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RESUMO

CARELI, Roberta Torres, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2005. Adesé&o
de Pseudomonas fluorescens em Superficies Utilizadas no Processamento de
Alimentos. Orientador: Nélio José de Andrade. Conselheiros: Nilda de Fatima
Ferreira Soares e José Ivo Ribeiro Janior.

A adesdo de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 foi avaliada pela
microscopia de epifluorescéncia (EPF) e contagem padrdo em placas (CPP) em
superficies usadas no processamento de alimentos nos tempos de contato 0, 2, 4, 6, 8
e 10 h. O aumento da adesdo entre as superficies, em razdo do tempo, nao foi
acompanhado de forma similar pelas técnicas avaliadas. Por exemplo, no tempo quatro
horas, as superficies que apresentaram maiores logaritmos de UFC.cm™ e que ndo
apresentaram diferenca significativa na adeséo pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05)
foram poliuretano rugoso dupla face, silicone revestido com tecido, poli (cloreto de
vinila) revestimento grosso com tecido, granito e marmore pela técnica EPF. Ja pela
técnica CPP, no mesmo tempo de contato, os maiores logaritmos de UFC.cm™ foram
para superficies de silicone revestido com tecido, poliuretano rugoso dupla face, granito
e poliuretano revestido com tecido. As superficies de marmore, granito, poli (cloreto de
vinila) revestimento grosso com tecido, poliuretano rugoso dupla face e silicone
revestido com tecido diferiram das demais no grau de ades&o, expresso em UFC.cm™
(P < 0,05) nos tempos 4, 6, 8 e 10 horas, quando avaliadas pela técnica da
epifluorescéncia, e de 2 e 10 horas, quando avaliadas pela contagem padrdo em

placas. Numa outra forma de avaliacdo, constatou-se também a diferenca entre as
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técnicas com relacdo ao agrupamento das superficies de acordo com a similaridade de
adesdo. Assim, as superficies que apresentaram maior percentagem de similaridade e
maior média geral com relacdo a adesao pela técnica EPF foram marmore, granito e
poliuretano rugoso dupla face. No caso da CPP, este mesmo fato foi constatado com
as superficies de poliuretano rugoso dupla face, silicone revestido com tecido e granito.
As superficies apresentaram caracteristicas de microtopografias muito diferentes
quando observadas por microscopia eletronica de varredura, o que pode justificar as
diferencas entre o0s graus de adesdo observados. As técnicas possuem
comportamentos diferentes para cada tempo de contato. Constatou-se que a CPP,
além de fornecer resultados menores do que a EPF, também permite a deteccédo de
valores de adesdo mais baixos, sendo considerada uma técnica mais sensivel. Porém,
a CPP fornece resultados mais demorados do que a EPF. Para que haja deteccéo pela
EPF, a quantidade de células aderidas aos cupons deve estar com contagens médias de
uma célula por campo, no minimo. A EPF permite verificar a morfologia das células, bem
como, a distribuicio destas bactérias aderidas as diferentes superficies avaliadas. E
recomendavel utilizar a EPF para a quantificacdo de bactérias sésseis, principalmente
quando as contagens sejam menores ou iguais a 4,1 x 10° UFC.cm™. Este experimento
mostrou que Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 aderiu nas superficies avaliadas.
Entretanto, ndo ha como sugerir a superficie mais recomendada para a utilizacdo em
processamento de alimentos devido a suas aplicacbes especificas. Os resultados

mostram a importancia de praticas higiénicas corretas na industria de alimentos.

Xii



ABSTRACT

CARELI, Roberta Torres, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2005. Adhesion
of Pseudomonas fluorescens on food processing surfaces. Adviser: Nélio José
de Andrade. Committee members: Nilda de Fatima Ferreira Soares and José Ivo
Ribeiro Janior.

The adhesion of Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 was evaluated by the
epifluorescence microscopy (EPF) and the plate count method (CPP) to surfaces used
in food processing at 0, 2, 4, 6, 8 and 10 h contact times. The adhesion increase among
the surfaces, in relation to time, was not followed in a similar way by the evaluated
techniques. For example, in four hours, the surfaces which showed greater CFU.cm™
logarithms and that did not show a significant difference in the adhesion by the Scott-
Knott test (P > 0.05) were the double-faced rugous polyurethane, silicon coated with
cloth, PVC thick coated with cloth, granite and marble by the EPF technique. Whereas
by the CPP technique, in the same contact time, the greater CFU.cm™ logarithms were
for the silicone coated with cloth, double-faced rugous polyurethane, granite and
polyurethane coated with cloth surfaces. The marble, granite, PVC thick coated with
cloth, double faced rugous polyurethane and silicone coated with cloth surfaces differed
form the others in the adhesion degree expressed in CFU.cm™ (P > 0.05) in the 4, 6, 8
and 10 h times, when evaluated by the epifluorescence technique and, at 2 and 10 h,
when evaluated by the plate count method. In another kind of evaluation, the
differences between the techniques concerning the surfaces cluster according to the
adhesion similarity were also observed. Thus, the surfaces, which showed a greater

similarity percentage and a greater general average concerning the adhesion by the
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EPF technique, were marble, granite and double-faced rugous polyurethane. In the
CPP, this same fact was observed with the double-faced rugous polyurethane, silicone
coated with cloth and granite surfaces. The surfaces showed very different
microtopography characteristics when observed by the scanning electron microscopy,
which can justify the differences between the observed adhesion degrees. The
techniques have different behaviors for each contact time. It was observed that CPP,
besides providing results lower than the EPF, also allowed the detection of lower
adhesion values, being considered a more sensitive technique. However, the CPP
provides longer results than the EPF. So that there is a detection by EPF, the quantity
of adhered cells to the coupons must be with, at least, an average count of one cell per
field. The EPF allows the cell morphology assay as well as the distribution of these
bacteria adhered to the different evaluated surfaces. It is recommendable to use the
EPF technique for the sessile bacteria quantifying, especially when the count is lower or
equal to 4,1 x 10° CFU.cm™. This study showed that the Pseudomonas fluorescens
ATCC 13525 adhered to the evaluated surfaces. However, there is no way to suggest
the most recommendable surface for the use in the food processing due to their specific
application. The results show the importance of the correct hygienic practices in the

food industry.
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1. INTRODUCAO

Apesar de técnicas de processamento de alimentos e higienizacdo avancadas, o
namero crescente e a gravidade das doencas de origem alimentar em todo o mundo
tém aumentado consideravelmente o interesse dos consumidores em relacdo a
qualidade dos alimentos. Atualmente, a seguranca alimentar constitui uma
preocupacao para 0s consumidores e para a industria de alimentos, bem como para
orgaos responsaveis pela saude publica.

Dessa forma, a producdo de alimentos seguros requer basicamente o controle
de patégenos desde a fonte produtora, passando pelas boas praticas higiénicas
durante o processamento, a manipulacdo, a distribuicdo, a estocagem, a venda, a
preparacao e a utilizacao até uma abordagem preventiva.

Em geral, um grande problema para a industria de alimentos tem sido o estado
higiénico de superficies de equipamentos processadores de alimentos por serem fontes
potenciais de microrganismos deterioradores e patogénicos. Além disso, tem sido
utilizada uma grande diversidade de materiais para comporem estas superficies.
Assim, além do aco inoxidavel que é considerada uma superficie convencional e de
facil higienizacdo, também sdo usados outros materiais, como vidro, borracha,
polietileno, polipropileno, poliuretano, policarbonato, teflon, marmore, granito, entre
outros.

A higiene de equipamentos e utensilios caracteriza-se, fundamentalmente, por
processos em que as superficies que entram em contato com os alimentos tornam-se
sanitariamente adequadas para o processamento. Para isso, deve-se utilizar técnicas

corretas de higienizac&o e sanitizacao para a garantia de qualidade do produto final.



E possivel ocorrer ades&o bacteriana e formacéo de biofilmes em praticamente
todas as superficies envolvidas no processamento de alimentos desde as rugosas, que
apresentam fissuras e fendas que podem alojar os microrganismos, até as
consideradas mais lisas.

Vérias técnicas tém sido utilizadas para a determinacdo da adeséo bacteriana e
formacdo de biofiimes. Dentre elas, as técnicas microscépicas tém sido bastante
recomendadas. A microscopia de epifluorescéncia utiliza substancias fluorescentes
como o alaranjado de acridina para coloracdo das células a fim de permitir a
visualiza¢do ao microscopio.

Os objetivos deste trabalho foram:

- Avaliar a capacidade de adesao de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 em
nove tipos de superficies usadas em industrias de alimentos, restaurantes industriais e
cozinhas domésticas;

- Comparar as técnicas de contagem padrdo em placas e microscopia de

epifluorescéncia para avaliar o processo de adesao bacteriana nas superficies.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Adesao bacteriana

A contaminacdo microbiana em superficies de contato é uma grande
preocupacao para a industria de alimentos. Sob condi¢cdes favoraveis, as células
bacterianas podem aderir e reproduzir. Tais microrganismos, se ndo completamente
removidos, podem contribuir para a formacdo de uma complexa comunidade
microbiana que comprometera a qualidade e seguranca dos alimentos (BOWER et al.
1996).

As pesquisas sobre adesdo bacteriana tiveram inicio ha algumas décadas,
gquando se observou que 0S microrganismos aderidos eram responsaveis por
processos corrosivos em superficies imersas em sistemas marinhos aquaticos
(ZOBELL e ALLEN, 1935; ZOBELL, 1943; COSTERTON et al., 1978; FLETCHER,
1980, CHARACKLIS E COOKSEY, 1983, FLETCHER, 1987).

A adesdo microbiana ocorre devido a deposicdo de microrganismos em uma
superficie de contato, onde eles se fixam e iniciam o crescimento (ZOTTOLA, 1994 e
1997, ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

A adesdo bacteriana a superficies solidas é um fendmeno geral, o qual é
reconhecido como o primeiro passo no desenvolvimento de biofilmes (VALCARCE et
al., 2002) e pode levar a uma variedade de problemas, como a corrosdo de superficies
metélicas (BEECH e GAYLARDE, 1989) e contaminag¢do cruzada de alimentos
processados (POMPERMAYER e GAYLARDE, 2000).



A sanitizacdo de equipamentos processadores de alimentos é importante para o
controle da contaminacdo cruzada durante a producdo. Limpeza e desinfeccdo sao
procedimentos que devem ser realizados regularmente, visto que eliminam grande
parte dos microrganismos contaminantes do equipamento. Todas as superficies de
processamento de alimentos sao lugares potenciais para a adesdo bacteriana, que
pode ocorrer até mesmo quando programas de higiene e sanitizacao sdo corretamente
aplicados. Deste modo, a escolha de um agente antimicrobiano deve ser
cuidadosamente realizada, levando-se em conta o0s contaminantes microbianos
potenciais e o tipo de superficie (ROSSONI e GAYLARDE, 2000).

A eficiéncia dos processos de limpeza e sanitizacdo de superficies € reduzida
pela presenca de microrganismos aderidos. Isto tem se tornado um problema com o
aumento do uso de procedimentos automaticos de limpeza e equipamentos complexos,
gue podem apresentar locais que facilitam o desenvolvimento de processos de adeséao
(POMPERMAYER e GAYLARDE, 2000).

2.1.1. Fatores que afetam a adeséo bacteriana

Vérios estudos mostram os fatores que influenciam a adesdo bacteriana em
superficies envolvidas no processamento de alimentos. Dentre estes fatores incluem-se
fase de crescimento da célula, tipo e propriedades do material da superficie inerte,
presenca de matéria organica, temperatura e pH ambiental. Alguns autores ainda citam
outros fatores envolvidos com adesdo de bactérias como as caracteristicas do
microrganismo, espécie, carga, hidrofobicidade, concentracdo, presenca de apéndices
superficiais, como pili, fimbrias, flagelo, cépsula;, a sintese de substancias
exopoliméricas; as caracteristicas do material aderente, como carga e microtopografia;
e as caracteristicas do meio que envolve o microrganismo, tal como tempo de contato e
turbuléncia (TROLLER, 1993; ZOTTOLA e SASAHARA, 1994; BOWER et al. 1996).

Estudos demonstram que ha influéncia do tipo de superficie no processo de
adesédo de Pseudomonas fluorescens, sendo que este microrganismo adere melhor em
superficie de zinco seguida das superficies de aluminio e cobre, respectivamente
(VALCARCE et al., 2002).

