superficies utilizadas

Cupons testes de aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, com dimensodes de
1,0 cm x 1,0 cm x 0,1 cm, foram utilizados para avaliar a adesao de isolados de
Enterococcus e o0 seu Pool. As trés superficies foram escolhidas por estarem presentes
no processo de elaboracdo do Queijo do Marajo. O aco inoxidavel esta presente em
bancadas e utensilios como facas, panelas e tachos, o polietiieno em recipientes onde
ocorre a coagulacao natural do leite, e o polipropileno é utilizado por muitas queijarias,

nas embalagens do Queijo do Marajo, Tipo Creme.

3.4.2 Preparo dos cupons

Antes de cada analise, os cupons foram higienizados por meio de imersdo em
solucdo aquosa de detergente neutro liquido comercial a 0,2 % (v/v), por, 5 min
enxaguados com agua ultrapura (Milli-Q, Biocel) por duas vezes e imersos em etanol
(P.A), por 15 min para remoc¢do da gordura. Apds esse procedimento, foram
enxaguados com agua ultrapura, secos em estufa, com temperatura média de 45 °C. Em
seguida, os cupons de aco inoxidavel foram autoclavados, sob temperatura de 121 °C,
por 15 min, enquanto que os cupons de polipropileno e polietileno, foram submetidos a
radiacao ultravioleta, a 254 nm, por 20 min, de ambos os lados dos cupons (PARIZZI et
al., 2004.

3.4.3 Preparo das suspensdes de células de Enterococcus

Os isolados mantidos a temperatura-dE) °C em tubo Eppendorf, contendo

Caldo M17 e 20 % de glicerol, foram ativados no mesmo Caldo, e incubados sob 30 °C,
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por 18 h, por duas vezes consecutivas. O numero de células nas suspensdes foi

determinado por plagueamento em Agar M17, e incubados a 30 °C, por 18 h.

3.4.4 Adesao de Enterococcus nas superficies dos cupons

ApOs higienizagdo, cada cupom foi imerso em frascos contendo 10 mL de
Caldo M17, acrescido de um volume de suspensédo de células de forma a obter uma
contagem de FOUFC/mL, para manter a concentracdo do meio. As amostras (isolados
A, B e C, e o Poglforam incubadas a temperatura de 30 °C, em cinco diferentes
tempos: 0 h, 6 h, 12 h, 18 h e 24 h. A escolha da temperatura de 30 °C, foi para simular
as condicdes das queijarias da llha do Maraj6é no laboratorio, oferecendo informacgdes de
adesdo mais préoximas da realidade, além da mesma ser considerada a temperatura 6tima
de crescimento para esta bactéria. Os testes foram realizados em triplicata e trés
repeticoes.

3.4.5 Determinacdo do numero de células aderidas

Os cupons foram retirados do Caldo M17, com o auxilio de uma pinca
esterilizada, e imersos em tubos com 10 mL de solucdo salina peptonada a 0,1 %, por
1 min, a fim de remover as células planctdnicas. Em seguida, foram imersos em tubos
com 10 mL da mesma solucdo diluente, por 1 min, e submetidos ao voértex, para
remocao das células sésseis (PARIZZI et al., 2004). Diluicbes apropriadas foram
transferidas para placas de Petri com Agar M17, e incubadas & 30 °C, por 24 h. O

nimero de UF@hv foi determinado utilizando-se a equac&o:

UFC _ (VpxVag)xMxD
[emz = o (8)

Onde: \b = volume do diluente utilizado na rinsagem (mL)
VA = volume da aliquota utilizada no plaquamento (mL)
M = média das contagens obtidas nas placas (UFC)
D = diluicdo realizada
A = area do cupom (ém
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3.4.6 Determinacgéo da hidrofobicidade e da variagcdo da energia livre de Gibbs

Foram determinados os angulos de contato com a &agua, formamida e
a-bromonaftaleno para as superficies estudadas utilizando-se o0 equipamento
gonidbmetro. Foi feita a medicdo de uma gota de 2,0 pL, durante trinta segundos
consecutivos, a cada segundo, para todos os liquidos.

As medidas dos angulos de contatos das superficies dos trés isolados (A, B e
C) e i Pool foram realizadas sobre uma camada de célula, de acordo com o método
descrito por Busscher et al. (1984). Inicialmente, os isolados foram ativados duas vezes
em Caldo M17. Posteriormente, 30 mL da suspenséaofaticantrifugada a 12.000 g,
por 10 min, sendo em seguida lavada por trés vezes com tampao fosfato salino (PBS)
0,1M. A massa celular foi ressuspendida nesse mesmo tampao e depositada sobre um
filtro de membrana de acetato de celulose de 0,45 um de poro e 47 mm de diametro, por
filtracdo a vacuo. Foram adicionadas 30 mL de agua ultra-pura (Milli-Q) no momento
da filtrac&o.

A fim de padronizar o contetado de umidade, os filtros foram transferidos para
placas de Petri contendo 1 % de &gua (m/v) e 10 % de glicerol (v/v). As membranas
foram cortadas em trés partes sendo cada parte usada para a medicdo do angulo de
contato, com cada liquido diferente (dgua, formaraiddoromonaftaleno). As medidas
de angulos de contato foram realizadas em temperatura média de 25 °C, com trés
repeticdes para cada liquido, em cada superficie bacteriana.

Os componentes da tensao interfacial das superficies nas condi¢cdes avaliadas
foram determinados pela Equacao 4 apresentada anteriormente.

Para se determinar as trés componentes da tenséo interfacial das superficies, foi
determinado o angulo de contato formado por trés liquidos de polaridades diferentes

sobre a superficie. Com os valores contidos na Tabela 1, obteve-se o seguinte sistema

de equacao:
vi" = 11,1 (1 + cosOp)? 9)
5,049 \/yf + 5,049 /y; = 36,4 (1 + cos6,) — 15,51 (1 + cos6p) (10)
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6,293 \/y§ + 1,510 /ys = 29 (1 + cosOg) — 20,806 (1 + cosOp) (12)

Pela resolucéo destas trés ultimas equacdes, obtém-se as trés componentes da
tensdo interfacial da superficig!, y+ eys, que permitem calcular a tensio interfacial

global de uma superficie (g£°7:

TOT

veol = yiV + y¢b (12)

viP =2 (Jys xvs) (13)

A variacdo da energia livre global de interagdtf3” entre as moléculas da
superficie (s) imersa em agua (a) foi calculada pelo somatério das componentes apolar
(AGEY. — interacOes de Lifshitz-van der Waals) e poldG4?; — interaces acido-base

de Lewis) da energia livre global de interacao.
AGSR = AGEs + AGgys (14)
A componente apolar foi determinada por:

AGES =-2 (vs" —vi") (15)

A componente polar foi determinada por:

AGER = —A(vdyvs + Vviva — Vvsva — Vvivs) (16)

3.4.7 Determinacao da variacédo de energia livre de Gibbs de adegadr , .5:0)

A variacdo da energia livre de hidrofobicidadéG{,s) foi determinada
usando-se os valores dos componentes da tensao interfacial. A partir desses valores, é
possivel determinar a variagdo da energia livre de Gibbs de ades&o entre duas
superficies (4G q4es50)- OS valores das componentes das tensdes interfaciais séo
determinados a partir de valores calculados ou tabelados, das tensdes interfaciais das
bactérias, das superficies de adesdo e do liquido em que estas duas superficies se

encontram imersas, que neste caso considera-se a agua, através das seguintes equacoe
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definidas para um sistema bifasico de interacdo (bactéria/superficie) pela teoria da

termodinamica:

Ybs = Voo + Vis 17)
Vi = vi"¥ + vV -2 /V;?WVSLW (18)
YEE =2 (Jvivy +\vsvs-Yivs -vhvs (19)

Como a variagcdo da energia livre de Gibbs de adesdo esta diretamente
relacionada a tensao interfacidl(,,..5, pode ser representado da seguinte forma
(CHAVES, 2004):

AGagesio = AGI%{AS/ + AGéqll; (20)
AGLE = Vbs' = VoI’ — Vsi¥ (21)
AGHE =vis — vl — v&® (22)

Em quey,,€ a tensao interfacial entre as superficies bactéria/superficie de
adesdoy,;é a tensao interfacial entre as superficies bactéria/liquidgéea tenséo
interfacial entre as superficies superficie de adesaol/liquido.

O valor dedG 4055, PermMite fazer uma avaliacdo termodinamica do processo
de adesdo, sendo esta termodinamicamente favoravel quafigo.., <0 e,

desfavoravel quanddG, .5, > O.

3.4.8 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) de diferentes superficies e de

Enterococcus do Queijo do Marajé, Tipo Creme, aderidos nas superficies

Foram realizadas fotomicrografias por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) das superficies de ago inoxidavel, polietileno e polipropileno, e das mesmas

superficies submetidas ao processo de adeséo por Enterococcus do Queijo do Marajo, a
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fim de verificar as diferencas entre as microtopografias e visualizar a adeséo bacteriana.
As analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia e Microandlises da
Universidade Federal de VigcosaJFV.

No preparo das amostras, 0s cupons previamente submetidos a adesao
bacteriana foram imersos em agua peptonada 0,1 % por cinco vezes consecutivas, por
10 min para rinsagem do material. Para fixagdo das bactérias aderidas foram utilizados
solugéo de glutaraldeido 2,5 % e tampéo fosfato 0,1 M (1:1 v/v). Os cupons foram
lavados em tampao fosfato 0,1 moig agua destilada (1:1 v/v).

