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RESUMO

RIBEIRO-FURTINI, Larissa Lagoa. Caracterizagio e isolamento de
microrganismos aderidos em tubulacdo de laticinio e seu comportamento
_ frente a detergéncia 2005. 80 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Para avaliagdo da eficiéncia da limpeza alcalina e dcida em tubulagdo de
laticinio da regidio de Lavras, foram amostrados locais de possivel formag@o de
biofilmes depois da saida do pasteurizador. A coleta foi realizada pela técnica do
esfregago em superficie, os swabs utilizados foram levados ao vértex em solugdo
salina e a mesma sofreu diluigSes seriadas; as aliquotas foram plaqueadas pela
técnica pour plate e incubadas a 35 °C por 48 h e 7 °C por 10 dias, com objetivo
de selecionar, respectivamente, microrganismos mesofilos e psicrotréficos. O
local de maior coptaminagdo foi escolhido para a caracterizagdo da microbiota
(Gram, morfologia, crescimento em MacConkey, Oxidag¢do/Fermentagao,
oxidase) e identificagdo de Pseudomonas spp pelo Api 20E para utilizagdo na
etapa seguinte. No local 5, 0 mais contaminado, foram obtidos valores de
2,7x10° e 2,9x10° UFC/cm’ respectivamente, para mesdfilos e psicrotroficos.
Estes resultados s6 permitem afirmar processo de ades#io e ndo de formagdo de
biofilme; nos outros locais nio houve contagem expressiva (>10%. Foram
selecionadas duas cepas de Pseudomonas spp, mesofila e psicrotréfica, cuja
adesdo em ago inoxidavel e vidro foi avaliada por simulagdo in vitro usando
como meio de cultura o leite. Cupons de ago inoxidavel AISI 304 de 10x15mm
foram submergidos em leite sob agitagdo por 18 h a 35 °C para cepa mesdfila e
25 °C para cepa psicrotréfica. O Becker de vidro, em que foi colocado o leite,
teve sua superficie externa marcada por trés retangulos que perfaziam cada um a
area de 10 cm®. Apés o tempo de incubagio trés cupons foram removidos e suas
superficies amostradas pela técnica do esfregaco. Em seguida trés cupons para
cada tratamento foram retirados e enxaguados e, apds os tratamentos (limpeza
alcalina, limpeza alcalina e 4cida e limpeza enzimética) submetidos a técnica do
esfregago. O Becker apés esvaziamento, foi enxaguado e as superficies
demarcadas amostradas pelos swabs. Todas as amostras com o swab em soluggo
foram diluidas, plaqueadas e incubadas nas temperaturas ideais. Quando os
cupons foram retirados para os tratamentos, os trés restantes foram enxaguados e
passados para Becker com leite estéril, no qual ficavam 24 h sob agitagdo. Este
procedimento era feito para cepa psicrotréfica e cepa mesofila, cada qual
incubado & sua temperatura 6tima. Aliquotas deste leite foram analisadas para
contagem geral de mesdfilos e psicrotroficos de 6 em 6 h , com o objetivo de
verificar a biotransferéncia dos cupons para o meio circundante; a técnica



utilizada foi a de semeadura das dilui¢Ses seriadas em placas pelo método pour
plate, respeitando a temperatura de cada cepa. Os cupons foram preparados e
visualizados em microscépio eletrdnico de varredura para verificagdo da adesdo
e eficiéncia dos tratamentos. A cepa psicrotréfica com 18 h de contato obteve
média de adesdo em cupom de ago inoxidavel de 4,4x10° UFC/cm® e, em vidro
de 1,7x10° UFC/cm?®. Para a cepa mes6fila, a contagem total em UFC/cm’ foi de
4,6x10° para a superficie de ago inoxidavel e, de 3,2x10% para o vidro. A
microscopia eletrdnica de varredura permitiu visualizar a adesdo de
Pseudomonas spp psicrotréfica e meséfila na superficie dos cupons de ago
inoxidavel, sem formagio de estruturas de adesdo (exopolissacarideos). No teste
da detergéncia, os trés tratamentos nZo apresentaram diferenga, uma vez que
todos os tratamentos reduziram a < 10 UFC/cm’ o niimero de células aderidas.
Houve transferéncia importante de Pseudomonas spp dos cupons aderidos para o
.meio circundante. Para a cepa psicrotrofica foram obtidas contagens de 5,0 x 108
UFC/mL em média e a cepa meséfila 3,2 x 10’ UFC/mL ao final de 24 horas.

* Comité orientador: Prof. Luiz Ronaldo de Abreu - PhD (orientador)- UFLA,
Prof* Dr. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA, Prof. Dr. Nélio José de Andrade —
UFV.
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ABSTRACT

RIBEIRO-FURTINI, Larissa Lagoa. Characterization and isolation of
microorganisms adhered to dairy plant pipeline and their behavior against
detergency. 2005. 80p. Thesis (Doctorate in Food Science). Federal University
of Lavras, Lavras, MG.

To evaluate the efficiency of alkaline and acidic cleaning in a pipeline
of a dairy factory in the region of Lavras-MG, possible spots for biofilm
formation from pasteurizer outlet to packaging were sampled. The collection
was accomplished by the surface scrubbing technique; the swabs utilized were
taken into the vortex in salt solution and this underwent serial dilutions; the
aliquots were plated by the pour plate technique and incubated at 35 °C for 48
hours and 7 °C for 10 days, with the purpose of selecting, respectively,
mesophylic and psychrotrophic microorganisms. The spot of greatest
contamination was chosen for the characterization of the microbiota (Gram,
morphology, growth in MacConkey, O/F, oxidase) and ‘identification of
Pseudomonas spp by the Api 20E for the use in the next step. Two strains of
Pseudomonas spp, mesophylic and psychrotrophic, whose adhesion to stainless
steel and glass was evaluated by in vitro simulation by using milk as a culture
medium were selected. Stainless steel AISI 304 tabs (10 x 15 mm) were
submerged into milk under stirring for 18 h at 35 °C for the mesophylic strain
and 25 °C for psychrotrophic one. The glass beacker in which milk was poured
had its external surface marked by three rectangles which made up an area of 10
cm®. After the incubation time, three tabs were removed and their surfaces
sampled by the scrubbing technique. Next, three tabs for each treatment were
removed and rinsed and, after the treatments —alkaline cleaning, alkaline and
acid cleaning and enzymic cleaning — submitted to the scrubbing technique. The
beacker after emptying was cleaned with distilled sterile water and the delimited
surface sampled by swab. All the samples with the swab were diluted in
solution, plated and incubated at the suitable temperatures. When the tabs were
removed for the treatments, other three were rinsed and passed into the beacker
with sterile milk, in which they stayed for 24 h under stirring., this procedure
was done for the tabs of psychotropic and mesophylic strains, each one
incubated at its optimum temperature; aliquots of milk were analyzed for general
count of mesophylic and psychotropic strains every 6 hours with the objective of
verifying the biotransference from the coupons to the surrounding medium, the
technique utilized was the one of seeding of the serial dilutions on plates by the
pour plate method, respecting the temperature of each strain. The tabs were
prepared and viewed under a scanning electron microscope for verification of

iii



the adhesion and efficiency of the treatments. The psychotrophic strain with 18
hours contact obtained mean of adhesion to stainless steel coupon of 4.4x10°
CFU/cm? and to glass of 1.7x10* CFU/cm®. For the mesophylic strain, the results
did not enable one to claim a significant adhesion, the total count in CFU/cm?
was of 4.6x10° for the stainless steel surface and of 3.2x10? for the glass. The
scanning electron microscopy enabled to view the adhesion of mesophylic and
psychrotrophic Pseudomonas spp to the surface of the stainless steel coupons,
with no formation of adhesion structures (formation of exopolysaccharides). In
the detergency test, the three treatments: alkaline cleaning, alkaline and acidic
cleaning and cleaning with enzyme detergent showed no difference, since all the
treatments reduced to <10/cm® the number of adhered cells. There was an
important transfer of Pseudomonas spp from the adhered coupons to the
surrounding medium. For the psychotrophic strain, counts of 5.0x10° CFU/mL,
on average, and for the mesophylic strain, 3.2x10" CFU/mL at the final of 24
hours.

* Guidance Committee: Prof. Luiz Ronaldo de Abreu -PhD (Adviser) — UFLA,
Prof® Dr”. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA and Prof. Dr. Nélio José de Andrade
-UFV.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE QUALIDADE DO LEITE E SEU
COMPROMETIMENTO PELO PROCESSO DE ADESAO E
FORMACAO DE BIOFILMES BACTERIANOS



1 INTRODUCAO GERAL

Fonte importante de nutrientes para a populagdio, o leite e seus
derivados podem ter a qualidade microbiolégica comprometida por diversos
fatores: sanidade do rebanho, priticas inadequadas de manipulagdo e
higienizagsio de superficies, acondicionamento impréprio, dentre outros. Ha de
se considerar um problema i_mportantissimo relativo 4 matéria-prima da indfxstria
de laticinios; o leite constitui meio ideal para proliferagio de microrganismos,
‘considerando seu alto valor nutricional, pH e atividade de agua adequados. '

Apontados como geradores de problemas tecnolégicos em industrias de
laticinios, os biofilmes, inicialmente formados pela adesdo de determinados
microrganismos as superficies, sdo ocasionados por falhas no processo de
higienizagdio e, podem ser definidos, como uma matriz exopolimérica que fixa a
bactéria na superficie, canaliza vérios nutrientes junto a esses organismos,
favorecendo o crescimento e formagdo de coldnias, tofnando-se ponto crénico de
contaminagio. Microrganismos patogénicos e deteriorantes participam desse
processo, podendo causar danos & saide do consumidor e levar a grandes
prejuizos econdmicos. Além disso, os biofilmes podem ocasionar a redugdo da
eficiéncia de transferéncia de calor do fluxo nas tubulagSes e desencadear
processos corrosivos em equipamentos e utensilios.

Formagio de biofilmes ou Bigfouling (termo usado para biofilme
indesejavel), ocorre também em superficies de aparelhos médicos, cavidade oral,
sistemas de refrigeragio de agua, equipamentos de indistrias de alimentos e
cascos de navios, sendo reconhecido como um problema corriqueiro, porém, de
dificil solugdo. Tendo a adesdo bacteriana como pré-requisito para a constituigdo
do biofilme, prevenindo-a causaria maior impacto no controle de formagdo do
mesmo, (Liu & Zhao, 2005).



Em laticinios as bactérias comumente isoladas em processo de adesio ou
biofilme, sdo microrganismos psicrotréficos, capazes de crescer a 7 °C; a adogdo
de praticas de estocagem do leite sob refrigeragio desde a fonte de produg@o até a
mesa do consumidor controla a deterioragio dos produtos por microrganismos
mesbfilos, mas acaba por selecionar os psicrotroficos. Martins et al. (2005)
isolaram bactérias do género Pseudomonas em tanques de resfriamento e
associam a deterioragio de leite cru e produtos lacteos, pela produgdo de enzimas
proteoliticas e lipoliticas termoestaveis destes microrganismos.

Como a refrigeragdo se faz indispensavel, a melhor maneira € evitar que
estes microrganismos cheguem até o leite, utilizando-se de ferramentas de
garantia da qualidade, como as boas praticas de manuseio e fabricagéo, dando
enfoque aos procedimentos padrdio de higiene operacional. Geralmente, limpeza
efetiva e programa de sanitizag@o inibem a formagdo de biofilmes.