CZECHOWSKI (1990) constatou que as bactérias aderem quase que
imediatamente as superficies com as quais elas entram em contato, até mesmo em

baixas temperaturas, como 5 °C e 11 °C. Entretanto, a consolidacdo e o subsequente



aumento da populacdo na superficie do biofilme é dependente do tempo e o
crescimento da maioria dos microrganismos seria retardado a baixas temperaturas
(POMPERMAYER e GAYLARDE, 2000).

A adesao bacteriana depende das propriedades fisico-quimicas do material do
substrato e da superficie da célula. A possibilidade de formar ligacdes especificas entre
a bactéria e metais dependem da composicdo quimica da superficie do metal e da
composicdo da camada mais externa da célula (VALCARCE et al., 2002).

A hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana sao forcas fisico-
quimicas envolvidas na aderéncia de microrganismos as superficies sélidas. A
hidrofobicidade esta relacionada a componentes hidrofébicos presentes ha membrana
externa do microrganismo. Acredita-se que interacdes hidrofébicas apresentem papel
relevante na adesdo de microrganismos em superficies inertes para processamento de
alimentos e em superficies de alimentos, a exemplo da carne. As superficies com
elevada carga elétrica, como o vidro, suportam melhor o processo de adesao do que as
superficies com menor carga, como o poliestireno (DENYER et al., 1993).

Embora os mecanismos ndo sejam completamente entendidos, esses fatores
fisico-quimicos tém um papel importante na aderéncia microbiana (HOOD e ZOTTOLA,
1995). Os microrganismos podem apresentar variagcbes na hidrofobicidade,
dependendo do modo de crescimento bacteriano e das condi¢des de cultivo (KUMAR e
ANAND, 1998).

As células bacterianas e o substrato adquirem cargas superficiais geralmente
negativas, como resultado da adsorcdo de ions ou de ionizacdo de grupos de
superficie. Essas cargas de superficie podem atrair ions com carga contraria, que
estdo na fase aquosa circundante. Assim, quando a bactéria esta proxima da superficie
do substrato, interacbes comecam a se desenvolver, as quais sao resultantes das
cargas positivas e negativas que circundam as duas superficies. A magnitude dessa
forca depende do potencial das duas superficies, da forca ibnica e da constante
dielétrica do meio circundante, além da distancia entre a bactéria e o substrato
(DENYER et al., 1993).

A temperatura e o pH também influenciam no mecanismo de adeséo da bactéria.
STONE e ZOTTOLA (1985) observaram que Pseudomonas fragi adere em superficie
de aco inoxidavel em fluxo continuo de leite e produz fimbria em 30 minutos, a 25 °C e
em duas horas, a 4 °C. Este mesmo microrganismo também apresentou maxima

adesdo ao aco inoxidavel, em pH na faixa de 7,0 a 8,0, o que coincide com o pH 6timo



para o seu metabolismo. Presume-se que a adesao foi auxiliada pelo transporte ativo
de cétions para a superficie do aco inoxidavel, aumentando sua carga superficial
(HERALD e ZOTTOLA, 1988).

ZOTTOLA E SASAHARA (1994) constataram que Yersinia enterocolitica adere
melhor ao aco inoxidavel a 21 °C do que a 10 °C ou a 35 °C. Estes autores verificaram
gue a 35 °C as células ndo possuiam flagelo, o que evidencia que essa estrutura &
necessaria para que a adesdo ocorra. Os autores concluiram também que Y.
enterocolitica adere melhor em pH de 8,0 a 9,5 do que em pH 6,0, nas temperaturas de
10 °C, 21 °C e 35 °C. Em pH 6,0, poucos flagelos foram observados, o que pode ter
tido influéncia na adesdo (HERALD e ZOTTOLA, 1988).

2.2. Biofilmes bacterianos

Na natureza e nos alimentos, 0s microrganismos aderem-se as superficies e
crescem como uma comunidade (DENYER et al.,, 1993; ZOTTOLA e SASAHARA,
1994; KUMAR e ANAND, 1998).

Em ambientes naturais, todos materiais expostos a condicdes minimas
requeridas para o desenvolvimento microbiano como agua, moléculas organicas, sais
minerais sao geralmente contaminados por microrganismos. Dependendo da
disponibilidade destas substancias e de condicbes ambientais favoraveis a
contaminacao inicial pode evoluir para a formacéo de biofilmes (LEJEUNE, 2003).

Os biofilmes sao constituidos por bactérias que se aderem a superficies e que
sdo envolvidas por uma camada de particulas de matéria organica, ou seja, depésitos
onde os microrganismos estdo fortemente aderidos a uma superficie por meio de
filamentos de natureza protéica ou polissacaridica, conhecidos por glicocalix ou
exopolissacarideo (CRIADO et al., 1994). Os biofilmes contém particulas de proteinas,
lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas, entre outros, formando
uma espécie de crosta, debaixo da qual os microrganismos continuam a crescer,
caracterizando um cultivo “puro” ou uma associagdo com outros microrganismos.
(MOSTELER e BISHOP, 1993).

O alimento pode ser contaminado por bactérias deterioradoras e patogénicas
indesejaveis provenientes dos biofilmes. Portanto, a formagédo de biofilme conduz a
sérios problemas de higiene e perdas econémicas devido a deterioracao do alimento e

persisténcia de patdgenos reduzindo o prazo de validade dos produtos desde o



processamento até a comercializacdo (BEER et al.,, 1994, FORSYTHE, 2002). O
crescimento de biofilmes em superficies metalicas também conduz a mudancas no
grau do processo de corrosdo, geralmente induzindo ao ataque localizado e reduzindo
a vida util de equipamentos industriais (VALCARCE et al., 2002). Além disso, podem
reduzir a transferéncia de calor em trocadores e o fluxo em tubulacées (BEER et al.,
1994).

A formacdo de biofilmes, por um outro lado pode ser desejavel tanto para a
industria de alimentos, quanto para outros fins. Em estacdes de tratamento de agua ou
de efluentes ha remocédo de organismos patogénicos e reducdo da quantidade de
matéria organica na agua ou efluente através da interacdo com biofilmes (TAKAZAKI et
al., 1992; XAVIER et al., 2005). Para a industria de alimentos, alguns exemplos podem
ser citados, como a producdo de vinagre (BOLETTI, 1921), 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 funcao a conversao do
substrato em produto final (SAKURAI et al., 1997).

Em anos recentes, estudos tém sido dedicados a processos de colonizacéo de
superficies e a fisiologia de biofilmes (O'TOOLE et al., 2000; SAUER et al., 2002;
LEJEUNE, 2003). O objetivo de se controlar o desenvolvimento de biofilmes é comum
em varias areas de pesquisa como a biotecnologia, a saude publica e a formacéo desta
complexa comunidade microbiana em superficies que entram em contato com 0s
alimentos durante o processamento (XAVIER et al., 2005).

Muitas bactérias, no seu habitat natural, podem existir em duas formas
diferentes: no estado planctonico, em que se apresentam de forma livre, e no estado
séssil, em que estdo aderidas a uma superficie (MARSHALL, 1992). O principal
conceito do estudo de biofilmes é a diferenca no estado fisiolégico destas bactérias
(LEJEUNE, 2003).

Estudos recentes tem mostrado que a populacdo do biofilme apresenta
diferengas entre células planctdnicas e células aderidas (LEJEUNE, 2003). Os
biofilmes diferem em seu metabolismo, estrutura quimica, caracteristicas da superficie
da célula, resisténcia a agentes quimicos e fisicos comumente usados em
procedimentos de higienizacdo, entre outros (ALLISON et al., 2000). As células estéo
envolvidas em uma matriz polimérica e sdo diferentes fenotipicamente de quando

crescem em suspensdo. Uma das maiores diferencas € o aumento da resisténcia, na



ordem de 10 a 100 vezes, aos agentes antimicrobianos (LE CHEVALLIER et al., 1988;
DRUGGAN et al., 1993).

Os biofilmes sdo naturalmente heterogéneos e, por essa razao a quantificacao
da morfologia € o principal problema (MIDELET e CARPENTIER, 2004). Embora a
funcdo e a aparéncia de biofilmes em varios ambientes sejam diferentes, todos os
biofilmes originam-se da mesma sequéncia de eventos (ESCHER e CHACRACKLIS,
1990; VAN LOOSDRECHT et al., 1990; BOS et al., 1999).

Os biofilmes formam-se em qualquer superficie sélida submersa onde haja
presenca bacteriana. Segundo FORSYTHE (2002), sua formacdo ocorre numa
sequéncia de eventos:

i) Os nutrientes dos alimentos sdo adsorvidos na superficie formando um filme
condicionante. Isso leva a uma alta concentracédo de nutrientes, comparada com a fase
fluida, e favorece a formacao de biofiimes. A camada de nutrientes afeta ainda as
propriedades fisico-quimicas da superficie, por exemplo, a energia livre da superficie,
as mudancas na hidrofobicidade e as cargas eletrostaticas, as quais influenciam e dao
condicdes a colonizacdo microbiana.

i) Os microrganismos aderem a superficie condicionante. A adesdao inicial das
bactérias por forcas de atracdo de Van der Walls, forcas eletrostaticas e forcas de
interacdo hidrofébicas é reversivel. Mais tarde, a adesdo € irreversivel devido as
ligac6es mais fortes tais como interagdes dipolo-dipolo, ligacdes covalentes e idnicas e
interacdes hidrofdbicas. Os flagelos bacterianos, as fimbrias e os exopolissacarideos
estdo envolvidos no contato com filmes condicionantes. O exopolissacarideo €
importante na adeséo célula-célula e célula-superficie e também protege as células
contra a desidratacao.

i) As bactérias irreversivelmente aderidas crescem e dividem-se, formando
microcolénias, as quais aumentam e depois se unem para formar uma camada de
células que cobre a superficie. Durante essa fase, as células produzem mais polimeros
adicionais que aumentam sua fixacdo e estabilizam a colbnia contra flutuacdes do
ambiente.

iv) A adesdo continua e o crescimento das células bacterianas, conjuntamente
com a formacéo de exopolissacarideos, leva a formacdo de biofilmes. A camada de
biofilme pode ter varios milimetros de espessura em questao de dias.

v) Com o tempo, o biofilme comeca a liberar particulas relativamente grandes de

biomassa. As bactérias das partes liberadas podem contaminar o alimento,



distribuindo-se de forma ndo homogénea no alimento ou iniciar a formacédo de um novo
biofilme na linha de producéo.

A Figura 1 representa esquematicamente as etapas iniciais da formacédo de um
biofilme (XAVIER et al., 2005).
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Figura 1 — Etapas envolvidas na formacao e crescimento de biofilmes. (1) Transporte
de células plancténicas do meio liquido para uma superficie sélida e sua
subsequente fixacdo; (2) Crescimento e divisdo de células sésseis em
decorréncia de nutrientes provenientes do liquido circundante, juntamente
com a producao de exopolissacarideos; (3) Fixacdo de células bacterianas
flutuantes contribuindo para o aumento da massa celular; (4) Liberacdo de
uma pequena quantidade de massa celular que pode ocorrer devido a dois
mecanismos diferentes: (a) eroséo, ou seja, perda de células individuais ou
(b) perda de agregados maiores. Fonte: XAVIER et al., 2005

Apods a fixacdo inicial de células bacterianas, o resultado das etapas seguintes
define a estrutura e a atividade do biofilme (Figura 1). Estas etapas incluem todos os
fatores fisicos envolvidos no desenvolvimento de biofilmes e alguns fatores biol6gicos
como crescimento, divisdo celular e producdo de exopolissacarideos (XAVIER et al.,
2005). Além destes fatores, existe um conjunto de fatores bioldégicos mais complexos,
cuja relevancia na formacéao de biofilmes foi constatada:

(i) Conjugacéo, o mecanismo de transferéncia de plasmideos, ocorre a uma taxa

superior entre células em biofilmes do que entre células livres (EHLERS e BOUWER,



1999; HAUSNER e WUERTZ, 1999; ROBERTS et al., 1999) e estirpes de relevancia
médica contendo certos plasmideos demonstram maior tendéncia para a formacao de
biofilmes (GHINGO, 2001).

(i) Existe evidéncia de que a atividade flagelar por parte das células fixas
inicialmente € necesséaria para o desenvolvimento de biofiimes de Pseudomonas
aeruginosa (O'TOOLE e KOLTER, 1998).

(i) Pesquisas baseadas numa cultura pura de biofilme de P. aeruginosa
cultivado em fluxo laminar indicam que quorum sensing é importante para a formacao
da estrutura de biofilmes (DAVIES et al., 1998).