O procedimento de desidratacao foi realizado utilizando-se alcool etilico P.A.
nas concentragdes de 30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 95 %, respectivamente, com 10 min de
contato em cada concentragédo, e 100 % em trés repeticbes, por 10 min para retirada
completa da agua. Os cupons foram transferidos para cestas permedveis usadas no
Secador de Ponto Critico (Critical Point Dryer) Balzers CPD 020, utilizando-se gas
carbbnico. Apdés a secagem do material, fitas adesivas foram coladas no suporte de
porta-amostras do iroscopio (“stuld’) e aplicou-se uma camada de prata coloidal
liquida para melhorar a condutividade elétrica do material. Os cupons foram colocados
no “stuld’ e levados ao Matelizador Balzers Union EDU 010, sendo submetidos ao
processo de metalizacdo com uma fina camada de ouro de 20 nm, evaporada a vacuo,

também com a finalidade de torna-los bons condutores elétricos.

3.4.9 Avaliacdo da eficiéncia de sanitizantes sobre Enterococcus do Queijo do
Marajo, Tipo Creme, aderidas nas superficies avaliadas

Os cupons de aco inoxidavel, polietileno e polipropileno foram submetidos a
sanitizagao com trés tipos de sanitizantes: cloreto de benzalconio, dicloroisocianurato de
sédio e acido peracético. Todas as solu¢des sanitizantes avaliadas foram preparadas a
partir do produto comercial concentrado. Utilizou-se o clorado organico NIPPO-CLOR
(NipponChemical) contendo cerca de 4 % de cloro residual total (CRT), expresso em
Cly, o cloreto de benzalcénio (Vetec) a 99 %, e o acido peracético (Proxitane) com cerca
de 15 % de acido peracético. O pH das amostras foi determinado pelo método
potenciométrico utilizando-se o potenciémetro digital (DM 20, Digimed), previamente
calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0 e pH 7,0.

As determinacdes das concentracdes dos principios ativo das solucbes

sanitizantes, foram realizadas a partir de amostras de 200 mL das solcoes.
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concentracdo do cloro residual total, expresso emma&Csolucdo da cloramina organica,

e do acido peracéticioram determinadas pelo método iodométrico, que consistiu na
titulacdo de uma aliqguota de 5 mL da amostra por uma solugdo padronizada de
tiossulfato de sodio, sendo o final da titulacdo determinado pela viragem de cor azul,
proveniente da reacédo entre amido e iodo, para incolor (GREENBERG et al., 1992). As
andlises foram realizadas em triplicata. A concentracdo do principio ativo do cloreto de
benzalcdnio foi considerada aquela informada pelo fabricante.

Os cupons foram imersos em frascos contendo 10 mL de Caldo M17, acrescido
de um volume de suspenséo de células de forma a obter uma contagérBe/iL.

As amostras foram incubadas a temperatura de 30 °C, por 24 h.

Os cupons foram retirados do Caldo M17, com o auxilio de uma pinga
esterilizada, e imersos em tubos com 10 mL de solucdo salina peptonada a 0,1 %, por
1 min, a fim de remover as células plancténicas. Em seguida, foram imersos em tubos
com 10 mL dos sanitizantes: dicloroisocianurato de sédio (pH = 6,9), na concentracdo
de 200 mg/L de Cloro Residual Total, cloreto de benzalcénio (pH = 7,0) na
concentracdo de 200 mg/L, e acido peracético (pH = 3,2) na concentracaonug/1200
Apoés 10 min de contato, a atividade dos sanitizantes foi neutralizada com as seguintes
solucdes: solucdo de Tween 80 % (m/v) a 2 % para as superficies sanitizadas com
cloreto de benzalcbni@tiosulfato de sddio 0,25 % para as superficies sanitizadas com
dicloroisocianurato de sddio e acido peracético, todos em solucdo salina peptonada, por
1 min, no vortex, para remocao das células sésseis.

Diluigbes apropriadas foram transferidas para placas de Petri com Agar M17, e
incubadas a 30 °C, por 24 h. O nimero de OfC.foi determinado utilizando-se a
Equacéao 8.

A eficiéncia dos sanitizantes foi avaliada pelo método n° 649, teste de
suspensao proposto pela Association of Official Analists Chemists (AGHB)
modificacdes para células sésseis (ANDRADE et al., 2008). Os resultados foram
expressos em numeros de reducdo decimais (RD).

Para o calculo, foi utilizada a seguinte equacao:

Ngp = log10 Ng — logqo Ns (23)

Onde:
N, — nimero de células aderidasfonos cupons,
Ns — nimero de células sobreviventes/cnps cupons apds a acao dos

sanitizantes.
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3.5 DELINEAMENTO ESTATISTICO

Para as analises da avaliacdo da atividade acidificante e atividade proteolitica,
na caracterizagdo do potencial tecnoldgica das BAL, utilizou-se um delineamento
estatistico inteiramente casualisado num fatorial simples.

Para as analises de cinética microbiana, hidrofobicidade, e determinacédo da
variacdo da energia livre de Gibbs, também utilizou-se um delineamento estatistico
inteiramente casualisado num fatorial simples.

Para as andlises da adeséo dos isolados A, B e C, e do Pool nas trés superficies
(aco inoxidavel, polietileno e polipropileno), em cinco tempos de contato (0 h, 6 h, 12 h
18 h e 24 h) foi utilizado um delineamento estatistico inteiramente casualizado num
fatorial composto. Os fatores estudados foram respectivamente: micro-organismos,
tempo de adesao e superficies. Estes dados foram analisados por meio de Andlise de
Variancia (F) a 5 % de probabilidade e uma vez constatados o efeito significativo do
tratamento, aplicou-se entédo o Teste Tukey, a 5 % de probabilidade.

Todo o experimento foi realizado com trés repeticdes, sendo os dados
analisados no programa estatistico SAS (Statistical Analysis Syst®AS Institute
Inc., North Carolina, USA), Versdo 9.2, licenciado para Universidade Federal de
Vigosa, 2010.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 POTENCIAL TECNOLOGICO DOS ISOLADOS DE BACTERIAS LATICAS DE
QUEIJO DO MARAJO, TIPO CREME

4.1.1 Coloracao de Gram

Todos os isolados (40) de bactérias laticas do Queijo do Marajo, Tipo Creme
apresentaram-se gram-positivas, como todas as bactérias laticas. Apresentaram também
a forma de cocos. As pesquisas indicam que essa forma predomina na microbiota latica
de leite e queijos. Fortina et al. (2003); Carvalho (2007), e Aquino (2011) ao avaliarem
acaracterizacao fenotipica de isolados de produtos lacteos visualizaram em sua maioria
a forma de cocos, com predominancia de Enterococcus e Lactococcus. Ao avaliar a
microbiota latica da Mussarela de bufala, Silva et al. (2010) detectaram que, em geral,
os cocos foram prevalentes nas amostras durante todo o processo de producdo do
queijo. Guimardes (2011) verificou que de 283 isolados do Queijo do Marajo, 246

foram gram-positivos, todos possuindo forma de cocos, em arranjos de cadeia.

4.1.2 Teste de Catalase

Todos os isolados ndo apresentaram atividade ddasmtajue € uma
caracteristica de bactérias laticas. Resultado semelhante ocorreu em pesquisa de
Guimaraes (2011) em que 64,63 % do total de isolados de Queijo do Marajé néo
apresentaram atividade de catalase, e de Aquino (2011) que ao avaliar a microbiota
latica de Requeijdo do Sertdo, na Bahia, observou que 88,5 % apresentaram atividade de

catalase negativa.

4.1.3 Producao de Gas

Todos os isolados nao produziram gas, 0 que demonstra que sao
homofermentativos. Resultados idénticos foram observados por Guimarées (2011) ao

analisar isolados no Queijo do Maraj6, Tipo Creme. As bactérias laticas
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homofermentativas pertencem aos géneros Enterococcus, Streptococcus e Lactococcus

e alguns tipos de Lactobacillus.

4.1.4 Atividade Acidificante

Considerando-se que o pH inicial do leite em todos os isolados variou entre
6,38 e 6,50, nenhum dos 40 isolados reduziu o pH para 5,2, apos 6 h de incubacéao.
Apos 16 h, todos os isolados reduziram o pH {pH5), com valores entre 4,10 a 4,43.

A capacidade acidificante das bactérias laticas € de grande importancia em
produtos lacteos. A rapida reducdo do pH, pelo acumulo de acido latico, atua,
principalmente no controle da microbiota contaminante. Assim, constituem um fator
auxiliar no processo de conservacdo e seguranca dos produtos lacteos. Bactérias
pertencentes ao género Enterococcus sdo homofermentativas, tendo o acido latico como
principal produto da fermentacg&o da glicose.