Os tratamentos mecdnicos € a quebra quimica da matriz de
polissacarideos sio necessirios para a remogdo de biofilmes, as bactérias
aderidas sio cobertas com material orgénico - polissacan’deos e residuos de
alimentos - que pode inibir a penetragdo do desinfetante devido a perda de
propriedades umectantes. Portanto, a atividade de detergéncia é necesséria para
remover essa camada externa, antes da utilizagdo de desinfetantes. A massa
microbiana morta deve ser removida, pois, do contrrio, pode agir como um
filme condicionante e como fonte de nutrientes para uma posterior formagéo de
biofilme. Novos agentes de limpeza e tratamentos enzimiticos estdo sendo
formulados para a remogdo efetiva de biofilmes (Forsythe, 2002).

Particularmente, em laticinios que trabalham com a limpeza CIP (Clean
in Place), em qualquer etapa do processamento, o contato por abraséo fisica ndo
é possivel, dificultando o processo de remogdo mecénica, o mais eficiente, do
biofilme. Os detergentes mais comumente utilizados so o hidréxido de sodio

para limpeza alcalina e acido nitrico para a limpeza 4cida, ambos geralmente a



1%, que agem em extremos de pH sob temperaturas elevadas e sdo apontados
como agentes corrosivos e nocivos ao meio ambiente. Os detergentes
enzimaticos, além de operarem em pH neutro e em temperaturas abaixo de 40
°C, economizando energia, sio menos corrosivos e seus residuos menos
prejudiciais.

A busca por resultados concernentes a detergente enzimatico e processo
de adesio, justifica-se pela escassez de dados e pela necessidade de apontar
alternativas com custo-beneficio consideravel que atenda a produtores e
industriais. Perante o exposto, foram determinados os seguintes objetivos:

- Quantiﬁcér e isolar a microbiota da tubulag¢io da linha de pasteurizagio
de laticinio apds limpeza alcalina e dcida, da saida do pasteurizador at¢ a
empacotadeira.

- Verificar a eficiéncia do processo de adesdo in vitro para ago inoxavel e
vidro, de Pseudomonas spp mesdfila e psicrotrofica isoladas de tubulagdo de
laticinio.

- Comparar a eficiéncia de detergentes alcalino, icido e enzimético na

redugio logaritimica do processo de adesio.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Qualidade do leite

A quantidade de produtos disponiveis no mercado nacional oferece ao
consumidor a oportunidade de ampla escolha. Um dos principais pré-requisitos
considerados durante a aquisi¢do é a qualidade do produto, juntamente com o
prego. O conceito de qualidade compreende o conjunto de caracteristicas que vao
diferenciar as unidades de um produto as quais possuem importincia na
determinagio do grau de aceitabilidade daquela unidade pelo
comprado;/consumidor, e, no caso do leite, refletem tanto no leite fluido quanto
em seus derivados.

Todos os especialistas na 4rea de laticinios concordam que a qualidade
do leite pode ser definida e medida levando em consideragdo cinco aspectos:
composigio quimica, contagem total de bactérias, contagem de células sométicas
(CCS), integridade (sem adi¢do de agua ou outras substincias) e o aspecto
estético (Abreu, 1999).

A importincia da qualidade do leite tem como base dois aspectos
fundamentais. O primeiro refere-se ao fato do leite constituir alimento de extrema
importincia, por possuir elementos nutricionais necessirios & manutengio da
saiide, especialmente de criangas e idosos; definidos como grupo de risco dentro
do conceito de seguranga alimentar. O segundo porque o leite serve
eficientemente como veiculo de microrganismos patogénicos, muitos dos quais
causadores de doengas graves, como a tuberculose, brucelose, dentre outras.
Pinto & Viana (2002) citam como exemplo de microrganismos associados a
surtos e casos de toxinfecgdes em conseqiiéncia do consumo de leite e de

produtos lacteos contaminados com os seguintes microrganismos: Coxiella,



Salmonella, Bacillus cereus, Brucella abortus, Campylobacter, Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus .

Outro fator importante é a microbiota deteriorante, formada
principalmente, por bactérias psicrotroficas que vdo reduzir a qualidade e a vida
de prateleira do leite e seus produtos derivados. Segundo Dunstall et al. (2005) o
advento comum do uso de refrigeragio no leite cru criou condigdes seletivas para
as bactérias psicrotroficas, em particular as.do género Pseudomonas.

Psicrotréficos sdo microrganismos ‘capazes de apresentar crescimento
consideravel em temperaturas entre 0 °C e 7 °C, independente de sua temperatura
Gtima de crescimento, de 25 °C a 30 °C. Os psicrotréficos ndo constituem um
grupo  taxondmico  especifico de microrganismos e  apresentam,
aproximadamente, 15 géneros diferentes que foram isolados do leite e produ;cos
derivados Estes géneros sio compostos por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bacilos, cocos, vibrios, formadores ou ndo de esporos; assim como
microrganismos aerdbios e anaerdbios. Alguns géneros de fungos filamentosos e
leveduras também apresentam caracteristicas do grupo dos psicrotréficos e
podem causar problemas de qualidade no leite (Cousin, 1982).

Visando 4 melhoria da qualidade do leite, o Ministério da Agricultura,
Pecusria e Abastecimento (MAPA) constituiu novas regras para a produggo de
leite pela Instrugio Normativa 51 (IN 51), que entrou em vigor dia 1° de julho de
2005, estabelecendo critérios mais rigidos para a produgdo, identidade e
qualidade dos leites A, B e C, quando pasteurizados ou crus; em relagdo a
qualidade microbiol6gica, foram preconizados também padrdes mais rigorosos
para CCS e contagem total de bactérias. A IN 51 regulamenta, ainda, os critérios
técnicos de coleta de leite cru refrigerado e o seu transporte a granel.



2.2 Alteraciio da qualidade do leite por microrganismos psicrotréficos

O leite é uma emulsdio natural, cujos gldbulos de gordura, estio mantidos
em suspensdo, em liquido salino agucarado, devido & presenga de substéncias
protéicas e minerais em estado coloidal. Representa o produto integro da ordenha
total e sem interrupgio de fémea leiteira em bom estado de saide, bem
alimentada e sem sofrer cansago, isento de colostro, recolhido ¢ manipulado em
condigBes higiénicas (Abreu, 1999). O leite formado nas células secretoras do
animal ¢ livre de bactérias. Entretanto, sabe-se que o leite, mesmo ordenhado
sob as mais rigorosas condigdes de higiene, possui uma certa quantidade de
bactérias, que tem seu nimero elevado quando em contato com o exterior. A
contaminagiio do leite pode ser divididla em endbgena e exdgena e sua
intensidade depende de varios fatores. Suaréz e Ferreros (1991) citam trés fontes
de contaminago bacteriana para o leite cru: interior do ubere, tetas e
equipamentos para estocagem e processamento de leite.

A populagdo bacteriana do leite prodﬁzido sob condi¢des normais de
higiene, deve conter menos que 10% de psicrotroficos; entretanto na pratica
observa-se que esses microrganismos as vezes chegam a constituir mais de 75%
da populagdo total em condigdes pouco higiénicas (Cousin, 1982). Entre as
bactérias Gram-negativas, o género Pseudomonas, especialmente espécies de
Pseudomonas fluorescens, é o mais comumente encontrado, sendo Bacillus o
representante dos psicrotroficos Gram-positivos (Bendicho, Barbosa-Canovas e
Martin,2003). Embora a proporgo de Pseudomonas spp na populagdo total de
bactérias no leite fresco, usualmente nio excede 10% , este género lidera como o
mais significativo psicrotréfico que ocasiona deterioragdo em leite cru e
pasteurizado (Cousin, 1982) e inclui espécies com tempo de geragdo curto em
temperaturas entre 0 °C a 7 °C, sendo a temperatura tedrica mais baixa de
crescimento a de -10 °C (Cempirkova, 2002).



Outros exemplos de psicrotréficos sdo os géneros Achromobacter,
Acinetobacter, Clostridium, Alcaligenes e Flavobacterium. Como ndo utilizam a
lactose como principal fonte de energia, estes microrganismos néo acidificam o
leite, entretanto produzem enzimas, principalmente proteases e lipases, que
causam prejuizos i qualidade do leite e, principalmente, dos produtos
elaborados, ja que sdo capazes de crescer ¢ manter atividade até mesmo em
temperaturas de refrigeragdo.

O leite contém enzimas endégenas ¢ exdgenas. As exégenas consistem,
principalmente, daquelas -pmduzidas por bactérias psicrotréficas (lipéses e
" proteases) que sdo termorresistentes. As endgenas tém nas hidrolases o grupo
mais significante, como exemplo as lipases, plasmina e fosfatase alcalina. Os
problemas que as enzimas exOgenas causam ao leite dependem de sua
concentragio. Dessa forma, deve-se produzir, manipular, conservar o leite de
forma adequada para diminuir a0 méximo a presenca de bactérias psicrotréficas.
Pseudomonas fluorescens é a que ocorre com maior freqiiéncia e abundancia e,
quando seu nimero ultrapassa 10° UFC/mL, nimero ndo dificil de ser alcancgado,
quando as condigdes de produgio do leite ndo sdo adequadas, ha producdo de
enzimas e a qualidade fica comprometida. Segundo Stepaniak (1995), citado por
Sorhaug e Stepaniak (1997), a eficiéncia da pasteurizag@o, baseada na atividade
residual da fosfatase alcalina indigena do leite, pode ser invilida para leite
refrigerado, porque as bactérias psicrotroficas produzem fosfatases termo
resistentes.

Espécies psicrotroficas de Pseudomonas ndo sobrevivem a
pasteurizagio, quer seja no processo LTLT (Low Temperature Long Time), ou
no HTST (High Temperature Short Time), ou UAT (Ultra Alta Temperatura),
mas suas enzimas sim. No entanto muitos mesdfilos termodiiricos e terméfilos
(muitas espécies de Bacillus) podem sobreviver a esses processos (Griffiths &
Phillips, 1986).



Segundo Jayarao & Wang (1999) quando sdo utilizados tratamentos
severos por calor para preparar produtos derivados do leite, eles ndo sdo
suficientes para inativar todas as enzimas. Efeitos adversos do calor no produto
limitam a extensdo de tratamentos térmicos que podem ser utilizados. A
atividade de proteases e lipases que sobreviveram ao tratamento térmico podem
causar alteragbes nas propriedades funcionais e sabor de produtos lacteos,
incluindo leite em p6. Sorhaug & Stepaniak (1997) relatam que muitas
Pseudomonas secretam um tGnico tipo de proteinase, outras secretam duas ou trés
quando estdo em baixas temperaturas e mejo mais 4cido. O tratamento térmico a
150 °C por 20 segundos pode reduzir a atividade de trés hidrolases de
Pseudomonas a 90%. Porém, este tratamento pode transformar o leite em liquido
marrom por causa da reagdo de Maillard. O célcio estimula a secregdo de
proteases e lipases de algumas cepas de P. fluorescens e estes ions sdo
necessarios para desestabilizar proteinas no processo UAT.

O género Pseudomonas apresenta capacidade de secre¢io de metaloproteases
que possuem elevada resisténcia térmica preservando sua atividade enzimatica
mesmo apés a pasteurizagdo, tratamento UAT ou tratamento com baixas
temperaturas (Griffiths & Phillips,1986).

Enzimas intracelulares e aquelas associadas com a parede celular podem
ser liberadas no leite quando ocorre lise das células bacterianas, apds o
tratamento térmico e, desta forma, em conjunto com as enzimas extracelulares,
apresentar acio sobre os componentes do leite. De acordo com Jaspe et al.,
(1995), o género Pseudomonas, apés sofrer incubagdo em baixas temperaturas
(7°0) durante o periodo de trés dias, apresenta atividade proteolitica cerca de
1000 vezes maior, atividade lipolitica cerca de 280 vezes maior e taxa de
crescimento aproximadamente 10 vezes superior, quando comparadas com
amostras que ndo sofreram tal periodo de incubagdo. Estes resultados indicam
que o gémero Pseudomonas apresemta alto potencial de deterioragio dos



componentes do leite quando submetidas a periodos prolongados de
refrigeragao. E importante salientar, como registram Sorhaug & Stepaniak
(1997), que além das enzimas extracelulares, os psicrotréficos Gram-negativos
produzem inimeras enzimas celulares tais como, aminopeptidases,
endopeptidases, carboxipeptidases e esterases.