Muitas bactérias apresentam um sistema elaborado de comunicacdo entre
células permitindo que uma dada espécie possa sentir, integrar e processar
informacdes do seu ambiente, comunicar-se umas com as outras e monitorar a sua
prépria densidade populacional, ativando ou reprimindo a expressao génica. Este
sistema de comunicacdo de densidade populacional em bactérias foi chamado de
quorum sensing (FUQUA et al., 1994). O quorum sensing é um mecanismo de
transducdo de sinal pelo qual as bactérias podem modular diversas funcdes celulares,
dentre elas esporulacao, formacao de biofilmes, producéo de bacteriocinas, expressao
de fatores de viruléncia, producao de antibiéticos, producao de proteases, pigmentacao
e bioluminescéncia de acordo com a densidade populacional (SMITH, et al., 2004:
PINTO, 2005). A comunicacéo intercelular bacteriana € realizada através da producéo
de pequenas moléculas chamadas de auto-indutores, como, por exemplo, as acil-
homoserina-lactonas (ANTUNES, 2003).

Alguns fenétipos de P. fluorescens sdo, comprovadamente, influenciados por
auto-indutores adicionados ao meio de subcultivo. ALLISON et al. (1998) verificaram
que a adicdo do auto-indutor sintético HHL (N-hexanoil homoserina lactona), na
concentracdo de 4,5 pg.mL™? ao meio de cultura fresco, acelerou e aumentou a
formacao de biofilme pela estirpe de P. fluorescens B52. Os autores sugeriram que a
adeséo e a formacao de biofilme em P. fluorescens séo influenciados pela presenca de
acil-homoserina-lactonas.

A formacdo de biofilme em P. aeruginosa envolve uma via programada.
Segundo PARSEK e GREENBERG (2000), o quorum sensing, sob certas condicoes,
desempenha alguma funcdo na conversdo de microcolonias sobre o controle do
guorum sensing no desenvolvimento do biofiime por P. aeruginosa, mas o

requerimento da comunicacdo célula-célula durante a maturacdo do mesmo pode
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variar de acordo com as condicbes ambientais (HEYDOM et al., 2002). Segundo
estudo realizado por SAUER et al. (2002), o quorum sensing seria responsavel por
apenas uma porcao do nuamero total de genes cuja regulacdo é alterada durante o
estagio irreversivel de desenvolvimento do biofilme. A implicacdo deste estudo é que o
papel do quorum sensing e de outros mecanismos de sinalizacdo nao estao
esclarecidos e que este complexo de sistemas estdo sob controle intra e extracelular
(STOODLEY et al., 2002).

Com base nos estudos de quorum sensing, a forma de prevencéo e controle de
biofilmes € outro aspecto importante para pesquisas. Geralmente, uma limpeza e um
programa de sanitizacdo efetivos inibirdo a formacao de biofilmes. Os tratamentos
mecanicos e a quebra quimica da matriz de polissacarideos sdo necessarios para a
remocao de biofilmes (FORSYTHE, 2002).

No controle e na prevencao de biofilmes microbianos, a etapa de remocao de
residuos € fundamental. Um biofilme microbiano presente numa superficie com
residuos oriundos do alimento impede uma efetiva penetracdo do sanitizante para
inativar os microrganismos. O sanitizante reage, também, com residuos de proteinas,
gorduras, carboidratos e minerais. Assim, atividade antimicrobiana sanitizante sera
prejudicada. Sabe-se que quando o biofilme é tratado corretamente com detergentes,
antes do uso de sanitizantes, a populacdo de microrganismos sera reduzida. No
entanto, procedimentos de higienizacdo incorretos ndo removem e nem inativam o0s
microrganismos aderidos (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

As bactérias aderidas sdo cobertas com material organico o qual pode inibir a
penetracdo o sanitizante devido a perda de propriedades umectantes. Portanto, a
atividade de detergéncia é necessaria para remover essa camada externa, antes da
utilizacdo de um sanitizante. Os microrganismos mortos devem ser removidos, pois, do
contrario, pode agir como um filme condicionante e como fonte de nutrientes para uma
posterior formacdo de biofilme. Novos agentes de limpeza e tratamentos enzimaticos
foram formulados para a remocgéo efetiva de biofilmes (FORSYTHE, 2002).

O desenho e o projeto dos equipamentos também sdo aspectos importantes
para a prevencado e o controle de biofilmes. Um desenho adequado de equipamentos
como tanques, dutos e juntas facilita a limpeza da linha de producdo. A microtopografia
da superficie pode complicar os procedimentos de limpeza quando fendas e outras
imperfeicbes protegem as células aderidas. O acgo inoxidavel resiste aos danos de
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propensas a deterioracdo e podem desenvolver rachaduras onde as bactérias podem
se acumular (LE CLERCQ-PERLAT e LALANDE, 1994).

Muitos microrganismos estdo envolvidos na adesdo e formacéo de biofilmes.
Bactérias alteradoras e patogénicas podem participar de processos de adesao e,
eventualmente, originar problemas de saude publica ou de ordem econdmica. Dentre
as alteradoras encontram-se: Pseudomonas aeruginosa (PARSEK e GREENBERG,
2000; HEYDOM et al., 2002), Pseudomonas fragi, Micrococcus sp. (CRIADO et al.,
1994), Pseudomonas fluorescens (ALLISON et al., 1998; ROSSONI e GAYLARDE,
2000; VALCARCE et al., 2002), Enterococcus faecium (ANDRADE et al., 1996, 1998) e
Shewanella putrefaciens (HJELM et al.; 2002). Entre as bactérias patogénicas incluem-
se Yersinia enterocolitica, Salmonella thyphimurium, (DOYLE, 1992; SMITH e
FRATAMICO, 1995; HOOD, 1996; LEJEUNE, 2003), Listeria monocytogenes
(BERESFORD, et al., 2001; LEJEUNE, 2003), Escherichia coli, Staphylococcus aureus
(POMPERMAYER e GAYLARDE, 2000; LEREBOUR et al., 2004), Vibrio
parahaemolyticus (WONG et al., 2002) e Klebsiella pneumoniae (DI MARTINO et al.,
2003).

Além de células vegetativas, 0os esporos bacterianos também podem participar
dos processos de adesédo as superficies. Estes sdo de grande interesse, uma vez que
sdo muito resistentes aos tratamentos térmicos, irradiacdo, dessecacdo, vacuo,
congelamento e diversos agentes quimicos (TORTORA et al., 2000).

Considerando-se que o esporo em criptobiose, ou seja, dormente nao resulta em
qualquer alteracdo nos alimentos, mas que ao encontrar condi¢cdes favoraveis podem
converter-se em células vegetativas, € importante que a industria de alimentos esteja
preparada para evitar que 0s esporos venham contaminar os alimentos e, ou, evitar
sua conversdo para célula vegetativa através de medidas adequadas de controle
(ANDRADE e MACEDO, 1996).

Dentre os microrganismos esporulados envolvidos em processos de adeséao
destacam-se Bacillus sporothermodurans (AKUTSU, 2001), Bacillus stearothermophilus
(FLINT et al., 2001) e Bacillus cereus (JULLIEN et al., 2002). Estes microrganismos
participam do processo de adesdo com intensidade variada e a liberacédo deles podera
originar consequéncias indesejaveis a qualidade do alimento (PARIZZI, 1999).

As espécies do género Pseudomonas sdo bactérias Gram-negativas, nao
formadoras de esporos, catalase positiva, ligeiramente “curvadas”, com dimensdes

variando de 0,5 Om a 1,0 [Om de largura e de 1,5 Om a 5,0 OOm de comprimento. Sao
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moveis em razdo de um ou varios flagelos polares. Sao aerdbias, tendo o oxigénio
como aceptor final de elétrons. A maioria ndo cresce bem em pH £ 4,5 (HOLT et al.,
1994). Largamente distribuidas na natureza, algumas espécies sdo patogénicas para
homens, animais ou plantas (TYRER et al., 2004).

O género Pseudomonas € capaz de crescer a baixas temperaturas em funcéo
de seu potencial deteriorador destaca-se a espécie Pseudomonas fluorescens que é
freqientemente isolada de ambientes da industria de alimentos (PINTO, 2004).

Esta bactéria pode adaptar-se rapidamente a diferentes condi¢cdes ambientais e
€ responsavel pela perda de aceitabilidade de alimentos refrigerados pelos
consumidores por causa de uma aparéncia indesejavel, producdo de proteases e
lipases termoestaveis, as quais sao responsaveis por aromas e odores desagradaveis
no leite mesmo apds a morte dos microrganismos pela pasteurizacdo e, ainda,
producdo de pigmentos na deterioracdo de ovos (MASSON et al., 2002; FORSYTHE,
2002). Além disso, pode ser encontrada no solo e na agua e é comumente a causa de
deterioracao de alimentos como, por exemplo, ovos, carnes curadas, peixes, vegetais e
leite (MASSON et al., 2002).

2.3. Superficies utilizadas no processamento de alimentos

A Portaria SVS/MS n° 326, de 30 de julho de 1997, aprova o “Regulamento
Técnico sobre as Condi¢cbes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacao
para Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos”, conforme disposto
no Anexo | desta norma, definindo as condi¢Bes técnicas para a utilizacdo de materiais
que compdem equipamentos e utensilios. De acordo com esta Portaria, todo o
equipamento e utensilio utilizado nos locais de manipulacao de alimentos que possam
entrar em contato com o alimento devem ser confeccionados de material que nao
transmitam substancias téxicas, odores e sabores que sejam ndo absorventes e
resistentes a corrosdo e capaz de resistir a repetidas operacdes de limpeza e
desinfeccdo. As superficies devem ser lisas e estarem isentas de rugosidade e frestas
e outras imperfeicbes que possam comprometer a higiene dos alimentos ou sejam
fontes de contaminac&o. Deve evitar-se 0 uso de madeira e de outros materiais que
nao possam ser limpos e desinfetados adequadamente, a menos que se tenha a

certeza de que seu uso nao sera uma fonte de contaminacgdo. Deve ser evitado 0 uso
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de diferentes materiais para evitar o aparecimento de corrosédo por contato (BRASIL,
1997).

As caracteristicas das superficies auxiliam a realizacdo de um procedimento de
higienizacdo adequado (HAYES, 1993).

Superficies utilizadas em indastrias e que entram em contato com os alimentos
apresentam diferentes microtopografias de superficie, podendo apresentar fissuras ou
microfissuras ou fendas com tamanho suficientes para alojar microrganismos,
principalmente bactérias. A ocorréncia destas imperfeicées origina regides de dificil
acesso que podem reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizacdo favorecendo
0 crescimento microbiano e o desenvolvimento de microrganismos (BOWER et al.,
1996). Equipamentos processadores de alimentos s&o fontes potenciais de
microrganismos patogénicos (MIDELET e CARPENTIER, 2004). HAEGHEBAERT et al.
(2002) mostraram que a contaminacao de equipamentos contribuiu com 59% de surtos
de doencas de origem alimentar investigadas na Franca, durante o ano de 2001.
Consequentemente, é importante melhorar o conhecimento dos fatores envolvidos na
transferéncia de microrganismos de equipamentos para os alimentos, especialmente
durante o contato.

A facilidade de higienizacdo de superficies, além de suas propriedades
anticorrosivas e mecanicas, tem sido um dos argumentos decisivos na escolha de
materiais para equipamentos da linha de processamento (JULLIEN et al., 2002).

Vérias superficies podem estar envolvidas com a adesdo bacteriana em
diferentes tipos de equipamentos (WONG et al., 2002). Pesquisas realizadas
constatam que diversas superficies encontradas nas industrias de alimentos, como aco
inoxidavel, vidro, borracha, férmica, polipropileno, polietileno, policarbonato, teflon e
ferro forjado suportam a formacao de biofilmes, além de superficies de alimentos, como
frutas, vegetais, carcacas de animais e peixes (ZOTTOLA, 1997).