Para uma cultura latica ser considerada produtora rapida de &acido, deve reduzir
o pH do leite do seu valor normal (6,6) para 5,2 em 6 h de incubacdo a temperatura
adequada (COGAN et al., 1997). Assim, Enterococcus nao apresentam rapida atividade
acidificante quando inoculadas em leite se comparado com outros géneros de BAL
como, por exemplo, o LactococcasStreptococcus (GIRAFFA, 2003; CARVALHO,

2007; ARAUJO et al. 2008; ROSADOKUAYE, 2009). Resultados semelhantes ao
desta pesquisa foram observados por Araujo et al. (2008) ao avaliar as caracteristicas de
Enterococcus utilizados como fermento enddgeno na fabricagdo do Queijo Minas
artesanal. Em pesquisas realizadas por Durlu-Ozkaya et al. (2001) e Sarantinopoulos et
al. (2001) foi observado que apenas uma pequena parcela do género Enterococcus
promoveu a reducao do pH do leite para 5,2, apés 16 a 24 h de incubacéo a 37 °C. Suzzi
et al. (2000) verificaram que E. faecalis isa@lsdle queijos artesanais italianos,
reduziram o pH de leite a 4,5 somente apos 24 h de fermentacéo.

Ao compara as espécies, Suzzi et al. (2000) verificaram um maior poder de
addificacdo para o E. faecium comparado ao E. faeealis durans, com pH de 4,5
apos 24 h de incubacao. Resultados semelhantes foram observados por Andrighetto et
al. (2001) em que as estirpes de E. faecalis também apresentaram baixa atividade de
acidificagcdo, comparada a E. faecium. Por outro lado, Villani e Coppola (1994)
constataram que E. faecalis tem maior poder de acidificacdo d&.daecium,ao

avaliarem a atividade acidificante de estirpes inoculando-se em leite por 6 h a 37 °C,
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com redgéaodo pH do leite entre 0,4 e 0,8 unidades, tendo a predominancia de estirpes
E. faecalis.

N&o hé relatos de comparacao entre as espécies encontradas nesta pesquisa (E.
faeciume E. durans). Porém, de acordo com os resultados, pode-se dizer que ndo houve

diferen@significativa (P > 0,05) em relacéo ao poder de acidificacdo entre as mesmas.

4.1.5 Atividade Proteolitica

Todos os isolados de BAL apresentaram atividade proteolitica. O diametro do
halo de hidrolise em &gar leite representando a atividade dos isolados variou entre
10,55 mm e 12,26 mm. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al.
(2010) em culturas isoladas do queijo Mussarela de budfala, as quais apresentaram halo
de hidrélise em agar leite com diametro entre 10,66 mm a 12,68 mm.

A capacidade de produzir proteases extracelulares € uma caracteristica muito
importante de BAL. Estas proteases catalisam a hidrolise das proteinas do leite,
fornecendo os aminoacidos essenciais para 0 seu crescimento e, consequentemente,
altera a textura, sabor e aromas dos produtos (EL-GHAISH et al., 2010).

Ghrairi et al. (2008) avaliaram as propriedades proteoliticas de E. faecium
isolados de queijo Rigouta e constataram que os isolados apresentaram uma alta
atividade de peptidase e média atividade de proteases. Para Sarantonopoulos et al.
(2001), a maioria dos isolados de Enterococcus obtidos de produtos lacteos
apresentaram baixa atividade proteolitica, sendo que E. faecalis apresenta uma atividade
melhor em relacdo as espécies E. faecium e E. durans. Como nao foi detectada a
presenca de E. faecalis nesta pesquisa, hdo se pode fazer comparacdo com esta espécie
Em relacdo as espécies identificadas, E. fae&ln durans, pode-se dizer que nao
houve diferenca significativa (P > 0,05) no que se refere ao poder de acidificagdo entre

as mesmas.

4.1.6 Producao de Diacetil
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Todos os isolados de bactérias laticas produziram diacetil. Entre os 40 isolados
de BAL analisados, 33 apresentaram intensidade alta de producé&o de diacetil, e set
isolados (@, l1s, I21, I26, 132, 137 € I39) @presentaram intensidade moderada de producao, o
que foi observado a partir da intensidade da coloracdo résea na superficie dos tubos de
ensaio, sendo mais evidente apds o periodo de 30 min.

A utilizacdo do citrato € uma importante caracteristica tecnologica de BAL,
uma vez que essa substancia € metabolizada por essas bactérias, com liberacdo de
compostos como diacetil, acetato e acetaldeido. A producéo de diacetil tem importante
contribuicdo no desenvolvimento de aroma e sabor de queijos pouco ou nao curados,
sendo responsaveis pelo sabor e aroma tipicos de manteiga nos gAeijos.
metabolizacdo do citrato pode resultar na producdo de compostos como 0 acetato,
etanol, acetaldeido, acetoina, 2,3-butanediol, diacetil e didxido de carbaXie{RD,

2000).

O sabor e aroma de manteiga em queijos € uma das caracteristicas mais
apreciadas entre os consumidores, sendo, portanto, considerados os atributos de maior
impacto na qualidade do produto, influenciando diretamente a decisdo de compra
(ROSADO e KUAYE, 200% Tais atributos podem estar relacionados ao tratamento
térmico que pode promover a selecdo de micro-organismos capazes de produzir o
diacetil. Assim Enterococcus podem se desenvolver nos queijos, por serem capazes de
sobreviver a temperaturas de pasteurizacdo, ou por uma contaminacdo pos-
processamento. Encontrando um meio entéo livre de competidores, o que favorece sua
rapida multiplicacdo, as bactérias podem metabolizar o citrato com producdo de
compostos aromaticos.

A capacidade de metabolizar o citrato ocorre principalmente entre as bactérias:
Leuconostoc spp., Lactobacillus casei, L. plantarum, E. faecalis, E. faeeium,
Streptococcus lactis subsp. Diacetylactis (SILVA et al., 2010).

Ao compara as espécies de Enterococcus, Freitas et al. (1999), observaram
gue o E. faecalis apresentou maior acdo quanto ao metabolismo do citrato em relagcéo ao
E. faecium, o que demonstrou a diferenca entre as espécies. De modo semelhante,
Sarantinopoulos et al. (2001) ao avaliarem a capacidade de 56 isolados de E. faecalis,
verificaram que 53 metabolizaram acima de 84 % do citrato presente no leite. Ja para a
espécie de E. faecium somente 4 entre 57 isolados consumiram todo o citrato do meio.
Rosado e Kuaye (2009) verificaram que o teste de producéo de citrato para culturas de
E. faecium foi positivo, indicado pelo aparecimento do halo avermelhado na parte

superior do tubo apds 40 min.
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4.1.7 Teste de Lactofermentacao

A propriedade de producédo de acido pelas BAL € a principal caracteristica
tecnoldgica para a industria de laticinios (BERESFORD et al., 2001). Embora o teste de
lactofermentacdo seja usualmente empregado para caracterizar a microbiota
predominante no leite, foi utilizado nesse experimento para verificar o tipo de
fermentacdo determinado pelos isolados.

Apbés o teste de lactofermentacdo, 35 isolados apresentaram melhores
propriedades de coagulacdo com a coagulacdo gelatinosa, proveniente de uma
fermentacdo latica e considerada normal, indicando uma boa qualidade bacteriol6gica
das amostra®\ formacao do coagulo caseoso, que se contrai de um lado ou em todo o
contorno, com soro claro ou leitoso, proveniente da fermentacdo proteolitica, foi
observada em cinco isoladd@l, lis |24, l2s € ks) de BAL, indicando o potencial
proteolitico desses isolados. Aquino (2011) verificou que 53,2 % dos micro-organismos

isolados de Requeijao do Sertdo apresentaram coagulo gelatinoso.
4.2 IDENTIFICAGAO GENETICA DOS ISOLADOS DE BACTERIAS ACIDO
LATICAS DE QUEIJO DO MARAJO, TIPO CREME
4.2.1 Analise das sequéncias de 16S rDNA

Seis isolados (A, B, C, D, E e F) foram submetidos a andlise de biologia
molecular, utilizando primer universal. Todas as amostras apresentaram 0 mesmo

tamanho no fragmento de rDNA amplificado, como pode ser observado por meio da

eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v) (Figura 1).
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Figura 1 Eletroforese em gel de agarose 1,5 % (m/v) do produto de PCR amplificado
para identificacdo genética dos isolados de bactérias laticas. Linha 1-3 Marcador de
DNA lambda. Linha 4 marcador de 100 pb.

As sequéncias obtidas com os dois primers (foward e reverse) resultaram em
dois arquivos de cada fragmento, de forma que foi necessario montar a sequéncia
consenso, sendo analisadas pelo programa DNA Baser.

As sequéncias foram alinhadas com as sequéncias genéticas obtidas no banco de
dados (homologia > 99 %) do National Center for Biotechnology Information (NCBI)

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2—- Identificacdo das bactérias laticas isoladas do Queijo do Marajo, Tipo

Creme, com base na analise do gene 16S rDNA*

Isolados de BAL Espécie mais préxima er Cadigo Similaridade
busca BLAST do
GenBank
A E. faecium NR 102790.1 99 %
B E. faecium NR 102790.1 99 %
C E. durans NR 036922.1 99 %
D E. durans NR 036922.1 99 %
E E. faecium NR 102790.1 99 %
F E. durans NR 036922.1 99 %

* Bactérias laticas isoladas por crescimento em meios R2A e identificados com base em
sequéncias de genes de 16S rDNA.

Como pode ser observado na Tabela 2, todas as amostras foram identificadas
como 0 género Enterococcus, 0s quais sdo encontrados com grande frequéncia em

muitos tipos de queijos artesanais, e possuem um papel muito importante sobre as
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caracteristicas sensoriais € microbiologicas dos produtos (CARVALHO, 2007; SILVA
et al., 2010; NOBREGA, 2012). As espécies identificadas foram E. faecium (isolados
A, BeE)eE. durans (isolados C, D e F).