Até recentemente, leites em p6 eram considerados relativamente inertes
a perspectivas bioldgicas por causa da baix'a atividade de agua, que desfavorece
o crescimento microbiano. Contudo, evidéncias vém acumulando no sentido de
que mudangas em leite em pé durante armazenamento n3o sao causadas somente
por reagdes quimicas, mas também, por atividades enzimaticas. Muitas enzimas
sobrevivem a tratamentos térmicos aplicados no processamento de leite e leite
em p6, particularmente proteinases e lipases de Pseudomonas e algumas espéci.es
de Bacillus. Essas enzimas podem causar deterioragio de produtos finais durante
a estocagem (Deeth & Touch, 2000; Matta & Punj, 1999).

As enzimas extracelulares sio usualmente produzidas no final da fase
log e no comego da estaciondria, quando os microrganismos alcangam uma
relativa elevada densidade celular (>1 0°UFC/mL). Presumivelmente, os
microrganismos secretam essas enzimas para degradar proteinas e componentes
lipidicos do leite para suprir aminoacidos/peptideos, édcidos graxos,
respectivamente, para seu metabolismo, contribuindo para sua vantagem seletiva
(Dunstal et al., 2005; Jaspe et al., 1995).

As proteases s3o as enzimas que causam maiores prejuizos econémicos
para a qualidade do leite e seus produtos; élés atuam sobre a proteina do leite
(principalmente sobre a K- e B-caseinas), causando diminui¢Zo no rendimento do
leite em queijos, sabor amargo no leite e seus produtos e gelificagdo do leite
esterilizado (UAT). Segundo Sorhaug & Stepaniak (1997), a producgio de
proteases por psicrotroficos € normalmente no final da fase exponencial (log) ou

na estacionaria.
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As lipases atuam sobre a gordura do leite liberando acidos graxos que,
quando livres, causam sabor de rango no leite e seus derivados, principalmente
em queijos de maturacdo, onde acarretam sabor de “sabdo”. Essas lipases nio
possuem especificidade, liberando nesses produtos acidos graxos de cadeias de
vérios tamanhos, sendo os de cadeia longa os principais geradores de sabores
desagradaveis nos queijos. O defeito é agravado quando o leite é submetido a
agitaces severas, pois, nesses casos, a gordura é “quebrada” em glébulds
menores, facilitando a atuagdo da enzima. Suaréz et al. (1991) descrevem que as
proteases e lipases estdo ligadas as alteragdes de sabor, como gosto amargo,
pitrido, rancidez e defeitos relacionados com a degradagio entre eles a
coagulagZio, espessamento e redugdo do rendimento de queijos.

Deteriora¢do por GNP (Gram Negative Psychrotrophic) € mais provével
que seja causada por contaminagdo pos-pasteurizagdo, uma vez que este tipo de
bactéria ndo resiste ao proces;so. Recontaminagdo em leite pasteurizado ocorre
em varios paises. Psicrotréficos Gram negativés, como Pseudomonas sppsao a
microbiota dominante que foi isolada em aproximadamente 90% de amostras de
leite pasteurizado refrigerado coletado de diferentes laticinios na Australia
(Craven & Macauley, 1992). No Reino Unido quase todos os pacotes de leite
obtidos de diferentes plantas de laticinio estavam contaminados por GNP.
Bactérias psicrotroficas, particularmente Pseudomonas spp, so as principais
determinantes da vida de prateleira de leites pasteurizados na Europa. Essa
realidade é um contraste com os Estados Unidos, onde formas esporuladas de
Bacillus spp, incluindo cepas psicrotréficas sdo, talvez, mais importantes
(Schroder, 1984).

Muitas bactérias Gram-negativas, incluindo membros do género
Pseudomonas, regulam a expressdo génica de acordo com o tamanho de sua
populagio, pela percepgio dos niveis de homoserina lactona (HSL) moléculas

sinalizadoras que elas produzem e liberam no meio. Este fendmeno € chamado
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de quorum sensing € parece ser um processo de conservagio entre os procariotos
desde que muitas bactérias tém mostrado a exploragdo do dispositivo de
comunicagio célula-célula para regular os diversos processos fisiolégicos.
Portanto, a suposicdo de que a indugdo da producdo de enzimas extracelulares
pode ser de acordo com o controle do fendmeno quorum sensing parece
plausivel. E sabido que a produgdo destas enzimas contribui para a vantagem
seletiva dos psicrotréficos e, portanto, tem um efeito significante na cinética de
crescimento (Chapon-Herve et al., 1997; Dunstall et al., 2005; Salmond et al.,
1995). ‘ '

\L A prevaléncia de P. fluorescens pode ser explicada pelo fato desse
microrganismo possuir tempo de geragdo curto em temperaturas de refrigeragao.
Pesquisas mostraram que o tempo de geraggo de P. fluorescens era de 30,2 h
entre 0 ¢ 2 °C, 6,7h entre 4 € 6 °C ¢, 1,4h a 20 °C. A habilidade de crescer rapido
em temperaturas baixas coloca P. fluorescens em vantagem em relagdo a outras
bactérias Gram-negativas. Em adigdo, P. fluorescens também produz
exopolissacarideos adesivos, os quais facilitam a formégiio do biofilme. Uma vez
que o biofilme é formado, P. fluorescens pode criar reserva potencial de
bactérias e resistir ao efeito de quimicos e sanitizantes, podendo, inclusive,
contaminar tanques de expansdo quando liberada de um biofilme (Deeth
&Touch, 2000). |

Craven & Macauley (1992) analisaram amostras de leite pasteurizado
que apresentaram Pseudomonas spp € observaram que estas amostras possuiam a
vida de prateleira mais curta do que as que continham outras bactérias como
Flavobacterium spp e Acinetobacter spp.

E muito provavel que essas contaminagdes sejam em func8o da adesdo e
colonizagiio de superficies por microrganismos que, posteriormente, formam o

biofilme e depois liberam as células para o meio contaminando o alimento.
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2.3 Mecanismo de adesdo bacteriana e formacao de biofilmes

E metabolicamente favoravel aos microrganismos aderir as superficies,
onde os nutrientes estdo mais concentrados do que na interface. Uma vez
aderidos, os microrganismos capturam e metabolizam nutrientes, excretam
catabolitos, produzem estruturas ou materiais que ajudam na adesio e
multiplicam na formagZo de uma estrutura complexa, conhecida como biofilme
(Chen, Daniel e Coolbear, 2003). Esta populagio heterogénea de
microrganismos ¢ ubiqua na natureza, ou seja, capaz de colonizar qualquer
ambiente e representa populagdes de células que possuem interdependéncia
funcional uma sob as outras e, coletivamente, oferece atividades microbianas.que
ndo sio possiveis por nenhuma das espécies individualmente (Gilbert, McBain e
Rickard, 2003; James, Beaudette e Consterton, 1995).

Mecanismo de adesdo microbiana e formagdo de biofilme é um processo
complexo que comega com a adesdo de uma unica bactéria. Nas industrias de
processamento de alimentos, o tempo requerido para este evento pode ser
relativamente pequeno, dependendo do meio circundante, ‘da superficie e da
bactéria. Por exemplo, um meio com alta forga i6nica pode proteger a repulsio
eletrostatica da interagdo entre célula e superficie e facilitar a chegada da célula
na superficie. Superficies comumente em contato com alimentos, como vidro,
aco inoxidavel, propileno e borracha, mesmo quando novas, podem apresentar
fissuras e fendas grandes o suficiente para esconder bactérias. Caracteristicas
bacterianas como cargas, hidrofobicidade e apéndices podem promover e
melhorar o processo de adesdo (Mafu et al.,1990). A formagdo de biofilme vem
sendo descrita como influenciada pelas condigdes do substrato seguido pela
reducdo na motilidade de células planctonicas, levando & adesdo e fixacdo das
bactérias como microcoldnias (Pink et al., 2004).

Virios mecanismos para adesio em diferentes superficies tm sido

propostos. Na primeira teoria acredita-se que a adesdo bacteriana ocorre
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geralmente em dois estigios: a aproximagdo inicial, seguida pelo contato fisico
com a superficie. Pelo ponto de vista termodindmico, a diregdo da forga de
adesdo é minimizada pela energia livre. Em distdncias com aproximadamente
50nm, a aproximagdo das células pode ser afetada por interagdes hidrofobicas;
forcas de Van der Waals podem agir num perimetro relativamente grande.
Quando a distancia de separagdo da bactéria e superficie decresce a menos de -
20nm, atragdes eletrostaticas ou repulsdes, potencialmente as forcas mais fortes
envolvidas, podem comegar a contribuir para o processo de adesdo. Quando as
células sio atraidas para perto da superficie (5 nm), interagSes especificas podem
transpor a distincia e levar a adesdo irreversivel. Esporos geralmente aderem a
superficie com forga maior que as células vegetativas, porque O processo €
facilitado pela sua alta hidrofobicidade e superficie de cobertura com estruturas
semelhantes a cabelos. Na seqiiéncia a adesdo, esporos podem germinar ¢ as
células vegetativas podem se multiplicar e produzir polissacarideos
extracelulares. Essas colénias continuam crescendo progressivamente e cobrindo
a superficie inteira pela adeso de uma dnica célula, entdo, o biofilme é formado
(Bower, McGuire e Daeschel ,1996).

Na segunda teoria, sdo enumeradas cinco etapas, na ordem seguinte:
transporte de nutrientes e matéria orgdnica e inorganica para uma superficie
solida; formagdo de uma camada com nutrientes organicos e inorginicos; ades&o
dos microrganismos a superficie e multiplicagao celular; intensa atividade
metabdlica do biofilme (Characklis, 1984).

Outra teoria propde que a adesdo se divide em trés etapas: fixagdo da
bactéria 4 superficie, consolidagdo da bactéria a superficie e crescimento da
bactéria na superficie (Zottola, 1994). Nesta teoria a consolidagdo é considerada
um estdgio importante, pois 0s microrganismos que produzem material

extracelular propiciam a fixagdo das células nas superficies e, neste ponto, as
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células fixadas ndo sio removidas sem aciio mecanica ou quimica (Schwach &
Zottola, 1982, citado por Andrade & Brabes, 2003)

Algumas macromoléculas bacterianas envolvidas na adesdo ndo se
encontram covalentemente ligadas as células bacterianas. Estas geralmente
correspondem a polissacarideos sintetizados e secretados pelas bactérias. Um
envoltério polimérico o qual consiste em camada densa e bem definida,
circundando internamente a célula, é conhecido como glicocilix, enquanto uma
massa difusa de fibras poliméricas, aparentemente nio ligadas a qualquer célula
tinica, ¢ denominada camada limosa (Madingan, Martinko e Parker, 2004). O
glicocalix faz parte da constitui¢do da membrana externa das bactérias Gram-
negativas e do peptideoglicano das bactérias Gram-positivas.

Durante a multiplicagdo celular, substincias poliméricas extracelulares
(EPS) sdo secretadas pelos microrganismos e constituem-se de substincias
organicas como proteinas, 4cidos nucléicos, polissacarideos e lipideos. Devido a
natureza extremamente heterogénea da EPS, sua fungdo ndo esta ainda bem
estabelecida. Contém varios grupos funcionais como carboxil, amina e grupo
fosfato e, sabe-se que exercem papel importante na formagdo e¢ funcdo das
colénias de microrganismos e atuam na ades@o, formagdo de glicocalix e alguns
processos fisiologicos (Beech & Sunner, 2004).