Destes materiais, 0 aco inoxidavel € reconhecido como de facil higienizacéo.
Esta superficie € comumente usada na construcdo de equipamentos e utensilios de
processamento de alimentos em geral como, tanques de fabricagcdo e estocagem,
trocadores de calor, silos, tachos, tubulactes, mesas, pias, bancadas para manuseio,
entre outras aplicacdes (JULLIEN et al., 2002). As superficies de aco inoxidavel e vidro
sdo de mais facil limpeza do que polimeros, aluminio e cobre (BOULANGE-
PETERMANN, 1996). Aléem disso, 0 aco inoxidavel é estavel a uma variedade de

temperaturas de processamento e apresenta alta resisténcia a corrosao devido a uma
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camada protetora de 6xido de cromo que se forma na presenca de oxigénio (HAYES,
1993; ZOTTOLA e SASAHARA, 1994). Segundo BOULANGE-PETERMANN (1996),
este material é relativamente mais resistente ao ataque de agentes oxidantes e outros
agentes sanitizantes usados na industria de alimentos, como hipoclorito de sédio, acido
peracético e iodéforos. Entretanto, a microtopografia do aco inoxidavel € composta de
ranhuras e fendas, que permitem a protecdo das células bacterianas contra as forcas
exercidas pelo fluxo do alimento (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

O aco inoxidavel pode ser produzido em varios graus de polimento e finalidades,
afetando a adesao bacteriana devido a suas varias microtopografias e propriedades
fisico-quimicas (JULLIEN et al., 2002). A principal diferenca entre os graus disponiveis
comercialmente é sua composicao relativa em elevadas porcentagens de ferro, cromo
e niquel e a baixa porcentagem de carbono. Dentre os varios tipos de a¢os inoxidaveis
disponiveis, os mais utilizados sdao os do chamado grupo 18-8, ou seja, que
apresentam em sua composi¢cao aproximadamente 18 % de cromo e 8 % de niquel.
Deste grupo, as alteragdes do grau 300, por exemplo, 304 e 316, satisfazem a maioria
das necessidades. O grau 304 é resistente a corrosdo originada pela maioria dos
alimentos e agentes de limpeza, ndo apresenta problemas de manchas, é de facil
higienizacéo e relativamente barato. Em problemas de corrosdo mais intensos, como
no caso de salmouras e alimentos muito acidos, como o vinagre, deve ser empregado
0 grau 316 que apresenta um cerca de 10 % de niquel e 3 % de molibdénio. O tipo
Hastelloy, que contém 56% de niquel, 16 % de cromo, 16 % de molibdénio, 5 % de
ferro e 4 % de tungsténio é mais resistente a corrosdo, mas sua utilizacdo é limitada
devido ao alto custo. O aco inoxidavel difere também no acabamento da superficie que
pode variar de acordo com o polimento empregado que se classifica de 1, sem
polimento, até 7, cuja superficie é espelhada. Normalmente, a indUstria de alimentos se
utiliza o aco inoxidavel com polimento 4 (HAYES, 1993).

Segundo HAYES (1993), os tipos de corrosdo em superficies de aco inoxidavel

i) Pontual: Qualquer lesdo na camada de 6xido de cromo determina corroséo.
Os residuos alimenticios e inclusos nas particulas da superficie podem produzir
corrosdo por exclusdo de oxigénio. No caso dos alimentos, o problema é mais grave,
pois as bactérias que crescem na matéria organica podem produzir acidos que
aumentam a corrosdo. Além disso, este tipo de corrosdo também pode ser produzida

por lesdes fisicas e qualquer ferrugem, mancha ou zona rugosa, que se nao tratadas,
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podem levar facilmente a lesdes mais graves. Uma das principais causas de corrosao é
o0 emprego incorreto de solugdes de limpeza e de sanitizantes, especialmente o
hipoclorito de sodio. As vezes, estas solucdes sdo deixadas por muito tempo em
contato com a superficie, aplicadas em concentracdes erradas ou preparadas com
produtos inadequados.

i) Corrosao eletrolitica: Pode ser originada quando ha umedecimento de dois
metais diferentes, como o aluminio e o ferro, ou de dois acos inoxidaveis de graus
diferentes com a mesma solucdo. Assim, uma solucao de limpeza ou de sanitizacao
pode atuar como um eletrélito e causar corrosdo, quando em contato com dois metais
diferentes que, por exemplo, fazem parte da mesma peca do equipamento. Os elétrons
passam do ferro, metal menos ativo, para o aluminio, metal mais ativo, permitindo a
corrosdo do aluminio.

iii) Corrosao intergranular: Deve-se ao emprego de um aco inoxidavel rico em
carbono. Ocorre nos contornos dos graos dos metais e frequientemente propaga-se
pelo interior da peca, deixando poucos sinais visiveis na superficie. Pode acontecer em
lugares préximos as soldas dos equipamentos. E originada por precipitacido de
carbonetos de cromo nos contornos dos graos, resultante da permanéncia prolongada
do aco a temperaturas muito elevadas. Este problema pode ser facilmente evitado
utilizando acos inoxidaveis com baixo conteido de carbono, como o tipo 304, por
exemplo.

iv) Corrosao geral: Deve-se ao emprego de um aco inoxidavel que néo resiste as
propriedades corrosivas do alimento processado. Pode ser evitada unicamente pela
substituicdo do equipamento por outro construido com um ac¢o de maior grau de
resisténcia.

Os polimeros sdo amplamente utilizados na industria de alimentos em funcao
suas excelentes propriedades, pois sdo capazes de retardar e prevenir mudancas e
deterioracdo no material de embalagem devido a influéncias externas como presenca
de oxigénio, luz e microrganismos. Uma grande vantagem é 0 seu menor custo em
relacdo a outros materiais usados para embalagem como, por exemplo, o vidro
(VERGNAUD, 1998).

As propriedades dos polimeros variam bastante, dependendo da matéria-prima
utilizada, dos aditivos incorporados e do método de fabricacdo. Basicamente, os
polimeros usados na induastria de alimentos sdo agrupados em duas categorias:

termoplasticos e termoestaveis. Os termoplasticos amolecem quando séo aquecidos e
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endurecem quando sao resfriados, processos que podem ser repetidos varias vezes
sem mudancas quimicas apreciaveis. Os tipos de termoplasticos mais comumente
encontrados em industrias de alimentos sao: polietileno, polipropileno, poli (cloreto de
vinila) ou PVC, acrilico, entre outros. Os termoestaveis sdo capazes de endurecer na
primeira vez que sdo aquecidos, mas se forem reaquecidos pode ocorrer degradacao
guimica. Poliéster, resinas epoxi e poliuretanos sdo polimeros termoestaveis usados na
construcdo de equipamentos envolvidos no processamento de alimentos (HAYES,
1993; RODOLFOQO Jr. et al., 2002).

Segundo POMPERMAYER e GAYLARDE (2000), o polipropileno esta tornando-
se um dos materiais mais populares em industrias alimenticias para a construcdo de
tanques, tubulacBes, acessorios e superficies envolvidas no corte de alimentos.
Portanto, é importante avaliar a possibilidade de contamina¢éo cruzada de alimentos e
determinar o grau de adesdo bacteriana e formacao de biofilmes em superficies de
polipropileno.

Algumas superficies consideradas como ndo convencionais tém sido usadas no
processamento de alimentos e pouco estudadas com relagdo a adesdo. Dentre elas,
destacam-se silicone, PVC, poliuretano, granito e marmore.

Os silicones sdo polimeros, quimicamente inertes, resistentes a acidos e
alcalinos, a radiacao gama, a decomposicao pelo calor, a &gua ou a agentes oxidantes,
além de serem bons isolantes elétricos. Resistentes ao calor e a intempérie, 0s
silicones sdo apresentados nas formas fluida, resina ou de elastbmeros, ou seja,
borrachas sintéticas, sempre com numerosas aplicacées. Servem, por exemplo, como
agentes de polimento, vedacdo, protecdo e apresentam propriedades
impermeabilizantes. Suportando temperaturas que podem variar de - 65 °C a 400 °C, o
silicone é usado em muitos segmentos da industria de alimentos sem perder suas
caracteristicas de permeabilidade, elasticidade e brilho (RODRIGUEZ, 1989,
ABIQUIM,, 2004).

Superficies de silicone possuem varias caracteristicas que sdo responsaveis
pela sua ampla aplicagcdo, destacando-se sua grande flexibilidade, longevidade e
compatibilidade com os meios de aplicacdo. Por ser inerte e atdxica, ndo traz
maleficios para o meio ambiente, ndo contamina o solo, nem a agua nem o ar. Além
disso, ndo altera o sabor dos alimentos com os quais entram em contato (STEVENS,
1990; ABIQUIM,, 2004).

17



Revestimentos de correias transportadoras de alimentos, utensilios de cozinha,
maquinas automaticas de servir bebidas, moldes de confeitaria, bandejas de gelo e
bicos de mamadeira séo apenas algumas das inUmeras pecas feitas de elastdmeros de
silicones para aplicagcbes de contato com alimentos (ABIQUIM,, 2004).

O PVC caracteriza-se por ser atoxico, impermeavel, estavel, bom isolante
térmico, possui grande durabilidade e ndo propaga chamas. Além disso, apresenta
resisténcia a maioria dos reagentes quimicos e aos agentes oxidantes. O PVC pode
ser rigido ou flexivel, opaco ou transparente, brilhante ou fosco, colorido ou ndo. O
PVC pode ser formulado com vérios tipos de aditivos que o torna o polimero mais
polivalente que existe. Esses aditivos podem melhorar as caracteristicas das
superficies de PVC como sua resisténcia ao calor ou ao frio, a choques ou a luz, dentre
outras. A adicdo de liquidos organicos, denominados plastificantes, conferem ao PVC
grande flexibilidade (STEVENS, 1990; RODOLFO Jr. et al, 2002; INSTITUTO..., 2004).

O PVC é o unico material plastico que ndo € 100 % originario do petréleo. O
PVC contém 57 % m/m de cloro, originario do cloreto de sddio e 43 % m/m de eteno,
de origem petrolifera. Dentre as superficies de PVC envolvidas com alimentos,
destacam-se embalagens usadas para acondicionar alimentos, garrafas para agua
mineral, construcdo de tanques, tubulacdes, acessorios e revestimento de correias
transportadoras (HAYES, 1993; INSTITUTO..., 2004).

Os poliuretanos, também conhecidos como policarbamatos, sao polimeros com
uma ampla variedade de propriedades, todas baseadas na reacdo de um diisocianato
organico com componentes contendo grupos de hidroxidos, chamados polidis
(STEVENS, 1990; ABIQUIMy, 2004). Dentre as caracteristicas deste tipo de superficie
destacam-se uma durabilidade elevada, resisténcia a acidos, a oxidacao, a abraséo e a
radiacdo gama, mas ndo sdo muito resistentes a alcalinos (RODRIGUEZ, 1989).
Sdlidos ou expandidos, flexiveis, semi-rigidos ou rigidos, os poliuretanos podem
assumir a forma de artefatos moldados, revestimentos, elastdmeros, espumas ou fibras
(STEVENS, 1990). Dentre as aplicacdes na industria alimenticia destacam-se 0 uso em
revestimentos de correias transportadoras e como isolante térmico na cadeia do frio
(ABIQUIM,, 2004).

Segundo LOPEZ (1970), as superficies de granito correspondem as rochas
igneas e metamorficas de granulometria grossa, compostas principalmente de minerais
félsicos na proporcao de 50 % de quartzo, 30 % de feldspato e 20 % de mica. A dureza

do granito € decorrente da presenca e proporcdes relativas destes minerais. Este tipo
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de superficie é fisicamente dificil de ser explorada e beneficiada, entretanto, possui alto
brilho no polimento e durabilidade mecanica elevada. Além disso, apresenta resisténcia
ao calor e um custo relativamente baixo podendo competir com o custo de superficies
sintéticas. Uma desvantagem ¢é a sensibilidade aos &cidos, podendo levar a perda do
brilho e modificacdo da coloracéo (FRASCA, 2003).

Cientificamente, os marmores sdo rochas metamorficas e recristalizadas de
granulometria grossa e composicdo a base de carbonatos. Essas superficies séo
compostas, fundamentalmente, por carbonato de calcio (CaCOg3), também conhecido
como calcita, cujo contetudo pode variar entre 90 % a 100 % de acordo com a pureza
do material. J& os marmores dolomiticos sdo compostos por cerca de 54 % de
carbonato de calcio e 46 % de carbonato de magnésio (MgCQO3). Juntamente com o
carbonato de célcio pode haver também outros minerais secundarios em maior ou
menor quantidade, tais como o 6xido de silicio (SiO;), éxido de ferro (Fe,O3), 6xido de
manganés (MnQO), 6xido de aluminio (Al,O3), entre outros, que sao considerados como
impurezas. Estas diferentes composi¢des sdo responsaveis pelas diferentes condi¢cdes
de durabilidade e resisténcia deste material e pela grande variedade de marmores
existentes no mercado (LOPEZ, 1970).

Do ponto de vista pratico de sua utilizacdo, a primeira qualidade que distingue os
marmores é a cor, que é uma das principais caracteristicas para sua valorizacéo
comercial. De acordo com a coloracdo, os marmores podem ser classificados como
brancos e coloridos. Os primeiros sdo compostos puramente de carbonato de calcio, ja
0s ultimos apresentam cores diferentes, como, amarelo, verde, roxo, preto, variando de
acordo com os minerais de sua composic¢éo (LOPEZ, 1970).