Ao comparar os resultados desta pesquisa com outros trabalhos sobre queijos
artesanais, pode-se citar as pesquisas de Beresford et al. (2001), que também
identificaram esse género como o predominante entre as BAL isoladas do queijo de
Coalho artesanal de Jaguaribe e dos Sertbes Cearenses. Medina et al. (2001)
caracterizaram 250 estirpes de BAL, isoladas de um queijo artesanal Argentino
constataram que os géneros Enterococcus foram identificados em 69 % das amostras.
Cogan et al. (1997) encontraram um numero significante de Enterococcus dentre os
isolados oriundos de queijos europeus como Feta, Kasseri e Serra das estrelas. Ao
avaliar a microbiota do Queijo Coalho artesanal no Ceard, Carvalho (2007) verificou
gue o género Enterococcus foi predominante entre as BAL isoladas (62,3 %), com
predominéncia da espécie E. faecium (68 %). A mesma espécie foi identificada por
Jurkovic et al. (2006) no queijo Bryndza. Marino et al. (2003) detectaram as espécies E.
faecium, E. faecalis E. durans no queijo artesanal italiano Montasio. Moraes (2011) e
Noébrega (2012) verificaram que a espécie E. faecalis predominou entre a microbiota do
queijo Frescal e dos Queijos Canastra e Serro, respectivamente.

A capacidade que Enterococcus tem de se adaptar as condic6es adversas, como
altas e baixas temperaturas, e concentracdes elevadas de sal, possibilita seu
desenvolvimento em varios tipos de queijos. Carvalho et al. (2005) ao idestificar
bactérias laticas presentes em queijo tipo coalho artesanal, verificaram que
Enterococcus foi a estirpe bacteriana predominante com 60,3 % do total de bactérias, o
gue sugere que durante o processamento do queijo, estas poderiam ser selecionadas pele
resisténcia a altas temperaturas, como oqwretapa de cozimento. A presenca dessa
bactériaem Queijo do Marajo justifica sua elevada adaptabilidade, uma vez que sobre a
massa do queijo é adicionado de 1 a 2 % de sal, e esse produto passa por 2 tipos de
tratamento térmicoaquecimento a temperatura média de 55 °C, e cozimento a
temperatura média de 80 °C, durante sua fabricacdo. No entanto, € importante salientar
que, como nao existe pelos queijeiros o controle efetivo de temperatura durante as
etapas de elaboracédo do derivado, ndo se pode afirmar quais as temperaturas exatas emn
gue esses produtos sdo submetidos.

A contaminacdo pos-processamento também pode ser uma justificativea para
presenca de Enterococcus em queijos, pois segundo Carvalho (2007), essa bactéri

apresenta bom desenvolvimento durante o processamento dos produtos, passando de
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12,0 % nas amostras de leite, para 25,2 % nas amostras de queijo, 0 que indica que
grande parte @lEnterococcus presentes no derivado advém da matéria-prima. Como ja
foi citado anteriormente, o fato de um dos principais problemas da fabricacdo do Queijo
do Marajo ser a falta de higiene e de cuidados basicos durante as etapas de elaboracdo

do mesmo, também pode justificar a presenca desta bactéria.

4.3 CINETICA DE MULTIPLICACAO DE ENTEROCOCCUS DE QUEIO DO
MARAJO, TIPO CREME

A Figura 2 apresenta as curvas de crescimento dos isolados A, B e C, e do Pool
nas temperaturas de 15 °C, 30 °C e 45 °C, por um periodo de incubacéo de 7 h, tempo

médio em que a bactéria sai da fase estacionaria.
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Figura 2 - Curva de crescimento das amostras de BAL incubadas a diferentes

temperaturas:— Baranyi; A 15 °C;e 30 °C;+ 45 °C
Todos os isolados e o Pool apresentaram maior densidade populacional na

temperatura de 30 °C, e menor densidade na temperatura de 15 °C.

52



A Tabela 3 apresenta as taxas de multiplicacdo (1) e o tempo de permanéncia
na fase lagA) dos isolados de BAL (A, B e C) e do Pool, incubados a trés temperaturas.

O modelo proposto por Baranyi e Roberts (1995) apresentou bom ajuste
estatistico aos dados observados, com alto coeficiente de determinaga6,9R06)
para todas as temperaturas e todas as amostras de BAL. De acordo com Van Impe et al.
(2005), o modelo de cinética microbiana de Baranyi e Roberts € amplamente utilizado
por vérias razdes, dentre elas sua facilidade de uso, aplicabilidade sob condi¢cbes
ambientais dinamicas, boa capacidade de ajuste, e parametros biologicamente
interpretaveis. O seu uso principal é predizer a resposta da multiplicacdo bacteriana

quando hé alteracdo de temperatura durante as fases lag e estacionaria.

Tabela 3— Taxas de multiplicacdo (n) e tempo de permanéncia na fase lag (A) dos

isolados de BAL (A, B e C) e do Pool, incubados a trés temperaturas diferentes.

Temperatura BAL Taxa (u)* Lag (L)/h* R°

(°C)

15°C Isolado A 0,1942 1,2443 0,9819

Isolado B 0,1932 1,4015 0,9810

Isolado C 0,1948 1,2507 0,9816

Pool 0,1833 1,6175 0,9837

30°C Isolado A 0,2747 1,2126 0,9706

Isolado B 0,2755 1,4052 0,9736

Isolado C 0,2748 1,2610 0,9845

Pool 0,2705 1,4643 0,9828

45 °C Isolado A 0,2275 1,3367 0,9810

Isolado B 0,2246 1,4712 0,9840

Isolado C 0,2283 1,4638 0,9832

Pool 0,1849 1,4164 0,9811

* Média das trés repeticoes

Nas temperaturas de incubacéo de 15 °C e 30 °C, as BAL nao apresentaram
diferenca significativa (P > 0,05) entre si, no que se refere as taxas de multigjigacéo
Dessa forma, pode-se afirmar que ndo foram observadas diferengas entre as espécies de
Enterococcus. Porém, apresentaram diferenca significativa (P < 0,05) entre si, sob a
temperatura de 45 °C, com o Pool obtendo a menor taxa de multiplicacdo, e o isolado C

com o maior valor de taxa de multiplicagéo, de 0,2883.
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Sabe-se que em ambientes naturais e em condicbes experimentais, nas quais
ocorrem interagdo e competicdo de micro-organismos sobre as disponibilidades de
nutrientes e de espaco, ocorre diminuicdo na velocidade de multiplicagdo, com declinio
do namero de células viaveis na populacédo (FIGUEIREDO et al., 2007). Além disso, a
producdo de metabdlitos tem efeito nas taxas de divisdes celulares, e em altas
concentragdes, pode inibir a multiplicacdo microbiana ou mesmo matar as células,
consequentemente, diminuindo a taxa de crescimento da populacdo. Esses fatores
podem explicar o fato do Pool obter as menores taxas de multiplicacdo em todas as
temperaturas testadas, uma vez sptem um processo de interagdo e competicdo entre
os isolados utilizados para compor o Pool.

Todas as BAL apresentaram diferenca significativa (P < 0,05) entre as
temperaturas avaliadas, em relacdo aos valores das taxas de multipligacéam (os
maiores valores observados sob a temperatura de 30 °C, com 0s mesmos variando de
0,2705 a 0,2755. Andrade et al. (1998a) verificaram que E. faecium apresentou uma
velocidade especifica de crescimento (1) em caldo MRS a 30 °C, de 0,68. Os menores
valores foram observados a temperatura de 15 °C, os quais variaram de 0,1833 a 0,1948
Figueiredo et al. (1999) encontraram valores de p para Lactobacillus acidophilus, de
0,921 K" em MRS, valores estes considerados elevados.

O periodo de lag considera o tempo de adaptacdo da bactéria as novas
condicBes ambientais, utilizar os nutrientes disponiveis e iniciar a reproducao celular,
evidenciado pelo aumento da turbidez e/ou contagens de colbnias nas placas. As BAL
estudadas apresentaram diferentes comportamentos do periodo dp Rard uma
mesma temperatura, foi observada diferenca significativa (P < 0,05) entre as BAL,
apresentando assim diferentes condicbes de adaptacdo. O Pool apresentou o maior
periodo de lag nas temperaturas de 15 °C e de 30 °C, e o isolado B, o maior periodo de
lag sob a temperatura de 45 °C. Por outro, o isolado A foi o de menor periodo de lag em
todas as temperaturas estudadas.

Ao comparar a mesma BAL sob temperaturas diferentes, verificou-se que
houve diferenca significativa (P < 0,05) entre os periodos de lag. Todos os isolados
apresentaram o maior periodo de lag na temperatura de 45 °C, com excecédo do Pool,
gue obteve o maior periodo na temperatura de 15 °C.

Além dos maiores tempos de fase lag, as baixas taxas de multiplicacdo das
BAL nas temperaturas de 15 °C e 45 °C evidencia que, as temperaturas mais afastadas
da temperatura Otima (30 °C), a bactéria Enterococcus tem sua adaptacdo e

multiplicacéo alteradas, como comprovado por Carlos (2008) e Rosado e Kuaye (2009),
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ao avaliarem a cinética de crescimento desta bactéria. Os autores verificaram que,
incubadas sob a temperatura Otima, este micro-organismo apresentou redugdo ou
auséncia de tempo de laténcia e uma maior velocidade especifica de crescimento.