A interagio de diferentes populagSes, durante o primeiro estigio da
formagdo do biofilme tem um efeito significante na estrutura e fisiologia do
biofilme bacteriano, as espécies de colonizagio inicial podem facilitar a
colonizagio de outras espécies que s3o fisiologicamente compativeis, inibindo a
aderéncia de outras ndo compativeis. Estes colonizadores iniciais ou primarios
modificam as caracteristicas da superficie aderida pelo seu crescimento e
reprodugio, contribuindo para adesdo de bactérias secundarias, detritos
orgénicos e minerais. A formagio de biofilmes por comunidades microbianas,

isto ¢, espécies mistas, é mais estavel e resistente quando comparada a biofilmes
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de monoespécies (Beech & Sunner,; 2004; Erlandsen, Kristich e Dunny, 2004;
James et al., 1995). Pesquisas feitas por Sasahara & Zottola (1993) indicaram
que a Pseudomonas fragi, considerada no experimento bactéria dominante e
colonizadora priméria e um representante patogénico, Listeria monocytogenes,
juntas colonizaram e formaram biofilme na superficie de ago inoxidével e vidro.
L. monocytogenes colonizou a superficie de vidro mais fortemente, quando
houve a produgdo de exopolissacarideo no meio e P. fragi estava presente na
cultura. Quando as duas espécies crescem’ juntas, a matriz estabelecida pela
Pseudomonas parece envolver a Listeria no biofilme.

Outro elemento importante no biofilme, a dgua, organizada dentro da
estrutura do biofilme, representa 97% da matriz do mesmo. Segundo
(Sutherland, 2001) a 4gua pode entrar na cépsula das células dos microrganisnios
ou estar presente na forma de solvente, suas propriedades fisicas s3o
determinadas pela dissolugdo de solutos na cipsula; 0 movimento da agua dentro
da matriz favorece os processos de difusdo. Os microrganismos ndo sdo
distribuidos de maneira uniforme, sendo seu crescimento intercalado por canais
de agua altamente permedveis.

Consterton et al. (1985) citam que biofilmes produzidos por
Pseudomonas aeruginosa sob condigdes nas quais a fase aquosa, rica em
nutrientes é continua sob a superficie colonizada, tém sido utilizados como
modelo para estudos. Desta maneira, células colonizadas produzem
exopolissacarideo e migram até a superficie formando pequenos grupamentos na
base (ou estrutura em forma de cogumelo). Entre estas pequenas coldnias, canais
cheios de 4gua sio formados, constituindo sistema circulatorio primitivo,
distribuindo nutrientes e removendo produtos desnecessdrios para as
comunidades do biofilme.

A matriz do biofilme proporciona troca de nutrientes organicos. Como

muitos dos polimeros sdo anidnicos, podem ligar-se aos cétions e proporcionar
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reserva desses nutrientes. A matriz pode funcionar como reserva de energia e
carbono; normalmente os microrganismos ndo utilizam os exopolissacarideos
sintetizados, mas espécies heterogéneas na matriz possuem esta capacidade,
alterando, assim, a composi¢3o e estrutura do biofilme (Sutherland, 2001).

Embora a maioria dos trabalhos tenha sido feita baseada em simulagdes
laboratoriais, hd evidéncias de que biofilmes se formem em condi¢es de
processamento (Andrade & Macédo, 1996). Periodos prolongados de
pasteurizagio continua permitem que o numero de Streptococcus thermophilus
aumente durante a pasteurizagio pela adesdo e - muitiplicagdo desse
microrganismo nas placas do pasteurizador. O fluxo de leite arrasta as células
superficiais que se formam nesse biofilme, elevando gradativamente as
contagens de células no leite pasteurizado obtido nas dltimas horas de
processamento, podendo atingir 10* a 10° células/mL apSs um tempo de
pasteurizagdo de até 12 horas (Gandara, 1995).

Em operagdes diarias de laticinios, biofilmes tém sido reportados em
curvas de tubulagdo, borrachas seladoras, juntas, correias transpotadoras, chio,
placas de troca de calor e segdo de regeneragdo do pasteurizador (Oulahal et al.,
2004).

A adesio e formagdo de biofilmes podem requerer coordenagdo,
interagdes, e comunicagdo entre multiespécies de bactérias. Biofilmes ndo sdo
simplesmente microrganismos e camadas de matéria orgdnica em superficies;
eles representam um sistema biolégico com um alto nivel de organizagio onde as
bactérias formam estruturas coordenadas e comunidades funcionais e, as
conseqiiéncias que essas comunidades causam nas industrias de processamento
de alimentos sdo substanciais (Chen, Daniel e Coolbear, 2003; Davey &
O’Toole, 2000).
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2.3.1 Parimetros importantes na adesio

Diversos fatores podem influenciar a adesdo de microrganismos as
superficies, comegando pelas caracteristicas do préprio microrganismo, do
material aderente ¢ do meio que circunda o microrganismo. Segundo Mosteller
& Bishop (1993), a espécie, o meio de cultura e a concentragio do
microrganismo podem afetar o processo de adesdo. Bactérias Gram-negativas,
por exemplo, aderem-se mais facilmente. Troller (1993) cita que, no processo de
adesdio, sdo importantes o tipo do microrganismo, a forga idnica e o tamanho da
particula do material. Em relagdo ao meio, pH, concentragdo de sais, compostos
orgéanicos, agitag:id, duragiio e temperatura de contato sdo importantes nesse
processo. De acordo com Zottola & Sasahara (1994), também interferem na
adesio a produgio de exopolissacarideos, hidrofobicidade, carga elétrica
superficial, flagelo, fimbria e pili, estruturas protéicas de superficie celular do
microrganismo, geralmente os pili sdo mais longos que as fimbrias e estdo
presentes em menores nimeros (Madingan, Martinko e Parker, 2004).

A influéncia dos flagelos no processo de adesdo gera controvérsias. Para
alguns autores o flagelo contribui no transporte ativo das células bacterianas em
superficie, podendo favorecer a adeséo, para outros pode facilitar inicialmente a
adesdio de microrganismos, mas o movimento rotatério do flagelo pode, tamb€ém,
impedir por algum tempo esse mecanismo de aderéncia (Eden, 1981).

A utilizagdo de substratos como leite e carne em estudos de adesdo em
superficie - de ago inoxidavel com Pseudomonas fluorescens, Listeria
monocytogenes ¢ Bacillus subtilis indicaram que essas bactérias sio mais
resistentes quando formam biofilmes a partir de leite como substrato, do que em
caldo de carne, sendo o biofilme formado em ambos resistentes & sanitizagio
(Wirtanen, Husmark e Matilla-Sandholm, 1996).

Energia de superficie provavelmente € a mais importante propriedade

fisico-quimica de uma superficie sélida. Quando a superficie ¢ imersa em uma
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solugdio aquosa, moléculas ou atomos da superficie tendem a interagir com
moléculas ou atomos da solugao e, os tipos de forgas de interagGes dependem da
quimica de ambos, sélido e liquido (Liu & Zhao, 2005). J4 é bem estabelecido
que a adsorsio de macromoléculas soliveis como as proteinas a superficies
s6lidas pode afetar a adesdo da bactéria e outras células (Zottola, 1994).

Segundo Bishop et al. (1995), em tubulagdes, a circulagdo turbulenta do
fluxo sobre o biofilme cria flutuagdes de pressdo que aceleram a consolidagdo do
mesmo. A ultima camada do biofilme, mais proxima ao substrato, ¢ a que foi
consolidada hd mais tempo; portanto, as ultimas camadas possuem a maior
densidade e a menor porosidade. A afirmagdo vai ao encontro dos estudos de
Laspidou & Rittmann (2004) que observaram biofilmes expostos a estresse
elevado e flutuagSes turbulentas de pressdo e constaram que estes podem ter
maior taxa de consolidagdo. Observando o desenvolvimento de biofilmes em
condiges de fluxo, Davey & O’Toole (2000) avaliararh o efeito de perturbagdes
em biofilmes estabelecidos e mostraram que os biofilmes eram polimérficos e
estruturalmente adaptados a mudangas na disponibilizagio de nutrientes.

Para Speers & Gilmour (1985), tanto as células vidveis como as ndo
vidveis, envolvem-se no processo de adesdo como resultado da deposi¢do ou
adsorsdo fisico-quimica entre estas e a superficie. As caracteristicas fisicas das
células como forma e tamanho também podem exercer consideraveis influéncias
nesse processo, ja que células com propensdo a se agruparem tém maior
facilidade para dispersdo na fase de enxagiie da limpeza. Da mesma forma, as
superficies com carga neutra como o ago inoxiddvel e, com caracteristicas

hidrofilicas, favorecem maior adesdo de microrganismos.
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2.3.1.1 Superficies de adesio

As superficies comumente usadas para processamento de alimentos,
como ago inoxidavel, polietileno, polipropileno, policarbonato, ago-carbono,
madeira, teflon e vidro permitem o crescimento microbiano que pode originar
processos de adesdio bacteriana e formagio de biofilmes. As caracteristicas
macroscopicas e, particularmente microscopicas das superficies, s3o
determinantes para maior ou menor adéséo microbiana, com reflexos na
contaminagiio dos alimentos por micorganismos alteradores ou patogénicos
(Andrade, 2004).

A microtopografia da superficie pode complicar os procedimentos de
limpeza, quando fendas e outras imperfeicGes protegem as células aderidas. O
aco inoxidavel resiste aos danos de impacto, mas ¢ vulneravel a corroséo,
enquanto superficies emborrachadas sdo propensas a deterioragdo e podem
desenvolver rachaduras onde as bactérias podem se acumular (Forsythe, 2002).

Ronner, Husmark e Henriksson (1990) estudaram a hidrofobicidade e
adesdo de esporos de Bacillus spp em vidro e ago inoxidavel e constataram a
hidrofobicidade dos esporos e sua aderéncia as duas superficies mais
rapidamente que as células vegetativas. Pelo fato da superficie do ago inoxidavel
possuir regides completamente hidrofdbicas e ser muito utilizado na induistria de
laticinios, onde o Bacillus cereus pode causar problemas de contaminagio, uma
das recomendagdes é que o ago inoxidavel seja substituido ou passe por um
tratamento para produzir uma superficie mais hidrofilica, para minimizar o risco

de colonizagdo por esporos de B. cereus.

2.3.2 Microrganismos envolvidos no processo de adeséio bacteriana
Dentre os microrganismos que podem participar de processos de adesdo
e gerar problemas de saide publica ou de ordem econdmica, estdo as

Pseudomonas spp, Micrococcus spp e Enterococcus Jfaecium (Andrade,
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Bridgeman e Zottola, 1998; Criado, Sudrez e Ferrerds, 1994; Leriche &
Carpentier, 1995). Como exemplos de patogénicos podemos citar, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella thyphimurium, Escherichia
coli 0157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (Leriche & Carpentier,
1995; Smith & Fratamico, 1995).

As bactérias do género Pseudomonas sdo as mais implicadas em
processo de deterioragdo nas indistrias de laticinios e caracterizam-se pelé
morfologia de bastonetes Gram-negativos, usualmente, méveis, ndo formadores
de esporos, apresentando alguns grupos com flagelo, em uma ou ambas as
extremidades da célula. Apresentam a habilidade de fermentar um grande
nimero de carboidratos, produzindo uma variedade de produtos que afetam as
caracteristicas de sabor nos alimentos. Sdo proteoliticos e lipoliticos e sintetizam
as vitaminas e fatores de crescimento necessarios ao seu desenvolvimento;
apresentam tendéncia de crescimento em aerobiose, desenvolvimento rapido e
produzem substincias oxidadas e limosidases em superficies de alimentos, de

equipamentos e utensilios para processamento de alimentos (Andrade, 2004).