Os marmores sao superficies consideradas macias devido a sua dureza
relativamente baixa, por isso, sdo faceis de serem cortados e polidos sendo adequados
para processamentos industriais. Entretanto, possuem vulnerabilidade para o desgaste
fisico e reacdes quimicas apresentando grande sensibilidade a agentes &acidos e
alcalinos o que pode acarretar em aparecimento de manchas e danos da superficie
(FRASCA, 2003).

As superficies de granito e marmore sdo empregadas amplamente na
construcdo de pias, balcbes, mesas e bancadas para manuseio de restaurantes
industriais, padarias, algumas microinddstrias e cozinhas domésticas. Uma pesquisa
realizada pela Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Saude mostrou que

residéncias e restaurantes foram os locais de maior ocorréncia de doencas de origem
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alimentar no periodo de 1999 a 2004 (Figura 2). Dessa forma, € importante realizar

estudos sobre a capacidade de adesao bacteriana e formacdo de biofilmes nestas

superficies.
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Figura 2 — Numero de doencgas de origem alimentar, ocorridas no Brasil no periodo de
1999 a 2004, segundo os locais de ocorréncia. Fonte: COVEH/CGDT/
DEVEP/SVS (SANTOS, 2004).

2.4. Técnicas para a determinacao da adesédo bacteriana

A demanda de tecnologias fornece uma quantificacéo rapida de microrganismos
€ crescente. Muitos meétodos tém sido avaliados, incluindo a microscopia de
epifluorescéncia, citometria de fluxo, microbiologia molecular e bioluminescéncia.
Apesar do uso de tais métodos ha algumas restricdes como seletividade, sensibilidade,
reprodutibilidade e custo. Além disso, um desafio é atribuido a necessidade de
quantificar bactérias aderidas em superficies, particularmente quando estdo na forma
de biofilmes.

Atualmente varios métodos microscépicos tém sido usados para avaliar o
processo de adesdo. Dentre os varios tipos de microscopia utilizados, pode-se citar a

microscopia Gtica, a de contraste de fase, a confocal, a de epifluorescéncia e eletrénica
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de varredura e de transmissédo, sendo que a escolha do tipo de microscopia a ser
utilizada dependera do aspecto de formacdo do biofiime que se deseja analisar
(ZOTTOLA, 1997).

As técnicas microscépicas sdo as mais recomendadas para a visualizacao da
adesdo bacteriana, crescimento e formacdo de biofilmes em sistemas de
processamento de alimentos, podendo até acompanhar o desenvolvimento do biofilme
em tempo real (PARIZZI, 1999).

A microscopia permite obter informagBes sobre a morfologia de células e
colénias microbianas, distribuicdo destas colénias na superficie, presenca de
exopolissacarideos e natureza dos produtos de corrosdo, se, por exemplo, sdo
cristalinos ou amorfos. Ela também revela o tipo de ataque por meio das mudancas na
microestrutura do metal depois da remocéao do biofilme (BEECH, 2004).

Ha& aproximadamente 60 anos, a microscopia Otica foi utilizada por C. E.
ZOBBEL, 1935, o primeiro pesquisador a reconhecer o papel da adeséo bacteriana na
formacdo de depdsitos e corrosdo de superficies sélidas submersas no mar, isto foi
feito através da capacidade dos microrganismos aderirem em laminas de vidro que,
posteriormente, foram coradas e observadas ao microscopio Otico. Esta técnica
apresenta limitagcdes, dentre elas a baixa resolucdo e a necessidade do uso de
superficies transparentes, como o vidro (ZOTTOLA, 1994).

A microscopia de contraste de fase também é muito Util nos estudos de adeséo
microbiana em superficies. Ela € particularmente recomendada quando se deseja
acompanhar o desenvolvimento da formacdo do biofilme em tempo real, também em
uma superficie transparente.

A microscopia confocal € usada para a observacao da estrutura de biofilmes,
pois permite a possibilidade de efetuar um seccionamento 6tico de biofilmes no seu
estado hidratado de um modo néo destrutivo. Além disso, permite adquirir imagens em
canais multiplos, o que podera ser utilizado para a observacao simultanea de varias
sondas fluorescentes, de modo a obter a informacéo espacial de diversidade funcional
no biofilme (LAWRENCE e NEU, 1999).

Desde a sua primeira aplicacdo ha mais de 20 anos atras (HOBBIE et al., 1977),
a contagem de bactérias por microscopia de epifluorescéncia tem se tornado uma
técnica comumente usada para a estimativa de bactérias em diferentes estados
fisiolégicos usando fluorocromos, ou seja, substancias fluorescentes seletivas
(BERNARDEAU et al., 2001).
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A técnica de microscopia de epifluorescéncia é uma alternativa excelente na
qguantificacdo das células aderidas as superficies que podem ser transparentes ou nao.
Para uma melhor visualizagdo da adesdo bacteriana, recomenda-se o uso de
substancias fluorescentes como o alaranjado de acridina para a coloragéao direta das
células, ou ainda o uso de anticorpos fluorescentes que se ligam as células, permitindo
assim a sua observacdo pela microscopia. Um fator significativo para um melhor
aproveitamento operacional deste tipo de microscopia é a existéncia de uma boa
correlacdo quando comparada a técnica de contagem padrao em placas (TATINI et al.,
1991; SAKATE et al., 2004). O uso do corante alaranjado de acridina e do microscopio
de epifluorescéncia produz uma coloracdo diferencial, em que as bactérias que
fluorescem de cor alaranjada séo consideradas células viaveis, devido a predominancia
de atividade nos ribossomos (RNA) diferenciando o seu estagio de desenvolvimento
metabdlico. Algumas coloracfes intermediarias podem ocorrer, mas somente as
células fluorescendo nas cores laranja ou laranja avermelhado séo consideradas como
viaveis. A microscopia de epifluorescéncia pode ser melhorada pelo uso de uma
unidade de varredura confocal permitindo o exame de imagens em varios planos
podendo também ser reconstituidas para uma observacao tridimensional da amostra
(PARIZZI, 1999).

Ja as técnicas de microscopia eletrénica sdo as mais indicadas quando se
deseja analisar a interacdo microbiana na matriz do biofilme. De modo geral, as
amostras sao fixadas usando-se agentes quimicos, como por exemplo, o glutaraldeido,
o paraformaldeido e o 6smio ou crio-fixadas, onde a amostra é rapidamente congelada
para evitar os danos as células pelos cristais de gelo (ZOTTOLA, 1997). Dentre as
técnicas de microscopia eletrbnica incluem-se a de varredura (MEV) e a de
transmissdo (MET). Uma sequéncia tipica de preparacdo da amostra a ser analisada
pela MEV consiste no desenvolvimento de biofilme sobre um “suporte” sélido, como por
exemplo, o vidro, o aco inoxidavel, a borracha e seguido pela fixacdo da amostra,
dessecacgdo e cobertura com metal. Essas etapas influem na qualidade da imagem
resultante. Para analises por MET, apds desidratacao e fixacdo, uma resina € infiltrada
nas amostras, geralmente epoxi ou metacrilato, formando uma cobertura semelhante a
um plastico enrijecido em que as amostras sdo cortadas em um ultramicrétomo,
usando um diamante ou lamina de vidro, numa espessura de aproximadamente 90 nm,
que sao colocados em grades de cobre, as quais compde o MET. Geralmente estas

grades sédo revestidas com um fino filme de polimero para auxiliar no suporte dos
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cortes. Uranio ou o chumbo s&o os metais usados para corar os cortes ultrafinos, desse
modo as grades sao colocadas em uma coluna e os elétrons transmitidos através da
amostra, que pode ser vista por fosforescéncia (ZOTTOLA, 1997).

A contagem padrédo em placas tem sido usada como indicador da qualidade
higiénica dos alimentos e de superficies que entram em contato direto com 0s mesmos,
fornecendo também idéia sobre seu tempo util de conservacao (SILVA et al., 1997).
Sua presenca em grande numero indica matéria-prima excessivamente contaminada,
limpeza e desinfec¢do de superficies inadequadas, higiene insuficiente na producéo e
condicdes inapropriadas de tempo e temperatura durante a produ¢cédo ou conservacao
dos alimentos (SIQUEIRA, 1995).

O método de contagem padrao em placas baseia-se na premissa de que cada
célula microbiana presente na amostra ira formar, quanto fixada em um meio de cultura
sélido adequado, uma colbnia visivel e isolada. Variando o tipo de meio de cultura e as
condicBes de incubacdo € possivel selecionar o género ou a espécie que se deseja
contar. Como as células microbianas muitas vezes ocorrem em agrupamentos, nao é
possivel estabelecer uma relacao direta entre o nimero de colénias e 0 nimero de
células. A relacdo correta é feita entre o numero de colénias e 0 niumero de unidades
formadoras de col6nias (UFC), que podem ser tanto individuais como agrupamentos
caracteristicos de certos microrganismos (SILVA et al., 1997).

Alguns trabalhos compararam as técnicas de microscopia de epifluorescéncia
com a contagem padrdo em placas para avaliar a qualidade microbiolégica de
alimentos com diferentes niveis de contaminacdo (HUNTER e McCORQUODALE,
1983; RODRIGUES e KROLL, 1986; BETTS et al., 1988; HOLAH et al., 1988; TATINI
et al., 1991; SAKATE et al.,, 2004), de superficies utilizadas no processamento
(PARIZZI, 1999) e de superficies de embalagens que entram em contato direto com 0s
alimentos (PIRES et al., 2004). Estes autores obtiveram uma boa correlacao linear que

variaram de 0,77 a 0,99 entre as duas técnicas.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido nos laboratérios de Microbiologia de Alimentos e
Higiene Industrial e de Analise de Alimentos do Departamento de Tecnologia de
Alimentos e no Nucleo de Microscopia e Microandlise, situados na Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

3.1. Superficies avaliadas

Para a avaliacdo da adesdo bacteriana foram selecionadas nove tipos de
superficies que tém sido usadas no processamento de alimentos tanto na industria
guanto em restaurantes industriais e cozinhas domésticas. Assim, foram avaliados
cupons de prova de marmore (MAR), granito (GRA), poliuretano revestido com tecido
(PUgt), poliuretano liso dupla face (PUpg), poliuretano rugoso dupla face (PUpg),
silicone revestido com tecido (SlLgy), PVC revestimento fino com tecido (PVCgg), PVC
revestimento grosso com tecido (PVCgg). Além destes, também foi avaliado como
padrdo cupons de prova de aco inoxidavel AISI 304 # 4 (AIN) que é a superficie mais
usada no processamento dos alimentos.

As dimensfes de cada cupom variaram de acordo com cada tipo de superficie.
Desta forma, os cupons avaliados apresentaram as seguintes dimensfes de acordo

com o Quadro 1.
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Quadro 1 - Dimensdes dos cupons das superficies usados na adesao de Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525.

Dimensdes (mm)

Superficie

L C E

AIN 10 10 1
MAR 10 10 3
GRA 10 10 3
SlLgr 10 10 2
PUgrr 10 10 2
PUpr 10 10 2
PUpr 10 10 2
PVCge 10 10 2
PVCre 10 10 3

L = Largura; C = Comprimento; E = Espessura

AIN = Aco inoxidavel 304 # 4; MAR = Marmore; GRA = Granito; SlLgr = Silicone revestido com tecido;
PUgr = Poliuretano revestido com tecido; PUpr = Poliuretano liso dupla face; PUpgr = Poliuretano rugoso
dupla face; PVCgr = PVC revestimento fino com tecido; PVCrg = PVC revestimento grosso com tecido

3.2. Microrganismo e meios de cultura utilizados

Foi utilizada uma cultura de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, cedida pelo
Departamento de Microbiologia da UFV. A cultura foi mantida em tubos
Eppendorf de 1 mL em caldo nutriente (OXOIDO) e glicerol a temperatura de - 80 °C.
Para os estudos de adeséo, a cultura foi repicada por trés vezes consecutivas em caldo

nutriente a 28 °C por 24 horas para sua ativacao.
3.3. Determinacao da adesé&o bacteriana

Antes de cada analise, os cupons foram limpos por meio de escovacéo
empregando-se 4gua e detergente neutro liquido, rinsados com agua destilada e
imersos em alcool etilico 70% por 1 hora para remocdo de gordura, rinsados
novamente com agua destilada, secagem ao ar e exposicdo a luz ultravioleta a 254 nm
por 1 hora para sanitizacdo (PARIZZI, 1999).