Além do afastamento da temperatura Otima de crescimento, condicdes de
estress, como choque osmoteaumento da concentracdo de sais, também produzem
alteracdes tanto no periodo de lag como na taxa especifica de crescimento microbiano.
Gardini et al. (2001) estudaram os efeitos das interacdes da concentracdo salina, do pH e
da temperatura nos parametros de crescimento de isolados de E. faecalis, e
demonstraram que a velocidade especifica de crescimento era consideravelmente
afetada pela concentracdo salina, enquanto a fase de laténcia era afetada principalmente
pela temperaturaEsses dados pode contribuir para a qualidade microbioldgica e a
seguranca dos alimentos dos consumidores, pois dessa forma, consegue-se controlar a

multiplicacédo de tais micro-organismos.

4.4 ADESAO DE ENTEROCOCCUS DE QUEIJO DO MARAJO, TIPO CREME EM
DIFERENTES SUPERFICIES

4.4.1 Determinacdo do numero de células aderidas

A Tabela 4 apresenta os resultados do logaritmo de UFCdenNUmero de
Células Aderidas dos isolados de Enterococcus (A, B e C) e dperosliperficies de
aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, em cinco tempos de contato (0 h, 6 h, 12 h
18 he 24 h).

Tabela4 — Logaritmo de UFC.ciido nimero de células aderidas dos isolados (A, B e

C) e do Pool com as superficies de ago inoxidavel, polietileno e polipropileno

Adeséo Tempos de Contato (h)
0 6 12 18 24

Isolado A / Ago Inoxidavel <0,60 5,51+0,39 6,68+0,09 8,14+0,47 8,44+0,39
Isolado A / Polietleno  <0,60 4,80+0,20 5,84+0,05 7,67+0,79 8,03+0,50
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Isolado A / Polipropileno < 0,60
Isolado B / Aco Inoxidavel < 0,60
<0,60
<0,60
<0,60
<0,60
<0,60
<0,60
<0,60
<0,60

Isolado B / Polietileno
Isolado B / Polipropileno
Isolado C / Ago Inoxidave!
Isolado C / Polietileno
Isolado C / Polipropileno
Pool / Aco Inoxidavel
Pool / Polietileno

Pool / Polipropileno

4,15 + 0,46
5,65+0,61
4,64 +0,15
4,00 + 0,38
5,57 +0,09
4,91 + 0,06
4,13 + 0,56
5,12 +0,23
4,59 + 0,47
3,94 +0,01

512+0,43
6,76 £ 0,15
5,69 + 0,08
4,79 + 0,65
6,84 + 0,04
5,90 + 0,05
5,04 +0,95
6,38 + 0,38
5,37+0,31
4,51+1,02

6,03+0,75
8,01 +0,37
7,69+0,72
5,57 +0,42
8,04 + 0,36
7,82 +0,82
5,93+0,79
7,90 +0,77
7,37 +0,36
5,25+0,89

6,64 £0,14
8,52 +0,43
7,82 +0,10
6,22 +0,44
8,46 + 0,84
8,18 + 0,50
6,49 + 0,39
8,28 +0,81
7,41 +0,37
5,94 +0,02

O numero de células aderidas de BAL aumentou com o tempo de contato para
todas as superficies avaliadas. Do tempo de O h para 24 h de contato, foi constatado
aumento do numero de células aderidas em mais de 8 ciclos log para as superficies de
aco inoxidavel, mais de 7 ciclos log para a superficie de polietileno, e média de 6 ciclos
log para o polipropileno.

Muitas pesquisas demonstram a influéncia do tempo de contato sobre o
processo de adesao e formacao de biofilmes (FIGUEIREDO et al., 2007; ROSADO
KUAYE, 2009; BERNARDES et al., 2013; SA, 2013), fato este também observado na
presente pesquisa. Em outra pesquisa, placas de aco inoxidavel foram incubadas a 45 °C
com leite inoculado com média de 1,0 ¥ LIFC/mL de Streptococcus thermophiles,
verificou-se que ap6s 3 h de contato, as concentracbes de células aderidas foram de
1,6 x 16 UFC.cm? e, em 6 h, de 1,9 x 0JFCcm? (GANDARA e OLIVEIRA,

2000). Ao avaliar a adesdo de Pseudomonas fluorescens em superficies de aco
inoxidavel, poliuretano, PVC, silicone, granito e marmore, Careli et al. (2009)
verificaram que a adesao bacteriana aumentou com o tempo de contato, com as
suspensdes atingindo uma concentracdo em tornc®dé¢FmmL™.

Constatou-se que o numero de células aderidas dos isomBasedococcus
do Pool diferiu (P < 0,05) em funcdo do tipo de superficie. A superficie de aco
inoxidavel apresentou maior numero de células aderidas para todas as BAL, em todos
0s tempos de contato, enquanto a superficie de polipropileno apresentou menor niamero
de células aderidas de BAL, em todos os tempos de contato. Ao avaliar a adeséo de E.
faecium em cupons de aco inoxidavel, Andrade et al. (1998a) encontraram valores entre
10° e 16 UFC.cm? ap6s 8 h de incubacdo, sob temperatura de 30 °C, resultados
proximos ao desta pesquisa. Flach (2006) aderiu Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Bacillus cereus isolados da linha de producéo de leite trés superficies (aco
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inoxidavel, polipropileno e tecido de algodéao) e verificou que o tecido de algodéo foi o

material que melhor favoreceu a adesdo microbiana de todos 0s micro-organismos
seguida do polipropileno e aco inoxidavel, sendo que essas duas superficies nao
apresentaram diferenca estatistica significativa, diferente dos resultados desta pesquisa.

E importante salientar que as superficies que apresentaram maior capacidade
de adesdo e formacdo de biofilme, aco inoxidavel e polietilieno, sdo as que estdo
envolvidas diretamente com o processamento do produto, uma vez que a superficie de
polipropileno esta presente apenas na etapa final de elaboracdo do mesmo, sendo o
material pertencente as embalagens. O elevado numero de células aderidas ao aco
inoxidavel e ao polietileno pode ser resultante da higienizag&o ineficiente realizada nas
queijarias da Illha do Maraj6 (BENDELAK, 2005; FIGUEIREDO, 2006;
BITTENCOURT et al., 2013; SIMOES et al., 2014). De acordo com Rosado e Kuaye
(2009), a presenca de Enterococcus nas superficies tem relacdo direta com a qualidade
higiénico-sanitaria nas etapas de elaboracdo dos produtos. Gelsomino et al. (2002)
sugeriram que uma das fontes de Enterococcus em queijo Chedddalha de
higienizacdo dos equipamentos e utensilios envolvidos com a ordenha e a fabricacdo do
produto. Timelli et al. (2006) verificaram a presenca de Enterococcus em superficies de
faca de corte, bandejas, agitador de leite, prensas, embalagens, assoalho, paredes e en
maos de manipuladores, durante o processamento de queijo. Estes resultados
demonstram novamente que a qualidade do produto final é funcdo da taxa de
contaminacgéo dos equipamentos e utensilios de contato e de uma higienizacao eficiente,
e ainda da capacidade de adesdo de Enterococcus em tais superficies, com niveis de
2,31, 1,05 e 2,03 log UFC.¢mo piso, parede e bandeja de queijo, respectivamente.

De acordo com Andrade et al. (1998a), o grande numero de células de
Enterococcus aderidas é associado a altas concentracdes no leite (3, UKC "
em 12 h), o que pode comprometer a qualidade do mesmo, principalmente por
acidificacdo. Dentrasalteracdes causadas no leite de bufala, na llha do Marajd, ainda é
a acidificacdo a mais comum, resultante da fermentacao da lactose por diferentes tipos
de micro-organismos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Para uma mesma superficie, ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre
os isolados de BAL e o Pool. Como as espécies identificadas foram E. faeEium
durans, pode-se dizer que as mesmas apresentam capacidades de adesao semelhante
Porém, ao analisar os resultados diante de trabalhos de adesdo de outras bactérias,
observa-se que Enterococcus possui grande capacidade de aderir e multiplicar em

superficies de processamento de alimentos. Figueiredo et al. (2007) avaliaram
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capacidade de multiplicacdo de P. aeruginosa, B. cereus e E. faecium, e verificou que E.
faecium foi a bactéria que apresentou a maior capacidade de multiplicacdo em
superficies de aco inoxidavel, com aumento de cerca de 2 ciclos logaritmicos, em 12 h,
enquanto que P. aeruginosa apresentou um aumento de 0,9 ciclos log e B. cereus um
aumento de 0,4 ciclo log. Marques et al. (Q0@&mbém verificaram a grande
capacidade de adesdo e formacdo de biofilme (média d&JAO.cm?) de varias
estirpes de E. faecalis isoladas de amostras clinicas, em vidro. Figueiredo et al. (1999)
analisaram a adesdo de E. faecium em cupons de ac¢o inoxidavel em forma de T,
cilindrico e de cotovelo 90 ° de um modelo de circulacéo de leite, por 12 h de contato, a
18 °C, com a suspensédo em leite integral esterilizado, contendo ceréa teCioL ™,

e verificaram uma percentagem de adesao de 2,21.