2.4 Problemas ocasionados por biofilmes

Dentre os principais problemas ocasionados por biofilmes, o perigo de
risco a satide consiste no mais grave, o biofilme pode ser fonte de contaminagdo
cronica e veicular microrganismos patogénicos. No quesito econdmico, bactérias
deteriorantes podem contaminar produtos alimenticios alterando suas
caracteristicas e levando a perdas consideraveis. Processos de corrosdo também
s3o mais facilmente desencadeados, como ja foi observado em cascos de navios
com biofilmes formados por bactérias marinhas. Segundo Pinto & Viana (2002),
na indstria de alimentos a formacdo de biofilmes, ocasiona perdas econdmicas
significativas por deterioragio dos produtos e/ou contaminagdo por

microrganismos patogénicos. Além disso, podem ocasionar a redugdo da
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eficiéncia de transferéncia de calor do fluxo nas tubulagSes e desencadear

processos CorTosivos em equipamentos e utensilios.

Concernente ao risco potencial a saide humana, isto pode ser
exemplificado por uma notificagdo feita, em julho de 2000, pelo Ministério da
Saide e Bem Estar do Japdo sobre uma intoxicagdo alimentar envolvendo 13.890
pessoas; sendo que 180 dos casos necessitaram de hospitalizagdo. Segundo a
notificagdo, a intoxicago foi produzida por trés diferentes marcas de leites UAT
contaminados por Staphylococcus aureus, que foram encontrados em tubulagoes
utilizadas em laticinios para o processamento destes leites (WHO, 2000). Uma
'vez aderidos a superficie das tubulagdes, os microrganismos apresentam uma
maior resisténcia i agio dos sanificantes (Mosteller & Bishop, 1993). Segundo
Wirtanen, Husmark e Matilla-Sandholm (1996), biofilmes de Pseudomonas
fragi, Enterococcus hirae, Listeria monocytogenes € Bacillus subtilis formados
em superficies de ago inoxidavel, tratados com agentes desinfetantes a partir de
diferentes produtos como hidréxido de sédio, acido cloridrico, hipoclorito de
sédio, iodéforo e amdnio quaternario produzem maior quantidade de glicocalix
apds os tratamentos dificultando, posteriormente, a completa remogdo dessas
bactérias aderidas.

Parizzi (1998) cita que durante o estidio de colonizagio das bactérias
sobre superficies metalicas, muitas mudangcas podem ocorrer entre a
microcoldnia e a superficie. O complexo polissacaridico presente no glicocalix
pode se ligar a ions metlicos, alterando a natureza quimica e fisica do biofilme.
Subprodutos metabdlicos, como 4cidos orginicos, podem ser encontrados na
matriz e resultar em corrosdo local. Bower, McGuire e Daeschel (1996)
mencionam que sérios problemas ocorrem quando tubulages s3o corroidas em
fungdo da formagdo de biofilmes. A influéncia microbiologica na corrosio
comeca quando a bactéria adere consumindo o oxigénio perto da superficie do

metal, fazendo com que a irea embaixo da colénia seja exposta a fase de
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oxigenagio. Os orificios podem ocorrer como resultado da circulagdo de elétrons
ao longo da superficie do metal para estes locais oxigenados.

Biofilme ndo é considerado somente risco higiénico na industria de
alimentos, mas também causa perdas econdmicas. Qualquer método de
prevengio para biofouling ou lengthening durante o processamento trara reduc@o

de custos substanciais (Zhao & Liu, 2005).

2.5 Métodos de detecgio e quantificagiio de biofilmes

Os métodos para detecgdo e quantificagdo de biofilmes podem ser
divididos em dois grupos, os métodos visuais e métodos ndo visuais. Como
métodos visuais enquadram-se as microscopias de contraste de fase, de
epifluorescéncia, microscopia eletronica de varredura (MEV), de transmissdo
(MET) e confocal de forga atdmica. A microscopia de contraste é recomendada
para acompanhar o desenvolvimento do biofilme em tempo real, numa superficie
transparente. A microscopia de epifluorescéncia (EPF) é uma alternativa
excelente na quantificagdo de células aderidas as superficies. Para visualizar a
adesdo bacteriana, usam-se substincias fluorescentes como o alaranjado de
acridina. Com o uso deste corante, as bactérias que sdo viaveis fluorescem de
laranja e as que fluorescem de verde sdo invidveis, logo, no processo de
contagem consideram-se apenas as células que fluorescem de laranja ou laranja
avermelhado. A microscopia eletrnica de varredura € mais indicada para a
avaliagdo da interagdo microbiana na matriz do biofilme. A fixagdo das amostras
é realizada utilizando agentes quimicos, como glutaraldéido, o paraformaldeido e
o 6smio ou crio-fixadas, onde a amostra é rapidamente congelada para evitar
danos as células pelos cristais de gelo (Alves, 2004; Costa, 1999).

Os métodos ndo visuais aplicados a avaliagdo de aderéncia bacteriana e
formagdo de biofilmes s3o as medidas da impedéncia, bioluminescéncia e

esfregago em superficie por swab convencional. Segun&o Rule (1997), a medida
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de impedancia baseia-se no principio de que, ao se metabolizarem os
componentes presentes num meio de cultura, os microrganismos transformam
moléculas grandes em pequenas que possuem cargas elétricas, o que leva a
mudanga da resisténcia ou impedancia do meio, a mudanca da condutividade
pode ser medida, € o niimero de microrganismos aderidos a superficie esta
relacionado com o valor obtido para a condutividade.

A técnica de bioluminescéncia é baseada no contetido de ATP (trifosfato
de adenosina) que é gerado pela oxidagdo de moléculas alimentares, tais como
glicose, acidos graxos e aminoacidos. A quantidade .de ATP em uma amostra
pode ser medida por uma reagiio de bioluminescéncia entre a luciferina e a
enzima luciferase. A quantidade de luz emitida pode ser medida por
luminémetro, fluorimetro ou espectrofotdmetro de cintilagdo liquida.-Na 4rea de
alimentos, a contagem de microrganismos vidveis por essa {éCnica sofre
interferéncia do ATP intrinseco, ou seja, aquele presente em outras células.
Alimentos como carne fresca, leite e pescado tém grande quantidade de ATP ndo
microbiano, sendo necessério que esse ATP seja eliminado, para utilizagdo do
método. Geralmente, utiliza-se a substincia quimica "apirase”, extraida da
batata, que possui a capacidade de hidrolisar o ATP extracelular, sem interferir
no ATP microbiano, que ¢ intracelular (Franco & Landgraf, 1996).

Técnica mais convencional de detecgdo e contagem de microrganismos,
o esfregago em superficie pelo swab, permite a determinag@o do biofilme e
contagem' dos microrganismos viaveis em meio de cultura sélido, apos
inoculagdo e incubagdo. A coleta é realizada em espago pré—iieteﬁninado,

permitindo o resultado em UFC/cm”.
2.6 Higienizagio na indistria de laticinios

Diversas ferramentas de garantia da qualidade tém sido utilizadas na

intengdo de oferecer produtos seguros e, em todas elas, o que se tem de mais
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concreto e recomendado sio os procedimentos de higienizagdo, como por
exemplo, os PPHO (Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional) e os POP
(Procedimentos Operacionais Padronizados), base para as BPF (Boas Praticas de
Fabricagdo) e sistema APPCC (Analise de Perigos e Pontos Criticos de
. Controle). No entanto, ¢ muito comum ver estes -procedimentos sendo
negligenciados ou, simplesmente, mal conduzidos. De acordo com Hilbert,
Bagge-Ravn e Gramb (2003) a maior parte dos programas de pré—requisitoé
(BPF) de plantas de processamento de alimentos €, praticamente, para assegurar
que biofilmes nio sejam formados ou que sejam eficientemente removidos.

Em virtude da demanda de mercado, Andrade & Brabes (2003), colocam
que as indistrias de alimentos tém processado quantidade cada vez maior de
produtos e, o aumento da produgio pode refletir em baixa qualidade sanitaria. A
higienizagdo é utilizada com o objetivo de preservar a qualidade microbiologica
dos alimentos, pelo controle e. prevengdo da formagdo de biofilmes, auxilfando
na obtengiio de um produto que, além das qudlidades nutricionais e sensoriais,
tenha boa condi¢do higiénico-sanitaria, ndo oferecendo risco a saide do
consumidor. Separada em duas etapas bem distintas, a higienizagdo ocorre
primeiro com a limpeza que, tem como objetivo principal a remogdo de residuos
orginicos e minerais aderidos a superficie, constituidos principalmente pbr
proteina, gorduras e sais minerais; e, depois, a sanitizagdo, para eliminar
microrganismos patogénicos e reduzir o nimero de alteradores em niveis
aceitiveis. Entretanto, autores tém mostrado que algumas bactérias podem
permanecer na superficie de equipamentos ap6s procedimentos padrdo de
limpeza e sanitizagdo.

«;ﬁu Os tipos de limpeza existentes sdo adequados as naturezas das operagdes
numa indistria de alimentos: o tipo de residuo, de superficie, o sistema utilizado
(COP ou CIP) a qualidade da dgua, mao-de-obra e os tipos de contaminagdes.

Alguns autores consideram COP (Clean-out-of-Place) o que néo se enquadra em
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CIP (Clean-in-Place), ja para outros € mais uma forma de limpeza, assim como
as limpezas a jato, por imersdo, por espuma ou gel, por nebulizagdo, manual
entre outras.

Segundo Andrade & Macédo (1996), o sistema CIP ou higienizagdo por
circulagdo é um método automatizado e permanente, onde os equipamentos €
tubulagdes sdo higienizados sem desmontagem. A partir de tanques com
solugdes de limpeza, substdncias 4cidas ou alcalinas s&o bombeadas a
temperaturas elevadas sendo a agdo mecénica obtida pela interagdo com -os
residuos. Pode ser usado para linhas completas ou etapas do processar;lento,

“sendo aplicado a tubulagdes, pasteurizadores, tanques, silos, entre outros. Este
processo permite controle eficiente do fluxo, concentragdo, temperatura e tempo
de contato, diminui custos com m#o-de-obra € evita desperdicios, tornando o
sistema mais econdmico, porém, o custo inicial € mais elevado. Ndo ¢ indicado
para todo tipo de operagdo e ndo permite agéo fisica adicional para remogdo de
residuos mais dificeis.

O procedimento da limpeza CIP € geralinente recomendado pelo
fabricante do equipamento e ou empresa fabricante dos produtos quimicos.
Segundo Andrade & Macedo (1996), a higienizagdo completa envolve cinco
etapas: pré-lavagem com agua morna em tormno de 40 °C, em que 90% dos
residuos soliiveis em 4gua sdo removidos; lavagem com solugGes alcalinas que €
feita diariamente; aplicagio de solugdes 4cidas, efetuada quando ha
possibilidade de formagdo de incrustragdes minerais, normalmente utilizados em
laticinios de duas a trés vezes por semana; enxagiie completo; aplicacdo da
solugZio sanitizante e enxagiie se necessario.

A limpeza em tubulagSes de laticinios envolve varios passos: pré-
enxague com agua para a remogio de residuos grosseiros; circulagdo de
detergente alcalino; enxégiie; circulagdo de detergente icido e novo enxagiie.

Segundo Damerow (1993), a eficiéncia dessa limpeza depende do sincronismo
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de fatores envolvidos tais como: caracteristica quimica e concentracdo dos
agentes de limpeza, efeito mecdnico na execugdo do processo, temperatura e
tempo utilizados, além das caracteristicas da agua, associado a seqiiéncia de
etapas que envolvem esse procedimento. Limpeza é fen6meno complexo no qual

a eficiéncia depende, além de qualquer outro critério, do efeito hidrodindmico.

2.7 Detergentes

A eficiéncia do procedimento de limpeza é fundamental no controle de
microrganismos aderidos, uma vez que, limpezas inadequadas podem interferir
na agdo de sanitizantes, dificultando a eliminagdo das bactérias remanescentes
aderidas nas superficies de equipamentos de alimentos, servindo como fonte de
contamina¢@o em processamentos subseqiientes (Czechowski, 1990).