Vinte e quatro cupons-teste da superficie avaliada foram imersos, a temperatura

ambiente, em frascos contendo 100 mL de caldo nutriente (OXOIDO) acrescido de um
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volume de suspenséo de células de P. fluorescens, de forma a obter uma contagem
entre 10° UFC.mL™ e 10* UFC.mL™. As amostras foram incubadas em banho-maria a
28 °C e as avaliagdes da quantidade de células aderidas por cm? foram realizadas
apos 0, 2, 4, 6, 8 e 10 h de tempo de contato, em cada superficie. O tempo zero
correspondeu a analise realizada imediatamente ap6s a imersdo dos cupons no frasco
contendo o meio de cultura e a suspensao bacteriana. Ap6s 10 h de incubacéo, foi

determinada a concentracdo da suspensao.
3.4. Determinacado do numero de células aderidas
3.4.1. Contagem padrao em placas (CPP)

A adesao bacteriana foi avaliada pela técnica da CPP, em que os cupons foram
retirados da suspensdo de bactérias em caldo nutriente (OXOIDO) com o auxilio de
pinca esterilizada e imersos separadamente em 10 mL de 4gua peptonada a 0,1% por
1 minuto, para a remocdo de células planctbnicas. Em seguida, foram imersos em
tubos contendo 5 mL da mesma solucdo diluente e submetidos ao vortex, durante 1
minuto, para a remocado de células sésseis (PARIZZI, 1999). Diluicdes apropriadas
foram preparadas e transferidas para placas de Petri, nas quais adicionou-se 0 meio de
crescimento PCA (OXOIDO) e incubou-se a 28 °C por 48 horas, procedendo em seguida,
a contagem (SWANSON et al., 1992). Cada col6nia contada na placa era equivalente a
2,5 x 10° UFC.cm™ que foi calculado relacionando-se o volume do diluente usado para
rinsagem (5 mL), a aliquota usada no plagueamento (1mL), a média da contagem
expressa em UFC obtida nas placas (M), a diluicdo realizada (D) e a &rea do cupom (2 cm?).

Assim, tem-se:

_(5/1) xMxD

UFC.cm 2 =25xMxD
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3.4.2. Microscopia de epifluorescéncia (EPF)

Também foi usada a técnica de microscopia de epifluorescéncia para a
avaliacdo da adesdao bacteriana. Inicialmente, os cupons foram retirados da suspensao
de bactérias em caldo nutriente (OXOIDO), com o auxilio de pinca esterilizada e imersos
separadamente em 10 mL 4gua peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para a remocao de
células planctonicas. Em seguida, as células aderidas nas superficies dos cupons
foram fixadas com solucao de Kirkpatrick (alcool isopropilico, cloroféormio e formaldeido
na proporcéo de 6:3:1) por 3 minutos e coradas com solucéo de alaranjado de acridina
0,025% por 5 minutos. O fixador e o corante foram adicionados com o auxilio de pipeta,
aplicando-se volumes suficientes para cobrir os cupons. Em seguida, os cupons foram
observados em Microscépio de Epifluorescéncia Leica DC 300F. As células com
fluorescéncia alaranjada foram contadas em cinco a dez campos de cada cupom,
dependendo da densidade de células aderidas por campo (BIER et al.,, 2001). O
resultado foi expresso em Contagem Direta ao Microscépio por cm? (CDM.cm?), obtida
multiplicando-se o nimero médio de células pelo fator do microscépio (3,4 x 10°) que
foi calculado de acordo com a objetiva usada. Neste caso, o raio da objetiva foi
0,0975 mm. Assim, o FM é obtido dividindo-se a &rea do cupom (100 mm?) pela area
do campo de observacédo (pR? = 3,1416 x 0,0975):

100

M=———7-=3.400
0,02986

Neste experimento foi estabelecido que 1 CDM ¢ igual a 1 UFC de modo que os

resultados pudessem ser expressos em UFC.cm™.
3.5. Microscopia Eletrénica de Varredura
As fotomicrografias das superficies ndo submetidas a adesao bacteriana foram

realizadas, por microscopia eletrbnica de varredura, com o intuito de verificar as

diferencas de microtopografia entre elas.
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O preparo de amostras para observacdo em microscopia eletrénica de varredura
foi realizado segundo metodologia descrita por SILVEIRA (1989). Inicialmente, fitas
adesivas foram coladas no suporte de porta-amostras do microscopio (stub) e aplicou-
se uma camada de prata coloidal liquida para melhorar a condutividade elétrica do
material. Em seguida, os cupons foram colocados no stub e levados ao Metalizador
Balzers FDU 010, onde foram submetidos ao processo de metalizagdo com uma fina
camada de ouro de 20 nm, evaporada a vacuo, também com a finalidade de torna-los
bons condutores elétricos. Posteriormente, os cupons foram observados no
Microscopio Eletrénico de Varredura LEO 1430 VP, com aumentos variando de 100 X a
2000 X.

3.6. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido segundo um arranjo em parcelas subsubdivididas,
com as superficies em nove niveis (aco inoxidavel, marmore, granito, poliuretano
revestido com tecido, poliuretano liso dupla face, poliuretano rugoso dupla face, PVC
revestimento fino com tecido, PVC revestimento grosso com tecido, silicone revestido
com tecido) na parcela com duas repeticbes segundo o delineamento inteiramente
casualizado, as técnicas em dois niveis (CPP e EPF) na subparcela e o tempo de
contato em cinco niveis (2, 4, 6, 8, 10 h) na subsubparcela.

Para estudar os trés fatores (superficies, técnicas e tempo de contato) foram
realizadas analises de variancia para todas as caracteristicas avaliadas a 5% de
probabilidade utilizando o sistema para analises estatisticas SAEG.

Para as superficies, foram estabelecidos todos os contrastes entre duas médias
testados com base no teste de Scott-Knott.

Para as técnicas, as médias foram comparadas pelo teste F.

Para o tempo de contato foram realizadas analises de regressao cujos
coeficientes foram testados pelo teste t a 5% de probabilidade, para cada tipo de
superficie.

Para o estudo dos trés fatores (superficie, técnica e tempo de contato) foi
verificada a existéncia de interacfes de segunda e terceira ordens, pelo teste F. Assim,
em funcéo da significancia encontrada, foram realizadas as aplicacdes dos testes as
médias e das andlises de regressao.
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Com base nas médias dos tempos de contato 2, 4, 6, 8 e 10 h, foram
construidos dois dendrogramas para as técnicas EPF e CPP, com o objetivo de
verificar a similaridade de adesdo bacteriana nas superficies e realizar um
agrupamento visual. O método utilizado foi o da ligagdo simples com base na distancia

euclidiana padronizada utilizando o sistema de analises estatisticas SAEG.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Adesdo de Pseudomonas fluorescens em diferentes superficies de

processamento

Os resultados mostraram que o nimero de UFC.cm™ de P. fluorescens diferiu
(P < 0,05) em razéo do tipo superficie, das técnicas avaliadas e do tempo de contato
(Tabela 1). Além disso, foram constatadas diferencas (P < 0,05) nesse numero quando
se avaliam as interacBes entre técnica e superficie; tempo de contato e superficie;
tempo de contato e técnica; tempo de contato, técnica e superficie, sobre a adesao.
Desse modo, os trés fatores ndo puderam ser analisados separadamente, ou seja, sédo
dependentes quando se avalia a adeséo.

Na Tabela 2, sdo mostradas as equacdes de regressao linear que descrevem as
variacdes dos logaritmos do niimero de UFC.cm™ em funcdo do tempo de contato para
cada tipo de superficie e para cada técnica.

A adesdo bacteriana, expressa em logaritmo do nimero de UFC.cm?, em
funcdo do tempo de contato, esta representada nas Figuras 3 e 4. Observou-se que 0
namero de células aderidas aumentou com o tempo de contato para todas as
superficies avaliadas e que a concentragdo inicial da suspensdo no meio de subcultivo
aumentou com o tempo de incubacéo. Apds 10 h de incubacao, a suspensdo atingiu

uma concentracdo em torno de 10° UFC.mL™.
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia do logaritmo decimal do numero de
UFC.cm™ de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, em caldo nutriente
e a 28 °C, aderidas em nove tipos de superficies avaliadas pelas técnicas
de microscopia de epifluorescéncia e contagem padrdo em placas.

FV GL QM

Superficie (SUP) 8 3,0128 *

Erro (A) 9 0,1851
Técnica (TEC) 1 47,7096 *
TEC*SUP 8 0,2795 *

Erro (B) 9 0,0283
Tempo de contato(TC) 4 42,5754 *
TC*SUP 32 0,0906 *
TC*TEC 4 1,4778 *
TC*TEC*SUP 32 0,0558 *

Erro (C) 72 0,0284

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste F (P < 0,05)
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Tabela 2 — Estimativas das equacdes de regressdo da adesdo de Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525 em caldo nutriente e a 28 °C, em funcédo do
tempo de contato, determinadas pelas técnicas de microscopia de
epifluorescéncia (EPF) e contagem padrdo em placas (CPP).

Superficie Técnica Equacdo de Regresséo R? (%)
EPF 0 = 3,355 + 0,235*TC 92,98
AIN

CPP 0=0,874 + 0,402 *TC 99,31
EPF 0 =3,130 + 0,272 *TC 98,10

PUpr
CPP 0=1371+0,402*TC 96,45
EPF 0 = 3,248 + 0,293*TC 96,01

PUgrr
CPP 0=2,132 + 0,365*TC 94,95
EPF 0=4,123 + 0,235*TC 98,57

PUpr
CPP 0 =2,387 + 0,361*TC 99,80
EPF 0 = 3,098 + 0,282*TC 98,86

PVCgr
CPP 0=0,773 + 0,455*TC 95,59
EPF 0=3,273 + 0,328*TC 93,40

PVCre
CPP 0=1,710 + 0,414*TC 99,18
EPF 0=3,517 + 0,320*TC 92,67

Sllgr
CPP 0=2,276 +0,374*TC 98,10
EPF 0 = 3,840 + 0,264*TC 99,63

GRA
CPP 0 =2,052 +0,422*TC 99,04
EPF 0 = 3,544 + 0,300*TC 99,82

MAR
CPP 0=1,585+0,451*TC 99,24

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste t (P < 0,05)

0 = log UFC.cm™

TC = tempo de contato (horas)

AIN = Aco inoxidavel 304 # 4; PUpr = Poliuretano liso dupla face; PUgrr = Poliuretano revestido
com tecido; PUpr = Poliuretano rugoso dupla face; PVCge = PVC revestimento fino com
tecido; PVCgrs = PVC revestimento grosso com tecido; SlLgr = Silicone revestido com tecido;
GRA = Granito; MAR = Marmore
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Figura 3 — Logaritmo do nimero de UFC.cm? de Pseudomonas fluorescens ATCC
13525, em caldo nutriente e a 28 °C, aderidas em diferentes superficies
pela microscopia de epifluorescéncia. (a) Aco inoxidavel 304 # 4 (AIN),
Poliuretano liso dupla face (PUpg), PVC revestimento fino com tecido
(PVCgg), Poliuretano revestido com tecido (PUgr); (b) Poliuretano rugoso
dupla face (PUpR), Granito (GRA), Marmore (MAR); e (c) PVC revestimento
grosso com tecido (PVCgg) € Silicone revestido com tecido (SlLgy)
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Figura 4 — Logaritmo do nimero de UFC.cm™ de Pseudomonas fluorescens ATCC
13525, em caldo nutriente e a 28 °C, aderidas em diferentes superficies
pela contagem padrdao em placas. (a) Aco inoxidavel 304 # 4 (AIN),
Poliuretano liso dupla face (PUpg), PVC revestimento fino com tecido
(PVCgE); (b) Poliuretano revestido com tecido (PUgr), PVC revestimento
grosso com tecido (PVCgrg), Marmore (MAR); e (c) Poliuretano rugoso
dupla face (PUpgr), Silicone revestido com tecido (SlLgr) € Granito (GRA)
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4.2. Grau de adesao de Pseudomonas fluorescens em funcao das superficies de

processamento

Constatou-se que a adeséo entre as superficies variou com o tempo, a técnica e
as suas caracteristicas de microtopografia.