Pode-se observar queP ool apresentou menor nimero de células aderidas em
todas as superficies, e em todos os tempos de contato. De acordo com Figueiredo et al.
(2007), quando a densidade populacional é baixa, a competicdo entre bactéria por
espaco, oxigénio e nutrientes podem ser limitantes para manter a atividade microbiana,
0 que pode justificar esses resultados. Como no processamento do Queijo do Marajo,
tem-se um Pool de bactérias laticas, pode-se dizer que o grau de adesdo € menor,
comparado aos resultados dos isolados.

E importante destacar a importancia da temperatura de incubacgéo para a adesio
microbiana. Figueiredo et al. (2007) afirmam que a mudanca de temperatura pode
alterar a fase lag da bactéria. Na presente pesquisa, utilizou-se a temperatura de
incubacdo de 30 °C de forma a simular a temperatura usual na regido de origem do
Queijo do Maraj6. Esta temperatura foi considerada ideal para a multiplicacdo desta
bactéria, como pode ser comprovada com os resultados da cinética de multiplicacdo
microbiana. Fonseca, em 2010, também comprovou qQu&0 °C, o género
Enterococcus produmaior quantidade de biofilme. Este fato gera preocupagédo, uma
vez que a temperatura ideal para a multiplicacdo de Enterococcus € muito proxima da
temperatura meédia do clima das queijarias da llha do Marajo6.

Segundo Figueiredo et al. (2007), a medida que a temperatura aun&nta e
aproximada da temperatura de crescimento 6tima, a percentagem de bactérias aderidas
também aumenta, associado a maior velocidade de multiplicacdo bacteriana.

Por outro lado, o abaixamento da temperatura pode afetar negativamente a
cinética de producao de exopolissacarideo. Ainda, a mudanca de viscosidade da gordura
do leite a 5 °C poder fazer com que seja estabelecida uma camada gordurosa na parede

das superficies, o que dificulta a aproximacdo de novas bactérias e facilita
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consolidacédo da adesao das bactérias que estdo entre a parede dos cuporgaeda cama
gordura. Mesmo a temperaturas em que a bactéria ndo apresenta multiplicacdo, como
5 °C, ocorre adesdo, o que indica atividade metabdlica para a producdo de
exopolimeros. Esses dados evidenciam que, mesmo sob condicdes de inibicdo de
multiplicacéo celular, deve-se estar atento aos procedimentos de higienizacéo, a fim de
impedir que biofilmes sejam formados (FIGUEIREDO et al., 1999; 2007).

Ao avaliar a influéncia da temperatura na adesédo de E. faecium, Rosado e
Kuaye (2009) verificaram que, com o aumento da temperatura de 4,5 para o 25 °C, o
aumento do numero de células aderidas foi em média de 3,99 ciclos log para o tempo de
contato de 4 d. Quando a comparacao é feita entre as temperaturas de 25 °C e 45,5 °C
para 0 mesmo tempo, ocorre um decréscimo do numero de células aderidas em média
de 2,13 ciclos log. Comparando-se a temperatura de 10,5 °C e 39,5 °C, para 1,2 e 6,8 d
houve aumento de 4,21 e 3,76 ciclos log, respectivamente. Pode-se observar que a
medida que a temperatura se distanciou da 6étima, o crescimento do micro-organismo
decresceu, 0 que explica a maior taxa de adesao nas temperaturas dee3Z55°aC
comparadas a 4,5 °C, 10,5 éd@5,5 °C. Ainda em relacédo a importancia da temperatura
para o processo de adesdo, Bernardes et al. (2013) verificaram que com o0 aumento de
temperatura de 4 °C para 35 °C, houve aumento do numero de células de B. cereus
aderidas em mais de 3 ciclos log para o tempo de adeséo de 24 h.

4.4.2 Determinacdo dos angulos de contato e da variacao da energia livre de Gibbs

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios dowmsadguontato (0)
com as superficies de aco inoxidavel, polietileno, polipropileno e de células dos
isolados de Enterococcus (A, B e C) e do Poah agua (04), formamida (0g) ¢ a-

bromonaftaleno (0g).

Tabda 5 — Valores médios dos angulos dentato (6) com as superficies de aco
inoxidavel, polietileno, polipropileno e de células dos isolados de Enterococcus (A, B e

C) e do Poolgom agua (64), formamida (8¢) e a-bromonaftaleno (8g).

Superficies de Adesac Angulos de Contato*
eA 9|: eB
Aco Inoxidavel 79,53 £ 0,339 47,03 + 4,428 29,93+0,74
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Polietileno 91,60 +1,219 65,26 + 0,377 33,56 + 1,108

Polipropileno 93,36 + 1,265 86,00 + 0,244 40,93 +£0,784
Isolado A 10,06 + 0,659 17,76 £ 1,699 44,44 + 3,412
Isolado B 11,33 £ 0,047 21,90+1,451 35,70 + 1,589
Isolado C 09,36 + 0,377 15,33 + 1,302 40,90 + 1,296

Pool 10,36 + 0,386 17,99 + 1,564 43,32 +1,378

* média de trés repeticbes

Pode-se dizer que as superficies do aco inoxidavel, do polietileno e do
polipropileno apresentaram-se como hidrofobicas, tendo seus angulos de contato com a
agua (0a) superior a 65° (VOGLER, 1998). A superficie de aco inoxidavel foi a menos
hidrofébica (P < 0,05rom um 65 de 79,53, e a superficie do polipropileno a mais
hidrofobica com um 0, de 93,36.

Flach (2006) ao avaliar a hidrofobicidade de superficies, verificou que o aco
inoxidavel foi o material mais hidrofébico, seguido do polipropileno, contrastando os
resultados desta pesquisa. Bernardes et al. (2010) e Novello et al. (2013) encontraram
angulo de contato para o aco inoxidavel com a agua com meédia de 70,77 e 78,50,
respectivamente, o que confirma o caréater hidrofébico deste material.

As superficies das BAL apresentaram-se como hidrofilicas, tendo seus angulos
de contato com a agua (0a) inferior a 65° sendo a superficie do isolado C a menos
hidrofilica (P < 0,05), com angulo de contato de 9,36, e a superficie do isolado B a mais
hidrofilica, com um angulo de contato de 11,33. Diferente destes resultados, Teixeira et
al. (2005) mediram os angulos de E. faecalis e verificaram que as mesmas foram
classificadas como hidrofébicas. Bernardes et al. (2010) e Novello et al. (2013)
analisaram a hidrofobicidade de L. monocytogeedd. cereus, respectivamente,
verificaram que as mesmas apresentaram carater hidrofilico. Alguns fatores inftuencia
a hidrofobicidade celular, como a fase em que 0 micro-organismo Sse encontra, a
presenca de apéndices celulares, as substancias poliméricas excretadas e a composiGac
do meio (HOOD e ZOTTOLA, 1995).

Na Tabela 6 encontrase os valores das omponentes apolar (y-),

componentegolar (yAB) e respectivos parametros (y' e y) da tensdo interfacial (yTOT)

das superficies de aco inoxidavel, polietileno, polipropileno, dos isolados de

Enterococcus (A, B e C) e do Pool.
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Tabela 6 - Valores dasi@mponentes apolar (y-V), polar (y*®) e respectivos parametros

TOT
)

(v' e ) da tensdo interfacial (y das superficies de aco inoxidavel, polietileno

polipropileno, dos isolados de Enterococcus (A, B e C) e do Pool.

Superficie de Tens&o Interfacial (mJA)
Adesio ,YLW v v yAB YTOT

Aco Inoxidavel 38,4504  0,8591 3,4500 3,4431 41,8935
Polietileno 37,6956  0,0267 1,3916 0,3855 38,0811
Polipropileno 34,1769  2,4099 99,9800 31,0446 65,2215
Isolado A 32,6273 2,3358 56,2650 22,9280 55,5553
Isolado B 36,4068 1,2093 57,8919 16,7342 53,1410
Isolado C 34,2215 2,1749 55,4087 21,9552 56,1767
Pool 33,1258 2,1830 56,4151 22,1949 55,3207

Quanto maior o valor d¢"" mais apolar é a superficie e, portanto, menor é a
sua afinidade com liquidos polares, sendo considerada hidrofébica. E quantm maior
valor da componente y*®, mais agua de hidratacdo tem a superficie e, portanto é mais
hidrofilica.

Segundo Strevett &€hen (2003) y tem um papel importante entre 0s
parAmetros termodinimicos da superficie, e ¥ é sempre maior do que y*, 0 que
comprovaa teoria de que as células tém predominantemente carater doador de elétrons
(y), como consequéncia da presenca do oxigénio na atmosfera e da hidratacdo da
superficie da célula microbiana (VAN DER MEI et al., 1998). As superficies de aco
inoxidavel, polietileno e polipropileno sem adesao bacteriana também possuem tensao
interfacial do componente doador de elétrofsrfaior do que a tenséo interfacial do
componente aceptor de elétropt.(Chaves (2004), Bernardes et al. (2010), e Novello
et al. (2013) ao estudarem a tensdao interfacial do a¢o inoxidavel, observaram resultados
semelhantes em relacdo aos componentes doadores e aceptores de elétrons da tensa
interfacial, demonstrando que estas superficies de adesdo sdo predominantemente
doadoras de elétrons, como a maioria das superficies solidas.