A fungdo dos detergentes, num procedimento “de limpeza &,
principalmente, eliminar a matéria organica protéica e gordurosa e, mesmo as
inorganicas como minerais, que estejam aderidas a superﬁci;’. bifewntes tipos de
detergentes podem ser utilizados, como os sais alcalinos e os dlcalis, acidos,
tensoativos, polifosfatos, detergentes-sanitizantes entre outros. A composigdo
desses detergentes varia muito, conseqiientemente suas propriedades também, as
quais sdo influenciadas por fatores como: pH, temperatura, tempo e presenca de
substincias orgdnicas. A resisténcia dos microrganismos a esses agentes,
geralmente depende da espécie € cepa dos organismos envolvidos (Robinson,
1987 citado por Gandara, 1995).

*&( Segundo Krysinski et al. (1992) a limpeza quimica utilizando diferentes
tipos de detergentes, entre eles detergente alcalino clorado, detergente alcalino,
peréxido alcalino, detergente anidnico e a limpeza biologica por detergentes
enzimaticos, sdo eficientes somente na remogdo de organismos aderidos a
superficie de ago inoxidavel, o mesmo ndo ocorrendo em superficie de

poliéster/poliuretano, onde nenhum detergente foi efetivo, quando utilizado
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sozinho, havendo necessidade do uso de sanitizagdo para uma remogao
adequada.

+f Para Andrade & Macédo (1996), as funcdes de detergente ideal
compreendem algumas caracteristicas como: saponificagdo, emulsificagdo,
molhagem, penetragdo, suspensao, enxaguagem, abrandamento, solubilizagdo de
minerais, solubilidade, corrosividade e seguram;a.%orém, ndo existe nenhuma
substincia quimica que apresente todas essas fungdes juntas. Dos produtos
disponiveis usados para limpeza encontram-se 0s alcalinos, os fosfatos, os

acidos, os complexantes e os tensoativos.

2.7.1 Detergentes alcalinos
ﬁg( Sio utilizados para remover gorduras e proteinas. Na remogio de
lipideos, o ion hidroxila liberado pelos alcalinos, saponifica os acidos graxos,
formando sabdo, que ¢ solavel em agua. A agdo sobre as proteinas € basicamente
pelo pH, no ponto isoelétrico as proteinas possuem carga elétrica neutra e, nesse
caso, os residuos protéicos estdo insoliveis em agua. Quando o pH se eleva os
residuos passam a‘ter carga elétrica negativa, causando uma repulsdo entre eles,
mantendo-os em solugio aquosa onde serdo arrastados pela enxaguagem. Entre
os agentes utilizados estdio: hidroxido de sédio, carbonato de sdio, tetraborato
de sodio, metassilicato de sodio, entre outros.
Segundo Andrade & Macédo (1996), o hidréxido de s6dio tem o maior
teor em alcalinidade sédica, apresentando pH préximo de 13, quando a 1% e
possui as seguintes caracteristicas: 6tima agdo contra gorduras e proteinas, baixa
acio de molhagem, nenhuma eficicia para eliminar a dureza, poder corrosivo
muito forte contra aluminio, cobre e superficies galvanizadas e ndo ataca o ago

inoxidavel.
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2.72 Detergentes acidos

As solugdes 4cidas sdo produtos compostos de acidos organicos ou
inorganicos que podem ser usados individualmente ou em combinagdes. A
principal fungdo dessas solugGes no procedimento de higienizagdo é a de
prevenir e remover incrustragdes minerais. A eficiéncia dos acidos como
detergentes, e seu poder corrosivo, atuam de maneira paralela, ja que ambos
dependem da concentragio do ion hidrogénio (Andrade & Macedo,1996). Dentre
os principais agentes acidos orgénicos estdo: acido latico, glucdnico, citrico,
tartarico e acético; dos inorginicos podem ser citados: acido sulfiirico, cloridrico,

sulfamico, fosforico e nitrico.

2.73 Detergentes enzimaticos

As enzimas tém como propriedade promover transformagdes especificas
em outras substancias bioquimicas pela decomposigio de estruturas moleculares
complexas em estruturas simples que podem ser dissolvidas produzindo um
substrato mais facil de ser removido pelos agentes de limpeza, tornando mais
efetiva a agiio dos mesmos, contudo, € necessario ressaltar que a enzima nio é
um agente de limpeza, mas contribui para sua efetivagdo quando associada ao
detergente.

Segundo Argiiello et al. (2005), ha algum tempo, proteases t€m sido
bastante utilizadas como ingrediente de detergentes enzimiticos. A idéia de
acrescentar enzimas a detergentes vem desde 1913, naquele tempo somente
enzimas pancredticas eram disponiveis e ndo eram conhecidos métodos fisicos
para boa conservagdo, com isso, a durabilidade e eficiéncia ficavam
comprometidas. O desenvolvimento de enzimas de origem bacteriana comegou
em 1950 com a produgio do BIO40; esta formulagio possuia protease
bacteriana, um grande avango comparado & precursora pancreética. Nos anos 70

a nova geragdo de detergentes enzimaticos passou por diferentes formas fisicas
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(em po, pilulas e encapsulados). Em 1988, a modema tecnologia de DNA
recombinante produziu Lipolase TM. No entanto, as proteases ainda sdo a
maioria nos detergentes, junto com amilases, celulases e lipases.

Agentes enziméticos podem apurar a eficiéncia da limpeza e ainda
reduzir a quantidade de produtos quimicos empregados e o custo com energia,
pois trabalham a baixas temperaturas. Além disso, sio biodegradaveis e a

preparagio pode ser feita sem maiores cuidados pelos manipuladores.
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE QUALIDADE DO LEITE E SEU
COMPROMETIMENTO PELO PROCESSO DE ADESAOE
FORMACAO DE BIOFILMES BACTERIANOS



RESUMO

RIBEIRO-FURTINI, Larissa Lagoa. Quantificacdo da microbiota e isolamento
de Pseudomonas spp em tubulagio de laticinio ap6s limpeza alcalina e acida. In:
Caracterizaciio e isolamento de microrganismos aderidos em tubulagio de
laticinio e seu comportamento frente 2 detergéncia. 2005.Cap.2, p.38-51 .
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras e
teve como objetivos quantificar e caracterizar a microbiota presente em
tubulagdio de laticinio que pasteuriza leite B na regido de Lavras, apds limpeza
alcalina e 4cida, permitindo, assim, avaliagdo da eficicia do processo. A
amostragem foi feita pela técnica do esfregagco em cinco locais de possivel
formagdo de biofilme, da saida do pasteurizador até a empacotadeira. O local 4
(entrada da empacotadeira) apresentou 0 mesmo nimero ‘para mesofilos e
psicrotroficos: 1,6x10° UFC/cm®. No local 5 (saida da empacotadeira) foram
obtidos valores de 2,7x10° e 2,9x10° UFClem?, respectivamente, para mesdfilos
e psicrotroficos e estes resultados s6 permitem afirmar processo de ades@o e ndo
de formag3o de biofilme. Vinte e oito isolados foram escolhidos e submetidos a
identificacdo. Procederam-se a testes preliminares como Coloragdo de Gram,
O/F, oxidase e crescimento em MacConkey antes de utilizar o Api 20E. Durante
o isolamento bastonetes Gram-negativos foram os microrganismos
predominantes; dos 28 isolados 21 apresentaram esta morfologia e caracteristica.
No teste para psicrotréficos, 19 apresentaram crescimento a 7 °C e dentre esses,
10 foram identificados como Pseudomonas spp, microrganismo produtor de
enzimas termoestaveis, que pode causar alterages em leite e seus derivados. O
reconhecimento do processo de adesdo e a observagdo visual do swab com
residuos orgénicos levam a acreditar que a limpeza com detergente alcalino e
dcido ndo é efetiva. :

* Comité orientador: Prof. Luiz Ronaldo de Abreu - PhD (orientador)-
UFLA, Prof* Dr. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA, Prof. Dr. Nélio José de
Andrade — UFV .
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ABSTRACT

RIBEIRO-FURTINI, Larissa Lagoa. Quantification of the microbiota of
Pseudomonas sp in dairy plant pipeline after alkaline and acidic cleaning. In:
Characterization and isolation of microorganisms adhered to dairy plant
pipeline and their behavior against detergency. 2005. Cap.2 38-51. Thesis
(Doctorate in Food Science). Federal University of Lavras, Lavras, MG.

This work was developed in the Microbiology Laboratory of the Food
Science Department of the Federal University of Lavras and was intended to
quantify and characterize the microbiota present in pipeline of a dairy plant
which pasteurizes type B milk in the region of Lavras-MG, after alkaline and
acidic cleaning, enabling in this way, evaluation the efficacy of the process. The
sampling was done by the scrubbing technique on five spots of possible biofilm
formation, from the pasteurizer outlet to the packaging system. Spot 4 (entrance
to packaging) presented the same number of mesophylics and psychrotrophics:
1.6x10° CFU/cm® At spot 5 (exit of packaging), values of 2.7x10° and 2.9x10°
CFU/cm’, respectively were obtained for mesophylics and psychrotrophics and,
these results only enable to confirm a adhesion process and not a biofilm
formation. Twenty-eight isolates were chosen and submitted to identification.
Previous tests were proceeded as Gram, O/F, oxidase, catalysis and growth on
MacConkey before utilizing Api 20E. During the isolation, Gram —negative rods
were the predominant microorganisms, out of the 28 isolates 21 presented this
characteristic. In the test for psychrotrophics, 19 presented growth at 7 °C and
among those, 10 were identified as Pseudomonas sp, heat stable enzyme-
producing microorganisms, which can cause alterations in milk and dairies. The
recognizing of the adhesion process and the visual observation of the swab with
organic residues lead on to believe that cleaning with alkaline and acidic
detergent is not effective.

* Guidance Committee: Prof. Luiz Ronaldo de Abreu -PhD (Adviser) — UFLA,
Prof® Dr*. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA and Prof. Dr. Nélio José de Andrade
—UFV.
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1 INTRODUCAO

Nas industrias de laticinios, pela propria natureza de suas operagoes,
acumulam em superficies de equipamentos e utensilios, sujidades e residuos que
devem ser eliminados. A aplicagio correta dos procedimentos de higiene,
limpeza e sanitizagiio previnem a acorréncia das enfermidades transmitidas por
alimentos e a deterioragdo do alimento de forma a preservar suas caracteristicas.

Procedimentos inadequados de higienizagdo dos equipamentos € a
microbiota contaminante do ambiente de processamento sdo considerados as
principais causas de contaminag&o do leite e seus derivados, com a peculiaridade
destes prociutos apresentarem substrato excelente para a proliferagdo bacteriana.
Segundo Pinto & Viana (2002), a ades3o microbiana e conseqiiente formagio de
biofilmes a superficie de equipamentos utilizados para o processamento de
alimentos, resulta em graves problemas para a indistria, ocasiona perdas
econdmicas significativas por deterioragdo dos produtos e/ou contaminagdo por
microrganismos patogénicos.

Biofilme microbiano é uma massa composta por residuos,
microrganismos e seus catabolitos e possui o potencial de atuar como fonte
cronica de contaminagdo. Varios tipos de microrganismos, patogénicos e/ou
deteriorantes, sdo capazes de aderir a superficies comumente encontradas em
ambientes de processamento de alimentos. Na indistria de laticinios, o ago
inoxidavel é amplamente utilizado por ser mais resistente & corrosdo e a altas
temperaturas e por ser de facil higienizaggo. No entanto, viarios estudos mostram
processos de adesdo e formagdo de biofilmes nesta superficie.