O aumento da adesado entre as superficies, em razdo do tempo, néo foi
acompanhado de forma similar pelas técnicas avaliadas (Tabela 3). Por exemplo, no
tempo quatro horas, as superficies que apresentaram maior adesdo expressa em
logaritmo de UFC.cm™ e que ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de
Scott-Knott (P > 0,05) foram PU rugoso dupla face (5,12), silicone revestido com tecido
(5,10), PVC revestimento grosso com tecido (4,98), granito (4,89) e marmore (4,77)
pela técnica EPF. Ja pela técnica CPP, no mesmo tempo de contato, os maiores
logaritmos de UFC.cm™ foram para superficies de silicone revestido com tecido (3,92),
PU rugoso dupla face (3,85), granito (3,76) e PU revestido com tecido (3,45). Ap6s 10
horas de incubacdo, as superficies que mostraram menor adesdo, expressa em
logaritmo de UFC.cm™, foram aco inoxidavel (5,55), PU liso dupla face (5,72), PVC
revestimento fino com tecido (5,90) e PU revestido com tecido (6,02) pela técnica de
EPF, sendo que as mesmas nao diferiram estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P
> 0,05). Pela CPP, no mesmo tempo de contato, 0os resultados mostraram menores
valores de adesdo para aco inoxidavel (4,95), PU liso dupla face (5,10) e PVC
revestimento fino com tecido (5,13) diferindo do PU revestido com tecido (5,57) pelo
mesmo teste estatistico.

As superficies de marmore, granito, PVC revestimento grosso com tecido, PU
rugoso dupla face e silicone revestido com tecido ndo diferiram entre si no grau de
adesdo, expresso em UFC.cm™ (P > 0,05) nos tempos 4, 6, 8 e 10 horas, quando
avaliado pela técnica da microscopia de epifluorescéncia, e de 2 e 10 horas, quando

avaliado pela contagem padréo em placas.
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Tabela 3 — Médias da adesdo de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, em caldo
nutriente e a 28 °C, expressas em log UFC.cm™, em nove tipos de
superficies usadas no processamento de alimentos nos tempos de
contatos 4 h e 10 h, avaliadas pelas técnicas de microscopia de
epifluorescéncia (EPF) e contagem padrao em placas (CPP).

Superficie T TG
EPF CPP EPF CPP
AIN 452b A 264cB 555bA 495bB
PUpr 4,20b A 3,10bB 572bA 510bB
PUgr 459b A 345aB 6,02b A 557aB
PUpr 512aA 3,85aB 6,46 a A 593aB
PVCge 4,18b A 256¢cB 590b A 513bB
PVCge 498 aA 3,18b B 6,43aA 590aB
SlLgt 510aA 3,92aB 6,54aA 587aB
GRA 4,89 aA 3,76 aB 6,54aA 6,14 aB
MAR 4,77 a A 3,26 b B 6,54aA 6,10 a B

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e médias seguidas pela mesma letra mailscula
na linha para cada tempo de contato ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott e pelo teste F,
respectivamente (P > 0,05)

AIN = Aco inoxidavel 304 # 4; PUpr = Poliuretano liso dupla face; PUrr = Poliuretano revestido
com tecido; PUpr = Poliuretano rugoso dupla face; PVCge = PVC revestimento fino com
tecido; PVCgrs = PVC revestimento grosso com tecido; SlLgr = Silicone revestido com tecido;
GRA = Granito; MAR = Marmore

Foram construidos dendrogramas (Figura 5) para cada técnica avaliada a fim de
verificar a similaridade da adesdo bacteriana entre as superficies e realizar um
agrupamento visual entre as mesmas.

Pela técnica EPF, as nove superficies avaliadas foram distribuidas em quatro
grupos segundo as suas caracteristicas semelhantes de adeséo (Tabela 4 e Figura 5a).
No primeiro grupo, as superficies ago inoxidavel, PU liso dupla face e PVC
revestimento fino com tecido apresentaram 78,67% de similaridade e o log de
UFC.cm™ da média geral de adeséo de 4,77. A superficie de PU revestido com tecido,
pertencente ao segundo grupo, foi agrupada separadamente das demais pela EPF com
média geral do log de UFC.cm™ de 5,00. No terceiro, encontram-se 0 marmore, granito
e PU rugoso dupla face com 80,21%, de similaridade e o log de UFC.cm™ da média
geral de adeséao de 5,43. No quarto, as superficies agrupadas foram PVC revestimento

grosso com tecido e silicone revestido com tecido, sendo a porcentagem de
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similaridade correspondente a 72,44 e o log de UFC.cm™ da média geral de adesao de
5,34. Portanto, as superficies que apresentaram maior percentagem de similaridade e
maior média geral com relacdo a adesao pela técnica EPF foram marmore, granito e
PU rugoso dupla face.

Pela técnica CPP, observa-se trés agrupamentos das superficies com base na
similaridade de adesao (Tabela 4 e Figura 5b). No primeiro grupo, encontram-se as
superficies de aco inoxidavel, PU liso dupla face e PVC revestimento fino com tecido
com 64,82% de similaridade e o log de UFC.cm™ da média geral de ades&do de 3,52.
No segundo, as superficies de PU revestido com tecido, PVC revestimento grosso com
tecido e marmore apresentaram 78,18% de similaridade e o log de UFC.cm™ da média
geral de adesdo de 4,27. No terceiro foram agrupadas as superficies de PU rugoso
dupla face, silicone revestido com tecido e granito com 86,64% de similaridade e o log
de UFC.cm™ da média geral de adesao de 4,55. No caso da CPP, as superficies de PU
rugoso dupla face, silicone revestido com tecido e granito apresentaram maior

percentagem de similaridade e maior média geral de adeséo.

Tabela 4 — Logaritmo de UFC.cm™? de Pseudomonas fluorescens nas superficies
agrupadas pelo teste de similaridade para as técnicas de microscopia de
epifluorescéncia (EPF) e contagem padrdo em placas (CPP).

Técnica Grupos Superficies Log UFC.cm™

EPF [ AIN, PUpg , PVCge 4,77
EPF Il PUgrT 5,00
EPF i PUpr, GRA, MAR 5,43
EPF v PVCgg, SlLgr 5,34
CPP I AIN, PUpg, PVCge 3,52
CPP Il PUgr, PVCrg, MAR 4,27
CPP 1] PUpg, SlLgrT, GRA 4,55

*Percentual de acerto apds a classificagédo 100

*Obtido de acordo com a analise discriminante

AIN = Aco inoxidavel 304 # 4; PUpr = Poliuretano liso dupla face; PUrr = Poliuretano revestido
com tecido; PUpr = Poliuretano rugoso dupla face; PVCgre = PVC revestimento fino com
tecido; PVCgrs = PVC revestimento grosso com tecido; SlLgr = Silicone revestido com tecido;
GRA = Granito; MAR = Marmore
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Figura 5 — Dendrogramas da adesao de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, em
caldo nutriente e a 28 °C, expressa em log UFC.cm?, em nove tipos de
superficies. (a) microscopia de epifluorescéncia, (b) contagem padrao em
placas
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Realizando-se uma comparacdo entre as duas formas de avaliacdo dos
resultados, teste estatistico de Scott-Knott e teste de similaridade de adeséo, observou-
se algumas semelhancas entre os mesmos. Para a técnica EPF, as superficies que
compdem o grupo | no teste de similaridade (Tabela 4) n&o diferem estatisticamente
entre si (P > 0,05) com relacdo a adesédo em todos os tempos de contato avaliados. O
mesmo foi verificado para os grupos Ill e IV pela técnica EPF. Para a técnica de CPP,
as superficies que compdem o grupo lll no teste de similaridade (Tabela 4) também
ndo apresentaram diferenca significativa na adesao pelo teste estatistico (P > 0,05)
para todos os tempos de contato.

Héa caréncia de trabalhos com relacdo a comparacdo da adeséo bacteriana entre
os tipos de superficies avaliadas neste estudo, principalmente granito e marmore.
ZAQUEUS et al. (2000) mostraram que formacéo de biofilme bacteriano em superficies
de PVC, polietileno e aco inoxidavel expostos a agua ozonizada foram muito similares.
Entretanto, o nimero de células aderidas foi um pouco mais elevado em PVC do que
em polietileno. BERESFORD et al. (2001) verificaram que ndo houve diferenca
significativa (P > 0,05) no numero de células de Listeria monocytogenes aderidas em
superficies de polipropileno, policarbonato, poliuretano, PVC, silicone, borracha, aco
inoxidavel AISI 304, aco inoxidavel AISI 316, aco inoxidavel AISI 430 e aluminio em
duas horas de contato.

Foram obtidas fotomicrografias por microscopia eletronica de varredura de cada
superficie para obter informacdes sobre as mesmas (Figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14).

Na observacdo microscopica verificou-se que as superficies apresentaram
caracteristicas de microtopografias muito diferentes, o que pode justificar as diferencas
entre os graus de adesao constatados neste experimento. No entanto, outros fatores
podem estar envolvidos com os mecanismos de adesdo, em que se incluem as
caracteristicas do microrganismo como espécie, carga, hidrofobicidade, concentracao,
presenca de apéndices superficiais; a sintese de substancias exopoliméricas; as
caracteristicas do material aderente, como carga e microtopografia; e as caracteristicas
do meio que envolve o microrganismo, como tempo de contato e turbuléncia
(TROLLER, 1993; ZOTTOLA e SASAHARA, 1994; BOWER et al., 1996).

Todas as imperfeicbes encontradas podem diminuir a eficiéncia dos
procedimentos de higienizacdo e facilitar a penetracdo de residuos de alimentos que
servirdo de substrato para a adesao bacteriana, crescimento e, consequentemente,

formacéo de biofilmes. Algumas imperfeicdes apresentam tamanhos suficientes para
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alojar e proteger as células microbianas, visto que, as dimensdes de Pseudomonas séo
de aproximadamente 0,5 Om a 1,0 0Om de largura e 1,5 Om a 5,0 C0m de comprimento,
(HOLT et al., 1994).

Em superficies de aco inoxidavel, pode-se observar a predominancia de
protuberancias (Figura 6a) e fissuras que apresentaram diametros de 5,07 Om e 8,79 Om
(Figura 6b).

Em superficies de PU revestido com tecido verificou-se a presenca de elevacdes com
27,13 OOm, microfuros de 6,45 [Om e, ainda, depressodes (Figura 8b). Em PU liso dupla
face observa-se espacos irregulares proximos a elevacgdes de 3,22 [Om (Figura 7b).

Ondulagcbes com tamanhos variando de 5,58 [Om e 12,63 [Om (Figura 10c) e
depressbes com diametros de 7,88 Om e 27,35 [Om sdo caracteristicas da
microtopografia de PU rugoso dupla face.

Um aspecto relacionado as superficies de silicone revestido com tecido, PVC
revestimento grosso ou fino com tecido e poliuretano revestido com tecido deve ser
mencionado. Essas superficies, apesar de ndo apresentarem muitas rugosidades na
parte superior, possuem um revestimento com tecido, que dificulta a higienizacdo na
parte inferior ou, até mesmo, apresenta algum tipo de dano, como corte e
esgarcamento favorecendo a adesdo de bactérias entre as fibras do tecido
(Figuras 11c, 11d e 14c).

Superficies de marmore e de granito apresentaram microtopografias
extremamente rugosas, podendo-se ressaltar caracteristicas de porosidade com
tamanhos variados de 6,12 [O0m e 13,44 Om (Figura 13d) e presenca de ranhuras,
fendas (Figuras 12a, 12b, 13a e 13c), ondulacdes e depressdes medindo diametros de
6,89 m (Figura 12d) e de 26,46 [Om (Figura 12c).