As BAL avaliadas apresentaram tenséo interfacial do componente doador de
elétrons {) maior do que a tensdo interfacial do componente aceptor de elétijons (
Novello et al. (2013) também observaram resultados semelhantes ao avaliar células de
L. monocytogenes, e afirmaram que a maior parte dos micro-organismos apresenta uma

membrana celular com carga superficial negativa em solugdo aquosa.
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4.4.3 Determinacéo da variacdo da energia livre de Gibbs de interac&oG{9r

Na Tabela 7 encontram-se os valores da variacdo da energia livre de Gibbs de
hidrofobicidade, que permitem quantificar a hidrofobicidade. Estes valores foram
calculados por meio das equacobes 14, 15 e 16.

Tabela 7- Valores das variagées das componentes apdlarys), polar (AGEE) e da
energia livie de Gibbs de interacaaGEST) das superficies de ago inoxidavel,

polietileno, polipropileno e dos isolados de Enterococcus (A, B e C) e do Pool.

Superficie de Energia livre de Gibbs de interacdo (mJ)m
Ades&o AGLY. AGLE, ey

Aco Inoxidavel -4,6920 -52,6486 -57,3478
Polietileno -4,3218 -75,6763 -79,9998
Polipropileno -2,7653 69,2365 66,4659
Isolado A -2,1727 34,5224 32,3496
Isolado B -3,7200 40,4297 36,7094
Isolado C -2,7881 34,2216 31,4335
Pool -3,5878 35,1684 31,5806

Pelos valores da variagdo da energia livre de Gibbs de intdaG3% ) que é
um critério quantitativo de avaliacdo da hidrofobicidade, as superficies de polipropileno
e das BAL avaliadas sdo consideradas hidrofilicas por apresentaéfi > 0,
enguanto as superficies de aco inoxidavel e polietileno sédo consideradas hidrofobicas,
tendo 0AGIOT < 0. Estes resultados diferem dos obtidos comparados aos resultados do
critério qualitativo de determinacéo da hidrofobicidade, ou seja, pelo angulo de contato
com a agua, o qual considera a superficie de polipropileno hidrofébica. As demais
superficies apresentaram a mesma hidrofobicidade nos critérios qualitativos e
guantitativos.

O valor de AGHY% (componente apolar) nas interagdes microbiagas
geralmente negativo, o que indica que as for¢cas de Lifshitz van der Waals sao
predominantemente atrativasGiss < 0), enquantdGés (componente polar) pode ser
positiva ou negativa, sendo repulsivaG{s > 0) ou atrativa AG&5 < 0),

respectivamente. Apenas as superficies consideradas hidrofilicas apres@ffamo,
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0 que demonstra que a hidrofobicidade € predominantemente determinada pelas forcas
polares de atracdo. A componen@s?; representa o grau de hidratagdo da superficie,

ou seja, quanto maior for o seu valor, menor sera a hidrofobicidade e,
consequentemente, maior a hidrofilicidade da superficie (BOSS et al., 1999). De acordo
com a Tabela 7, pode-se verificar que a forca é repulsiva para as superficies de
polipropileno e de todas as BAL. As superficies de aco inoxidavel e polietileno, por

apresentaremG£E, < 0, sdo consideradas atrativas.

4.4.4 Determinacdo da variacdo da energia livre de Gibbs de adesddr{ .s:0)
entre as superficies de aco inoxidavel, polietileno, polipropileno, os isolados de

Enterococcus (A, B e C)e o Pool, em meio aquoso

De acordo com a Teoria Termodindamica da adesdo, em solucdo aquosa,
quando a bactéria e a superficie de adesdo ultrapassam a energia imposta pelas forcas de
repulséo, as interacdes de curto alcance passam a assumir o papel mais importante n
adesdo. Estas forcas de curto alcance consideram as interacdes polares e apolares.
Segundo esta teoria, a adesdo sera termodinamicamente favoravel se a interacéo
conduzir a uma diminuicdo da energia livre total de adeséo, ou seja, quando a energia
total de adeséo for negativldd, 4..:, < 0) (CHAVES, 2004).

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados da variacdo da energia livre de
Gibbs de adeséo entre as superficies aco inoxidavel, polietileno e polipropileno, os
isolados A, B e Ce 0 Pool, em meio aquoso. Estes valores foram calculados por meio
deequacdes apresentadas no item 3.5.7.

Tabela 8- Valor da variacdo da energia livre de Gibbs de ades@g;[.s,) entre os
isolados A, B e C, e o Pool (b) e as superficies de aco inoxidavel, polietileno e
polipropileno (s) em meio aquoso (I) e suas componentes afbiHl’) e polar
(AGh

Superficie de Adesao Energia livre de Gibbs de adesdo (m9).m
AG%/ AG?{E AGagesao
Isolado A / Ago Inoxidavel -2,8999 -2,2782 -5,1772
Isolado A / Polietileno -3,0634 -3,2988 -6,3618
Isolado A / Polipropileno -2,4476 51,9417 49,9418
Isolado B / Ago Inoxidavel -4,1798 -6,0816 -10,26
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Isolado B / Polietileno -4,0110 -5,5704 -9,5804

Isolado B / Polipropileno -3,2050 56,9992 53,7942
Isolado C / Aco Inoxidavel -3,6169 -3,1092 -6,7261
Isolado C / Polietileno -3,4714 -4,2730 -7,7444
Isolado C / Polipropileno -2,7681 52,1294 49,3613
Pool / Aco Inoxidavel -3,3280 -2,5136 -5,8416
Pool / Polietileno -3,1940 -3,5884 -6,7824
Pool / Polipropileno -2,5562 52,5766 49,4836

A adesao entre as BAL e as superficies de aco inoxidavel e polietileno foram
termodinamicamente favoraveA@, ..;0 < 0). Em contrapartida, a adesédo entre as
BAL e a superficie de polipropileno foi termodinamicamente desfavoravel
(AGggesso > 0). S& (2013) ao avaliar a adeséo de B. cereuaco inoxidavel, verificou
que a adeséao foi termodinamicamente favoravel, resultado diferente do obtido por
Bernardes e colaboradores, em 2010, ao avaliar a adesdo entre a mesma bactéria e
superficie. Novello et al. (2013) constataram que a adesdo de L. monocytogenes em
cupons de aco inoxidavel foi favoravel.

Para Van Oss (1997) é bem conhecido que, em meio aquoso, a adeséo é
favoravel entre as superficies hidrofébicas que potexpulsar a agua entre elas.
Entretanto, deve ser enfatizado que a adesédo entre uma superficie hidrofébica e uma
hidrofilica ou duas superficies hidrofilicas pode ocorrer.

4.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de diferentes superficies e de

Enterococcus do Queijo do Marajé, Tipo Creme, aderidos nas superficies

As fotomicrografias por microscopia eletrénica de varredura das superficies de
aco inoxidavel, polietileno e polipropileno encontram-se na Figura 3. Na observacgao
microscopica verificou-se que as superficies apresentaram caracteristicas de
microtopografias diferentes, o que pode justificar as diferencas entre os graus de adesao

constatados nesse experimento.
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2 pm EHT = 20.00 kV Mag = 10.00 K X Date :9 Aug 2013
WD = 15mm Signal A = SE1 Photo No. = 5372
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WD = 15mm Signal A = SE1 Photo No. = 5435

EHT = 20.00 kV Mag= 1.00KX Date :9 Aug 2013
WD = 16 mm Signal A = SE1 Photo No. = 5457

Figura 3 - Microtopografias de superficies) Ago inoxidavel, B) Polietileno e
C) Polipropileno, observadas pela Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na Figura 3 (A), as setas mostram que por entre as células de Enterococcus
encontram-se fendas na superficie do acgo inoxidavel. De acordo com Flach (2006),
essas superficies apresentam  diversas deformidades, ndo  percebidas
macroscopicamente, mas que podem dificultar o processo adequado de higieaizacéo,
permitir a adesao de muitos micro-organismos. Ao avaliar essa superficie, Careli et al.
(2009) verificaram através da microscopia, a presenca de protuberancias e fissuras com
didmetros de 5,07 um e 8,79 um. A superficie do polietileno (Figur8)3pessui
superficies com grandes irregularidades, que de acordo com Flach (2006) sao
provocadas por sua natureza polimérica. A superficie do polipropileno também

apresenta irregularidades, como foi comprovado em pesquisa de Ferreira et al. (2011),
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porém, em menores quantidades quando se compara com as demais superficies
avaliadas.

De acordo com Hood e Zottola (199&)microtopografia do material pode ter
um papel muito importante na adesdo microbiana, uma vez que a interacdo
micro-organismo-substrato se da nesse nivel. Além disso, a presenca de micro-fendas
pode proteger os micro-organismos dos tratamentos sanitizantes, diminuindo assim a
eficiéncia dos procedimentos de higienizacéo.

As técnicas microscopicas sdo as mais recomendadas para a visualizacdo da
adesdo e formacdo de biofilmes bacterianos em superficies de processamento de
alimentos, permitindo o acompanhamento do desenvolvimento do biofilme em tempo
real (PARIZZI et al., 2004).