Quando presentes em biofilmes, a resisténcia dos microrganismos
aumenta significativamente, dificultando a agdo de detergentes e sanitizantes.
Essa microbiota variada cresce numa ampla faixa de temperatura incluindo

desde microrganismos terméfilos até psicrotréficos. O dltimo grupo representa
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crescente preocupacdo, principalmente apds a adogio da coleta de leite a granel,
uma vez que o uso intensivo de refrigeragdo do leite da fazenda até a mesa do
consumidor, acaba por seleciona-lo.

Os psicrotréficos mais comuns no leite sdo bastonetes curtos, Gram-
negativos e ndo-esporulantes, sendo a maioria composta pelos géneros
Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium e Acinetobacter. Os psicrotréficos
deteriorantes, como Pseudomonas spp, Alcaligenes spp, Enterobacter spp,
Bacillus spp, entre outros, produzem enzimas termoestiveis como lipases e
proteases que causam alter-agﬁes no leite fluido e seus derivados, produ.zindo
"defeitos relacionados a degradagdo, a coagulagéo em leite UAT e a redugdo do
rendimento de queijos, levando a prejuizos consideraveis. Esses microrganismos
sio constantemente implicados em processos de adesdo e constituicdo de
biofilmes, cujas formagdes sdo favorecidas, pois o leite é excelente meio de
crescimento microbiano.

A limpeza e sanitizagdo de equipamentos e utensilios tém grande
importancia para as industrias de alimentos no que se refere a prevencdo € ao
controle da adesdo microbiana e formagdo de biofilmes. Se a limpeza nio for
realizada adequadamente, os sanitizantes podem ter a sua eficiéncia reduzida. A
conveniéncia de conhecer a microbiota predominante em superficies a serem
higienizadas permite melhor designio de agentes quimicos.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da limpeza alcalina ¢ 4cida de
tubulagdo de laticinio que pasteuriza leite B foram amostrados locais de possivel
formagdo de biofilme e caracterizada e quantificada a microbiota predominante

de mesbfilos e psicrotroficos.

42



o~

2 MATERIAL E METODOS

2.1Coleta

Em laticinio da regido de Lavras que realiza sistema de limpeza CIP e
utiliza, respectivamente, como detergente alcalino e acido o hidréxido de sodio e
acido nitrico, ambos & concentragio de 1%, foram retiradas amostras ao longo da
tubulagio em cinco locais depois da saida do pasteurizador até a empacotadeira.
- Local 1: saida do pasteurizador
- Local 2: primeira curva ou “joelho” ap6s o pasteurizador
- Local 3: painel de distribuigao de leite
- Local 4: entrada da empacotadeira
- Local 5: saida da empacotadeira

A coleta de amostras foi realizada pela manh3, apés limpeza alcalina e
acida do dia anterior e imediatamente antes da sanitizagdo. A amostragem no
interior de tubulagdes de ago inoxidavel foi feita, utilizando-se a técnica do
esfregago em superficie com swabs padronizados (Silva ‘et al., 2001), em
movimento espiral de dentro para fora do tubo. Para que fosse possivel o calculo
em UFC/cm?, a area foi delimitada em 5 cm ao longo do tubo e o didmetro da
tubulaggo, que modificava conforme o local, registrado. Todo o procedimento de

coleta de amostras foi feito em trés repeticdes, de 15 em 15 dias.

2.2 Anailise ‘

Aliquotas do diluente contendo os swabs foram diluidas, de forma
seriada (107,10%,10%,10%,10°), e inoculadas utilizando-se a técnica de
plaqueamento pour plate com Tryptic Soy Agar (TSA) em triplicata. As placas
foram incubadas a 35 °C por 24-48h e, a 7 °C por 10 dias com o objetivo de
selecionar microrganismos mesofilos e psicrotroficos, respectivamente
(APHA, 1992). '

43



——¥

A média dos valores em UFC/cm® indicou o local cinco, saida da

empacotadeira, como o mais contaminado para meséfilos e psicrotréficos. Foi
entdo realizada outra coleta, somente neste local. A raiz quadrada da contagem
em UFC/mL foi feita em placas selecionadas de mesofilos e psicrotréficos; vinte
e oito isolados foram escolhidos pela morfologia e coloragdo das colbnias e
submetidos & identificagdo. Procederam-se testes preliminares como coloragio
de Gram, O/F (Oxidagao/Fermentagéio), ox'idase, e crescimento em MacConkey
(MacFaddin, 2003) antes de utilizar o kit Api 20E (Biomeriéux) para
identificagsio de bacilos Gram- negativos. Somente foram submetidos ao Api

20E bacilos Gram-negativos e O de O/F positiva.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o isolamento de microrganismos de tubulaggo de laticinio apos

limpeza acida e alcalina, bastonetes Gram-negativos foram os microrganismos

. predominantes sendo que de 28 isolados 21 apresentaram esta morfologia e

caracteristica depois do teste de coloragio de Gram. Na avaliagdo para

psicrotréficos, 19 apresentaram crescimento a 7 °C e, dentre esses, 10 foram

identificados como Pseudomonas spp. O resultado de todos os isolados pode ser

conferido no quadro 1.

QUADRO 1: Resultados de testes bioquimicos efetuados em microrganismos
isolados de tubulagio de laticinios.

o)
% .

Cepa | Gram | Oxidase MacConkey | Psic/Meso Api 20E -
1 B- + o + M Sem resultado
2 B- + o P Pseudomonas spp
3 B- + o + P Pseudomonas spp
4 B- + o + M Pseudomonas spp
5 B- + 0 + M Sem resultado
6 B+ _ F _ M Nio realizado
7 C- _ F _ M Nio realizado
8 B- _ F + P Nio realizado
9 C+ _ F _ M Nio realizado
10 C+ _ F _ M Nio realizado
11 B- _ o + P Sem resultado
12 B- 0] + P Pseudomonas spp
13 B- 6] + P Pseudomonas spp
Continua.......
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Continuaggo do quadro 1: Resultados de testes bioquimicos efetuados em
microrganismos isolados de tubulagZo de laticinios.

Cepa | Gram | Oxidase | O/F | MacConkey | Psic/Meso Api 20E

14 C- + o _ P N3o realizado

15 B- + o + M Pseudomonas spp

16 B- _ + P Flavimonas
oryzihabitans

17 B- _ F + P. Aqinetobacter spp

18 C+ _ F _ P Naio realizado

19 B- _ F + P Ni3o realizado

20 B- _ F P Nao realizado

21 B+ _ (o) _ M Nio realizado

22 B- _ + P Sem resultado

23 B- _ F + P Nio realizado

24 B- _ F + P Nio realizado

25 B- + o + P Pseudomonas spp

26 B- + O + P Pseudomonas spp

27 B- + o + P Pseudomonas spp

28 B- + o + P Pseudomonas spp

Jayarao & Wang (1999) observaram grande variedade &e bt.xctérias

Gram-negativas entre os isolados. Duzentos e trinta e quatro isolados de tanque

de expansdo de leite foram examinados até espécie; duzentos e cinco pertenciam

a 28 espécies e um total de 116 isolados de Pseudomonas foram originados do

leite cru. Destes 98 isolados pertenciam a 9 espécies de Pseudomonas € 0s

outros 18 ndo forneceram resultados até espécies. Pseudomonas foi o género
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mais isolado e Pseudomonas fluorescens a espécie predominante em tanque de
expansio perfazendo um total de 29,9% de todos os isolados. O autor ressalta
que bactérias Gram-negativas de importincia para saide piblica como
Campylobacter, Escherichia coli enterohemorragica, Salmonella e Yersinia,
apesar de terem sido presentes em uma menor porcentagem de isolados em
tanque de expansio, vém sido incriminadas em casos severos de surtos ou
doengas veiculadas ao leite pelo consumo de leite cru.

Segundo Zottola (1994) contagens entre 10° e 10° UFClem’
ca;%feﬁzam uma ades3o bacteriana enquanto contagens entre 10% e 10 indicam
a formagio de um biofilme.

Os. valores obtidos neste estudo permitem afirmar adesdo, cuja
capacidade de biotransferéncia também € preocupante.

Conforme Quadro 2, dos cinco locais amostrados, dois indicaram média
de valores expressiva (>10%); o local quatro apresentot o mesmo nimero para
mesofilos e psicrotroficos: 1,6x10° cm®. No local cinco foram obtidos valores de

2,7x10° cm? e 2,9x10° cm’ respectivamente, para mesofilos e psicrotroficos.

QUADRO 2: Log do nimero em UFC/cm’ de microrganismos mesofilos
aerobios e de psicrotréficos aderidos em cinco locais de coleta em
tubulagdo de laticinios entre as saidas do pasteurizador e
empacotadeira, apds limpeza alcalina e 4cida.

Microrganismos Local

1 2 3 4 5

Meséfilos <10 22x107 | 1,0x10° | 1,6x10° | 2,7x10°

Psicrotroficos 2.2x10 <10 1,7x10° 1,6x10° 2,9x10°
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O género predominantemente identificado no Api 20E foi Pseudomonas
nos dois grupos, mesdfilos e psicrotroficos. Sorhaug & Stepaniak (1997) citam
que a maioria das Pseudomonas que produzem enzimas como proteinases,
lipases e fosforilases, pode sobreviver por um longo periodo em residuos de
leite, dai a importncia de uma higienizagdo eficiente. Na condug¢do deste
experimento, o reconhecimento do processo de adesdo e a observagdo visual do
swab com residuos organicos leva a acreditar que a limpeza ndo estd sendo
efetiva. ’

Aaku et al. (20045 encontraram em leite cru e pasteurizado dé duas

"plantas diferentes de processamento de leite, contagens de psicrotréﬁéos
proteoliticos variando entre 10" e 10° nos dois produtos.

Eneroth et al. (1998) analisaram amostras de leite que foram retiradas de
quatro pontos ao longo da linha de pasteurizagdo: logo apds o pasteurizador, no
tanque pulmio de leite pasteurizado, antes da empacotadeira e embalagens
seladas para consumo. As amostras antes da pasteurizagdo apresentavam 10*
UFC/ml de psicrotréfico, e depois da pasteurizagio 10%-10° UFC/mL. Para
Oulahal (2004) esti ficando evidente que biofilmes em tubulagSes contribuem
para a recontaminag@o bacteriana em alimentos.

Deve-se ressaltar que os processos de adesdo ocorrem, provavelmente,
com uma freqiiéncia maior na industria de alimentos, quando comparados a
formagdo de biofilmes. No entanto, a adesio bacteriana é relevante no
procedimento de higienizagio de equipamentos e utensilios na indastria de
alimentos, considerando que o numero elevado de microrganismos nas
superficies dificultam a agdo de detergentes e sanitizantes. Inclusive, jé estd bem
estabelecido que as células aderidas apresentam maior resisténcia & acdo dos

agentes de higienizagio (Andrade 1996, 1998 citado por Parizzi,1998)
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4 CONCLUSOES

O género Pseudomonas foi predominante entre os isolados nos dois
grupos, mesofilos e psicrotroficos.

O local cinco (saida da empacotadeira) apresentou maior contagem para
microrganismos mesdfilos e psicrotréficos com média de valores de 2,7x10°/cm?
e 2,9x10%/cm’, respectivamente. .