Vale ressaltar que todas as superficies avaliadas neste experimento nunca
haviam sido usadas. Muitas vezes, para a limpeza e sanitizacao sao utilizados produtos
e, ou, materiais abrasivos e acidos, que podem danificar principalmente as superficies
constituidas por minerais, provocando o aumento dos poros microscopicos das
mesmas devido a sua composicao. Estas superficies compostas por rochas, como o

granito e o marmore, apresentam uma reacdo de desgaste com o tempo de uso.
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Figura 6 — Fotomicrografia de superficie de aco inoxidavel AlSI 304 # 4 observada por
microscopia eletronica de varredura. a) presenca de protuberancia (seta); b)
fissuras com diametros variados

Figura 7 — Fotomicrografia de superficie de poliuretano liso dupla face observada por
microscopia eletrénica de varredura. a) presenca de protuberancia (seta); b)
espaco irregular com didmetro maior do que 3 pm
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Figura 8 — Fotomicrografia de superficie de poliuretano revestido com tecido observada
por microscopia eletrdnica de varredura. a) presenca de protuberancia
(seta), b) Elevacgéao (diametro maior) e microfuro (diametro menor)

Figura 9 — Fotomicrografia de superficie de poli (cloreto de vinila) revestimento fino com
tecido observada por microscopia eletrbnica de varredura. a) poucas
imperfeicdes; b) presenca de bolhas de ar devido a defeitos de fabricacdo
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Figura 10 — Fotomicrografias de superficie de poliuretano rugoso dupla face observada
por microscopia eletrénica de varredura. a) e b) aspectos ndo uniformes da
superficie, ¢) ondulagdes com diametros variados; d) depressées com
didmetros variados
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Figura 11 — Fotomicrografia de superficie de poli (cloreto de vinila) revestimento grosso
com tecido observada por microscopia eletronica de varredura. a) presenca
de elevacdes; b) presenca de microfuro, c) esgarcamento do tecido (seta);

d) porosidade lateral

44



Figura 12 — Fotomicrografia de superficie de granito observada por microscopia
eletrbnica de varredura. a) presenca de ranhuras e fendas; b)
rugosidades (vista lateral); c) e d) ondulagcdes e depressdes com
didmetros variados
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Figura 13 — Fotomicrografia de superficie de marmore observadas por microscopia
eletrdbnica de varredura. a) e c) presenca de ranhuras e fendas; b)
rugosidades (vista lateral); d) presenca de porosidades
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300um

Figura 14 — Fotomicrografia de superficie de silicone revestido com tecido observada
por microscopia eletrdbnica de varredura. a) poucas imperfei¢cdes; b)
presenca de elevacgao; c) esgarcamento do tecido (seta)
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MOREIRA (2002) isolou varios tipos de microrganismos aderidos em bancadas
de marmore e granito utilizadas em servicos hospitalares, como Bacillus spp,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemoliticus, Proteus vulgaris e Shigella
sonnei. Entre os microrganismos encontrados nas superficies de marmore, foi
constatado pelo autor 15% de adesao por Pseudomonas aeruginosa, 15% de adesao

por Staphylococcus haemoliticus e 70% de ades&o por outros microrganismos.

4.3. Avaliacédo das técnicas EPF e CPP para a determinacado das células aderidas

as superficies

Observou-se, de acordo com a Tabela 3, que ambas as técnicas avaliadas
apresentaram resultados que foram diferentes pelo teste F (P < 0,05) para os tempos
de contato, confirmando resultados de PARIZZI et al. (2004). A EPF sempre fornece
resultados de adesdo maiores do que a CPP. Uma provavel justificativa para o menor
namero de células sésseis na CPP pode ser devido ao fato de que estas bactérias nédo
sdo completamente removidas para a solucao diluente apds a amostra do cupom ser
submetida ao vortex. Uma outra explicacéo é o fato de que na técnica de EPF utiliza-se
um fator de correcdo do microscépio (FM) para a estimativa do niumero de células
aderidas. Neste caso, o fator de correcao utilizado era de 3.400, ou seja, cada célula
observada no campo do microscépio era equivalente a 3,4 x 10° UFC.cm™. Para a técnica
de CPP, cada col6nia contada na placa de Petri era equivalente a 2,5 x 10° UFC.cm™.

Observou-se que a sensibilidade das técnicas se altera de acordo com o tempo
de contato. No tempo zero, a técnica CPP nos fornece resultados de adesao para
todas as superficies. No entanto, nao foi possivel quantificar a adesao neste mesmo
tempo de contato para a técnica EPF (Tabela 5), apenas mostrou-se que o log do
numero de Pseudomonas fluorescens aderidas era inferior a 3,53. Estes resultados
mostraram que a técnica EPF, quando comparada a CPP, apresenta menor
sensibilidade a determinacdo de baixos numeros de células sésseis. Dessa forma, a
contagem minima necessaria na amostra para que a EPF seja utlizada esta
diretamente ligada ao fator do microscopio (SAKATE et al., 2004). Portanto, para que
haja deteccdo por esta técnica, a quantidade de células aderidas aos cupons deve

estar com contagens médias de uma célula por campo, no minimo.
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Além de terem sido confirmadas a morfologia de bastonetes e de coloracdo de
Gram negativo das células de P. fluorescens ATCC 13525 por microscopia oOtica,
também se pode fazer a confirmacdo de caracteristicas morfolégicas, distinguir células
alaranjadas de células esverdeadas e verificar como as células aderidas estavam
distribuidas em algumas superficies pela microscopia de epifluorescéncia (Figura 15).
Embora tenha sido possivel a contagem das células aderidas, houve dificuldade de
observacdo das mesmas em algumas superficies como os dois tipos de PVC, silicone
revestido com tecido e PU revestido com tecido por esta técnica. E dificil explicar tal
fato, uma vez que essas superficies ndo sdo as mais rugosas quando observadas

visualmente.

Tabela 5 — Médias da adesédo de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, a 28 °C e
em caldo nutriente, no tempo de contato zero em nove tipos de superficies
usadas em indastrias de alimentos avaliadas pela microscopia de
epifluorescéncia (EPF) e contagem padrao em placas (CPP).

Log UFC.cm?

Superficies EpF cPP
AIN <3,53 1,21
PUpe <3,53 1,42
PUgr <3,53 1,93
PUbr <3,53 2,27
PVCge <3,53 1,37
PVCrs <3,53 1,90
Sllgr <3,53 1,76
GRA <3,53 1,42
MAR <3,53 1,67

AIN = Aco inoxidavel 304 # 4; PUpr = Poliuretano liso dupla face; PUgrr = Poliuretano revestido
com tecido; PUpr = Poliuretano rugoso dupla face; PVCgre = PVC revestimento fino com
tecido; PVCgrs = PVC revestimento grosso com tecido; SlLgr = Silicone revestido com tecido;
GRA = Granito; MAR = Marmore
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Figura 15 — Adeséo de P. fluorescens ATCC 13525, a 28 °C e em caldo nutriente, em
algumas superficies visualizada por microscopia de epifluorescéncia apos
diferentes tempos de contato. (a) aco inoxidavel 304 # 4, 6 h; (b) Poli
(cloreto de vinila) revestimento fino com tecido, 10 h; (c) Poli (cloreto de
vinila) revestimento grosso com tecido, 8 h; (d) Granito, 2 h; (e) Marmore,

8 h; (f) Poliuretano liso dupla face, 6 h
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Diante das observa¢des ao microscopio, verificou-se que a EPF pode ser
considerada como uma técnica recomendavel para a avaliacdo da adesao bacteriana,
principalmente quando o nudmero de células por campo é inferior a 120, ou seja,
contagens de até 4,1 x 10° UFC.cm?. Valores mais elevados poderiam diminuir a
exatiddo pela continua contagem por campo e levariam o analista ao cansaco visual,
podendo ocasionar a obtencao de resultados nao exatos.

No entanto, a EPF fornece resultados em apenas 20 minutos, portanto, bem
mais rapidos quando comparado com a CPP, que demanda 48 horas para a realizacdo
das contagens. Por esse motivo, h4 a possibilidade de se analisar uma maior
guantidade de amostras por dia pela EPF.

Como foi visto neste experimento, as duas técnicas permitem avaliar a adesao
bacteriana. Varios estudos tém sido realizados com a técnica de EPF para avaliar
adesdo bacteriana e formacdo de biofimes (ROSSONI e GAYLARDE, 2000;
KALMOKOFF et al., 2001), eficiéncia de sanitizantes em biofilmes de Pseudomonas
fragi e Pseudomonas aeruginosa (WIRTANEN et al., 2001), enumeracao de bactérias
em leite cru (SAKATE et al., 2004), quantificacao de bactérias probiéticas em alimentos
(BERNARDEAU et al., 2001), controle microbiol6égico de vinhos (KOPKE et al., 2000),
entre outros.

Estudos tém sido realizados com a técnica de CPP para avaliar a adesao de
esporos de Bacillus cereus em aco inoxidavel ap6s o procedimento de higienizacao
(JULLIEN et al., 2002), ocorréncia de esporos de Bacillus cereus em linha de
processamento de leite (FAILLE et al., 2001), deteccdo de Streptococcus thermophilus
em linha de processamento de queijos (KNIGHT et al., 2004) e formacao de biofilme de
Listeria monocytogenes em aco inox (CARPENTIER e CHASSAING, 2004).
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5. CONCLUSAO

Todas as superficies avaliadas permitiram maior ou menor grau de adesao de
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, de acordo com o tempo de contato.

O aumento da adesdo do microrganismo entre as superficies, em razdo do
tempo, ndo foi demonstrado de forma similar pelas técnicas de contagem padrdo em
placas e microscopia de epifluorescéncia, quando avaliado pelo teste Scott-Knott
(P < 0,05).

Houve diferenca entre as técnicas com relacdo ao agrupamento das superficies
de acordo com a similaridade de adesdo. Assim, as superficies que apresentaram
maior porcentagem de similaridade e maior niumero de Pseudomonas fluorescens
aderidas pela técnica de microscopia de epifluorescéncia foram marmore, granito e
poliuretano rugoso dupla face. No caso da contagem padrdo em placas, este mesmo
fato foi constatado para as superficies de poliuretano rugoso dupla face, silicone
revestido com tecido e granito.

As superficies apresentaram caracteristicas de microtopografias muito diferentes
guando observadas por microscopia eletrdnica de varredura, o que pode justificar as
diferencas entre os graus de adesado observados. As superficies de poliuretano rugoso
dupla face, marmore e granito sdo extremamente rugosas, podendo destacar ainda
caracteristicas de porosidade especialmente nas pedras.

As técnicas possuem comportamentos diferentes para cada tempo de contato.
Em todos os casos, constatou-se que a contagem padrao em placas além de fornecer
resultados menores do que a microscopia de epifluorescéncia também permite a

deteccdo de valores de adesdo mais baixos, sendo considerada uma técnica mais
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sensivel. Porém, a contagem padrdo em placas fornece resultados em torno de 48 h,
mostrando-se como uma técnica mais demorada, pois o tempo gasto para realizacao
de andlises pela microscopia de epifluorescéncia é de cerca de 20 minutos.

Ndo had como fazer uma sugestdo sobre qual superficie seria a mais
recomendada para a utilizacdo em processamento de alimentos, em virtude de suas
aplicacdes especificas. E necessario um estudo posterior para verificar se as
imperfeicbes encontradas em cada tipo de superficie estariam servindo como um
esconderijo para estas bactérias aderidas.

Os resultados mostram a importancia de praticas higiénicas corretas na industria
de alimentos. Dessa forma, sugere-se avaliar estes procedimentos de higienizacéo e o

uso de agentes sanitizantes mais adequados as superficies submetidas a adeséo.
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Apéndice — Médias da adesdo de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 expressas em log UFC.cm? em nove tipos de
superficies usadas em industrias de alimentos nos tempos de contato (2, 4, 6, 8 e 10 h) avaliadas pelas técnicas
de microscopia de epifluorescéncia (EPF) e contagem padrdo em placas (CPP).

TC, TCy TCs TCs TCio
Superficie
EPF CPP EPF CPP EPF CPP EPF CPP EPF CPP
AIN 357bA 1,62bB 452bA 264cB 494bA 3,19cB 526bA 402cB 555bA 495bB
PUpe 359bA 195bB 420bA 3,10bB 493bA 394bB 537bA 483bB 572bA 510bB
PUgt 361bA 274aB 459bA 345aB 520aA 477aB 561bA 509bB 6,02bA 557 aB
PUpr 451aA 307aB 512aA 385aB 566aA 458aB 592aA 533aB 646aA 593aB
PVCre 373bA  1,75bB 4,18bA 256cB 467bA 3,17cB 547bA 489bB 590bA 513bB
PVCre 359bA 267aB 498aA 3,18bB 537aA 423bB 586aA 498bB 643aA 5,90 aB
SlLgr 38lbA 283aB 510aA 392aB 57laA 468aB 603aA 53laB 654aA 587 aB
GRA 438aA 278aB 489aA 376aB 544aA 477aB 587aA 548aB 654aA 6,14 aB
MAR 411aA 262aB 477aA 326bB 540aA 4,17bB 590aA 532aB 654aA 6,10 aB

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e médias seguidas pela mesma letra maildscula na linha para cada tempo de contato ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott e pelo teste F, respectivamente (P > 0,05).

AIN = Aco inoxidavel; PUpe = Poliuretano liso dupla face; PUrr = Poliuretano revestido com tecido; PUpgr = Poliuretano rugoso dupla face;
PVCgrr = PVC revestimento fino com tecido; PVCgrs = PVC revestimento grosso com tecido; SiLgr = Silicone revestido com tecido; GRA =
Granito; MAR = Marmore