A observacdo dos corpos de provas das superficies de aco inoxidavel,
polietileno e polipropileno submetidos aos ensaios de adesdo de Enterococcus estao
apresentados na Figura 4. Essas observagdes permitiram aprofundar os conhecimentos
em relagdo as superficies dos materiais testados, além de verificar o grau de adesao dos
isolados de Enterococcus e do Pool. Foi possivel também uma melhor identificacdo
deste género que se caracteriza como diplococos, ja que na maioria das vezes foram

visualizados em pares.
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Figura 4 - Microtopografias de superficies aderidas com Enterococcus A) Acgo
Inoxidavel; B) Polietileno, C) Polipropileno, observadas pela Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV)

A superficie de aco inoxidavéA1 e A2) foi a que obteve o maior grau de
adesdo na microscopia, seguida do polietiiBioe B2) e do polipropilendC1 e @),
fato observado também no método de contagem em placas. Rosado e Kuaye (2009) ao
comparar as contagens de fotomicrografias e de plagueamento de E. faecium,
verificaram que a contagem obtida com a microscopia (4,08 °x URL.cm?),
encontrava-se muito préxima & contagem padrdo em placas (8,9¥kQ@m?), para
as mesmas condicdes de tempo e temperatura de exposicdo. Rosado et al. (2007)
avaliaram a adesdo de P. fluorescemsaco inoxidavel e verificaram que a contagem
média obtida na microscopia (1,3 x*10FC.cm?) estava muito préxima da obtida por

contagem padrdo em placas (1,6 X W6C.cn).
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As irregularidades e fendas presentes nas superficies do aco inoxidavel e do
polietileno, podem diminuir a eficiéncia dos procedimentos de higienizacao e facilitar a
penetracdo de residuos de alimentos que servirdo de substrato para a adeséo bacteriana
crescimento e formacdo do biofilme. A presenca de deformidades na superficie pode
abrigar e proteger os micro-organismos, como pode ser observado na F{gara 4
B2), onde se verifica um aglomerado de células de Enterococcus préximas a essas
deformidades. Dessa forma, a utilizacdo correta e diaria de procedimentos de
higienizacdo, cona utilizacdo adequada de sanitizantes, é de extrema importancia na

industria de alimentos.

4.4.6 Avaliacdo da eficiéncia de sanitizantes sobre Enterococcus do Queijo do

Marajo, Tipo Creme, aderidas nas superficies avaliadas

Todos o0s sanitizantes testados apresentaram eficiéncia diante dos isolados de
BAL (A, B e C) e do Pool. Nao houve diferenca entre a eficiéncia dos sanitizantes. Em
10 min de ac&io, 200 mg'ldos trés sanitizantes testados diminuiram o nimero de BAL
com média de > 7,72 RD para o ago inoxidavel, média de > 7,17 RD para o polietileno,
e média de > 5,62 RD para o polipropileno. A diferenca observada entre as reducdes
decimais se da pelo numero inicial de células aderidas em cada superficie.

A Figura 5 apresenta o logaritmo do numero de células aderidas de
Enterococcus sem a sanitizacao e ap0s a sanitizacdo nas superficies de aco inoxidavel,

polietileno e polipropileno.
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Figura 5 - Logaritmo do nimero de células aderidas de Enterococcus sem a sanitizagao

e apos a sanitizacdo nas superficies de aco inoxidavel, polietileno e polipropileno.

Diante desses resultados, pode-se dizer que apo0s a sanitizacdo, o numero de
Enterococcus presentes sobre as superficies foi < 4 UECN#&#D existem para
superficies de processamento de alimentos, um padrdo, e sim recomendacdes que
devem ser utilizadas como referéncias para as condicbes de higiene. Segundo a
American Public Health Association (APHA), uma superficie é considerada
corretamente higienizada quando o nimero de micro-organismos é de até 2 UFC/cm
nas mesmas. Por ser considerada uma recomendacéo rigida, outras instituicbes como a
organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) admitem contagens de até 50 UFC/afe meséfilos aerébios & superficie
(ANDRADE et al. 2008). Assim, pode-se afirmar que todas as superficies avaliadas
nesta pesquisa foram adequadamente higienizadas pelos sanitizantes avaliados.

Mello et al. (1998), avaliaram a eficiéncia de sanitizantes quimicos (cloreto de
benzalcbnio, acido peracético e dicloroisocianurato de so6dio) com 10 min de contato,
sobre Efaecium isolados de leite cru e aderidos em cupons de prova de aco inoxidavel,
e verificaram maior eficiéncia do dicloroisocianurato de sédio, devido a quantidade de
acido hipocloroso (HCIO) liberado durante o processo de sanitizacdo (8,9 owy.L
HCIO). Na pesquisa de Mello et al., (1998), o acido hipocloroso obteve reducao de
6,4 ciclos log de E. faecium aderidos em cupons de prova de aco inoxidavel em curva.
Na presente pesquisa, a concentracdo de HCIO foi de 160" mm.4ue explica a
grande eficiéncia da solucao clorada.

Ao avaliar a eficiéncia da sanitiz#o com hipoclorito de sédio a 100 md-le
acido peracético 200 mg*l.com 10 min de contato, diante de isolados de E. faecium,
Rosado e Kuaye (2009) constataram que a média de RD foi de 3,00 e 4,02 log"UFC.cm
2 para os dois sanitizantes, respectivamente. O uso de acido peracético foi mais eficiente
no controle de biofilme de E. faecium em aco inoxidavel, excedendo 1,02 ciclo log na

reducdo quando comparado ao hipoclorito de sédio. O &cido peracético, na
69



concentracéo de 120 mg'ltambém foi considerado o mais efetivo por Andrade et al.
(1998b), reduzindo a contagem de biofilme de E. faecium isolado de leite cru, em aco
inoxidavel em 4,8 ciclos log, apdés 2 min de contato, enquanto que a redu¢do com o

hipoclorito de sédio na concentracdo de 100 mdolde 4,0 ciclos log.

5 CONCLUSAO

Os quarenta isolados de bactérias acido laticas do Queijo do Marajo, Tipo

Creme foram gram-positivos e catalase negativa. Apresentaram baixa atividade
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acidificante, portanto inadequados para a utilizacdo de fermentos laticos iniciadores.
Ndo produziram gas, caracterizando-os como homofermentativos, e atividade
proteolitica. A maioria dos isolados prodanr diacetii e formacdo de coagulo
gelatinoso, o que pode conferir a0 queijo caracteristicas tecnoldgicas desejaveis e
determinantes para a sua aceitacdo pelos consumidores.

Os isolados submetidos a caracterizacdo genética foram identificados como E.
faecium e E. durans, consideradas as espécies de maior frequéncia em queijos
artesanais.

A temperatura Otima de crescimento para o Enterococcus foi de ,30 °C
temperatura em que as amostras de BAL apresentaram os maiores valores das taxas de
multiplicacdo (1) e menor tempo de fase lag. Sob esta temperatura, as amostras
apresentaram diferenca significativa (P > 0,05) entre si. Houve diferenca significativa
(P < 0,05) para os valores das taxas de multiplicacédo e tempo de fase lag em relacéo as
diferentes temperaturas testadas (15 °C, 30 °C e 45 °C).

E possivel a ades&o e formac&o de biofilme por Enterococcus em superficies de
aco inoxidavel, polietileno e polipropileno. O tempo de contato tem influéncia no
processo de adeséo e formacéo de biofilme, havendo um aumento no nimero de células
aderidas ocorrendo um aumento do tempo de contato para todas as superficies.

Com base nos resultados do angulo de contato, critério qualitativo de
avaliacdo, as superficies do aco inoxidavel, do polietileno e do polipropileno foram
classificadas como hidrofébicas, e as superficies das BAL como hidrofilicas. Com base
nos valores da variagdo da energia livre global de inter@g@f.), considerado um
critério quantitativo, as superficies de polipropileno e das BAL foram classificadas
como hidrofilicas, e as superficies de aco inoxidavel e polietileno como hidrofdbicas.

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é uma importante ferramenta
na avaliacao das superficies que entram em contato com os alimentos e para a formacéao
de biofilmes bacterianos, pois permite a visualizacdo das microtopografias, em que
podem ser evidenciadas irregularidades como ranhuras, fissuras e protuberancias, e
bactérias aderida®\ superficie de a¢o inoxidavel foi a que obteve o maior grau de
adeséo, seguida do polietileno e do polipropileno, fato observado também no método de
contagem em placas.

Os sanitizantes cloreto de benzalcénio, dicloroisocianurato de sddio e acido
peracético, nas concentracdes de 200 thgdom 10 min de ac&o, mostraram-se

eficientes, com reducgéo de células de Enterococcus, com meédid,d2 RD para o
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aco inoxidavel, média de 7,17 RD para o polietileno, e média > 5,62 RD para o
polipropileno.

Dessa forma, pode-se dizer que embora Enterococcus apresente potencial
tecnoldgico, esta bactéria quando encontrada em niveis elevados, é indicadora de
condicBes higiénico-sanitarias insatisfatorias. Além disso, possui grande capacidade de
adesdo,e pode formar biofilmes em superficies de aco inoxidavel, polietieno
polipropileno, superficies presentes no processo de fabricacdo do Queijo do Marajé. A
higienizacdo nas queijarias na llha do Marajo, antes e apés a elaboracdo dos derivados,
é de grande importancia para a qualidade higiénico-sanitaria dos mesmos. E importante
destacar que, uma das melhores formas de controle é a preventiva, como a adoc¢éo de
ferramentas como Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Padrdo de
Higiene Operacional (PPHO) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCC), para que se possa garantir a inocuidade dos alimentos processados.
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