Pelo nimero de microrganismos encontrados, conclui-se que a limpeza

alcalina e 4cida deste laticinio ndo esta sendo eficiente.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DO PROCESSO DE ADESAO DE Pseudomonas
spp MESOFILA E PSICROTROFICA EM SUPERFICIES DE VIDRO
E ACO INOXIDAVEL E COMPORTAMENTO FRENTE A
DETERGENCIA



RESUMO

RIBEIRO-FURTINI, Larissa Lagoa. Avaliagdo do processo de adesdo por
Pseudomonas spp mesofila e psicrotrofica em superficies de vidro e ago
inoxidavel e comportamento frente & detergéncia enzimatica In:
Caracterizaciio e isolamento de microrganismos aderidos em tubulagdo de
laticinio e seu comportamento frente a detergéncia. 2005. Cap.3 p. 52-80.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos e no Laboratério de Microscopia
Eletrénica e Anilise Ultra Estrutural do Departamento de Fitopatologia, ambos
na Universidade Federal de Lavras, e teve como objetivos: verificar processo de
adesdo in vitro de Pseudomonas spp mesofila e psicrotréfica em cupons de aco
inoxidével (10x15mm) e vidro; comparar a eficiéncia de detergentes alcalino e
acido com detergente enzimatico na reducio logaritimica do processo de adesdo
em ago inoxidavel; verificar a possibilidade de biotransferéncia da superficie
aderida (cupons) para o meio estéril. A cepa psicrotrofica (Pseudomonas spp,)
com 18 horas de contato, obteve média de adesio em cupom de ago inoxidavel
ded,d4x 10° UFC/cm? e em vidro de 1,7 x 10 UFC/cm?. Para a cepa mesoéfila os
resultados ndo permitem afirmar adesdo significativa, a contagem total em
UFC/em? foi de 4,6 x 10° para a superficie de ago inoxidavel e de 3,2 x 10° para
o vidro. As duas cepas de Pseudomonas spp apresentaram diferenca de adesdo
de dois ciclos log, tanto para a superficie de ago inoxidavel quanto para a de
vidro. A microscopia eletronica de varredura permitiu visualizar a adesdo de
Pseudomonas spp psicrotrofica e mesofila na superficie dos cupons de ago
inoxidavel, sem formagdo de estruturas de adesio (formagdo de
exopolissacarideos). No teste da detergéncia, os trés tratamentos: limpeza
alcalina, limpeza alcalina e acida e limpeza com detergente enzimatico, ndo
apresentaram diferenga, uma vez que todos os tratamentos reduziram a <10
UFC/ cm? o nimero de células aderidas. Houve transferéncia importante de
Pseudomonas spp dos cupons aderidos para o meio circundante. Para a cepa
psicrotréfica foram obtidas contagens de 5,0 x 10® UFC/mL em média e a cepa
mesofila 3,2 x 107 UFC/mL ao final de 24 horas.

* Comité orientador: Prof. Luiz Ronaldo de Abreu - PhD (orientador)
- UFLA, Prof* Dr. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA; Prof. Dr. Nélio José de
Andrade — UFV .
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ABSTRACT

RIBEIRO-FURTINI, Larissa Lagoa. Evaluation of the process of adnesion ¢
mesophylic and psychrotrophic Pseudomonas sp to glass and stainless steel
surface and behavior against enzyme detergency. In: Characterization and
isolation of microorganisms adhered to dairy factory pipeline and their
behavior in relation to detergency. 2005. Chap. 3. p. 52-80. Thesis (Doctorate
in Food Science). Federal University of Lavras, Lavras, MG.

This work was developed in the Microbiology Laboratory of the Food Science
Department and in the Electron Microscopy and Ultra Structural Analysis
Laboratory of the Plant Pathology Department both in the Federal University of
Lavras. The objectives were the followings: to simulate in vitro process of
adhesion of mesophylic and psychrotrophic Pseudomonas spp in stainless steel
and glass tabs (10x15 mm); to compare the efficiency of alkaline and acidic
detergents with enzyme detergent in the logarithmic reduction of the process of
adhesion to stainless steel; to verify the possibility of biotransference of the
adhered surface (coupons) to the sterile medium. The psychrotrophic strain
(Pseudomonas spp) with 18 hours’ contact, obtained an average adhesion to
stainless steel of 4.4 x 10° CFU/cm? and, to glass of 1.7 x 10* CFU/cm>. For the
mesophylic strain, the results did not enable identify a significant adhesion, the
total count in CFU/cm?® was of 4.6 x 10° for the stainless steel surface and of 3.2
x 10% for glass. The two strains of Pseudomonas spp showed adhesion of
differences of 2 log cycles both for the stainless steel and glass surface.
Scanning electron microscopy enable to view the adhesion of mesophylic and
psychrotrophic Pseudomonas spp to the surface of the stainless steel coupons
with no formation of adhesion structures (formation of exopolysaccharides). In
the test of detergency, the three treatments: alkaline cleaning, alkaline and
acidic cleaning and cleaning with enzyme detergent showed no difference since
all the treatments reduced to zero the number of adhered cells. There was an
important transfer of Pseudomonas spp from the adhered tabs to the surrounding
medium. For the psychotropic strain, counts of 5.0 x 102 CFU/mL and for the
mesophylic strain, 3.2 x 10" CFU/mL at the end of 24 hours were obtained.

* Guidance Committee: Prof. Luiz Ronaldo de Abreu -PhD (Adviser) —
UFLA, Prof® Dr’. Roberta Hilsdorf Picolli — UFLA and Prof. Dr. Nélio José de
Andrade — UFV.
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1 INTRODUGCAO

Nas indistrias de alimentos, em especial a de laticinios, o ambiente é

_ propenso a contaminagdo e proliferagdo de microrganismos, devido a riqueza de

nutrientes da matéria-prima. Uma das causas de contaminagio e incidéncia de

microganismos alteradores e patogénicos ¢ sua adesdo e interagdo com as

superficies de equipamentos ou utensilios que entram em contato com alimentos

durante o processo de industrializagdo, muitas vezes ocasionados por falhas na
higienizag3o.

A adesio dos microrganismos as superficies (ago inoxidavel, vidro,
borracha, formica; propileno, ferro forjado, etc), multiplicagdo e formagéo de
massa celular suficientemente grande, capaz de agregar nutrientes, residuos e
outros microrganismos, pode ser definido como biofilme (Mafu, 1990;
Krysinsky et al., 1992). O que diferencia a adesdo microbiana do biofilme é o
namero de células aderidas, entre 10° e 10° células por cm?® configura-se adesdo

% e o biofilme acima de 10”/cm’.

Diversos fatores podem influenciar na adesio e formagéo de biofilmes,
comegando pelas caracteristicas e concentragio do proprio microrganismo, tipb
de superficie e nutrientes disponiveis no meio, temperatura, pH, tempo de
contato entre outros. Uma das superficies mais utilizadas nas indistrias de
alimentos é o ago inoxidavel, por possuir entre outras qualidades, a facilidade
para higienizag8o e resisténcia a corros@o.

Segundo Kumar e Anand (1998) alguns estudos mostram que nao ha
diferenca significativa de higienizagdo de superficies em uso como ago
inoxidavel, vidro, nailon e compostos de polivinil quando novas. Porém, com

tempo de uso, o ago inoxidavel apresentou melhor propriedade higiénica.
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Virios sdo os microrganismos que podem participar de processo de
adesdo e formagdo de biofilmes, deteriorantes ou patogénicos, quando presentes
em biofilmes apresentam resisténcia maior a agentes quimicos e podem servir de
fonte cronica de contaminagdo. Associados a problemas em laticinios,
microrganismos psicrotroficos, que incluem espécies com tempo de geragdo
curto em temperaturas entre 0 °C a 7 °C, em especial os do género
Pseudomonas, sdo as bactérias mais comumente isoladas em processo de adesdo
ou biofilme. Apesar de ndo serem resistentes aos tratamentos térmicos
comumente empregados nestes produtos, produzem enzimas termoestaveis como
lipases e proteases' com grande capacidade de regeneragdo, que provocam entre
outros defeitos, sabores e odores estranhos, perda de rendimento em queijos e
gelificagdo em leite UAT (Ultra Alta Temperatura)

Particularmente, em laticinios que trabalham com a limpeza CIP (Clean
in Place), em qualquer etapa do processamento, o contato por abrasdo fisica ndo
¢ possivel, dificultando o processo de remogdo mecanica do biofilme. A maioria
das ferramentas para garantia da qualidade opera, basicamente, com a
higienizagdo das inddstrias de alimentos, em que o objetivo é necessariamente
evitar e remover biofilmes.

Além disso, varios pesquisadores sugerem a prevengdo da adesdo ja que
esta é reversivel e configura pré-requisito para formagdo do biofilme. Produtos
para limpeza e sanitizagdo tém sido langados no mercado e, entre eles, o
detergente enzimatico aparece como boa alternativa, por ser menos corrosivo e
menos agressivo aos manipuladores e meio-ambiente. o

Objetivos do estudo:

- Verificar a eficiéncia do processo de adesdo in vitro para ago inoxidavel

e vidro, com Pseudomonas spp mesdfila e psicrotrofica isoladas na primeira

etapa (cap. 2).
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- Comparar a eficiéncia de detergentes alcalino e acido com detergente
enzimatico na redugdo logaritimica do processo de ades3o.
- Verificar possivel biotransferéncia da superficie de ago inoxidavel

aderida com Pseudomonas spp para substrato esterilizado.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em trés repeticies, no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos € no
Laboratério de Microscopia eletrénica e Anélise Ultra Estrutural do
Departamento de Fitopatologia, ambos na Universidade Federal de Lavras.

2.1- Microrganismos selvagens
Foram isolados de tubulagdes de laticinio, apds limpeza alcalina e acida,

descritos no capitulo 2.

2.1.1 Psicrotrofico

O microrganismo selvagem com morfologia de bastonete, Gram-
negativo, oxidase positiva, crescimento em meio MacConkey, O (oxidag#o) de
O/F positiva e F (fermentagdo) de O/F negativa com crescimento a 7 °C e 6timo

a 25 °C, apresentou resultado em Api 20E (Biomeriéux) como Pseudomonas

Spp-

2.1.2 Meséfilo

Bastonete Gram-negativo, oxidase positiva, crescimento em meio
MacConkey, O de O/F positiva e F de O/F negativa, ndo apresentou crescimento
a 7 °C, sendo a temperatura Gtima a 35 °C. O resultado em Api 20E também

indicou bactéria do género Pseudomonas.
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2.2 Curva de crescimento
Para a purificagio do microrganismo, foram feitas trés repicagens
sucessivas em TSA (Tryptic Soy Agar) inclinado e caldo BHI (Brain and Heart

Infusion) e, novamente, a bateria bioquimica com o Api 20E para confirmago.

2.2.1 Cepa psicrotroéfica

Uma colénia foi retirada do meio sélido e passada para BHI durante 18h
a 25 °C, depois, 10 pL do caldo BHI foram transferidos para 200mL de caldo
TSB (Trypitic Soy Broth) e incubado 4 temperatura de 25 °C. O crescimento foi
monitorado por absorbancia e plaqueamento em superficie, pela técnica de

microgotas, em intervalos de 2 h durante 48 horas.

2.2.2 Cepa mesofila

Foi retirada uma colér;ia do meio sélido e passada para BHI durante 18h
a 35 °C, depois, 10 pL do caldo BHI foram transferidos para 200mL de caldo
TSB e incubado a temperatura de 35 °C. O crescimento foi monitorado por
absorbancia e plaqueamento em superficie, pela técnica de microgotas, em

intervalos de 2 h durante 48 horas.

2.3 Preparagiio dos cupons de prova

Os cupons de ago inoxidavel AISI 304 com dimensio de 10x15mm e
Imm de espessura, com um orificio em uma das extremidades, receberam o
polimento 4, mais utilizado em equipamentos nas indistrias de alimentos.

Cada cupom foi unido a um anzol por linha de nylon e imerso em
solugdo de hidréxido de sédio a 1% durante 30 minutos. Depois de enxagiies
consecutivos em agua destilada foram passados no alcool 70% e novamente
enxaguados ¢ secos em estufa. Depois, foram autoclavados, em embalagens

individuais, a 121 °C por 15 minutos (adaptado de Mello, 1997).
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2.4 Modelo experimental para verificar a eficiéncia do processo de adesao
de Pseudomonas spp cepa psicrotréfica e meséfila

Em dois Beckers de 2000mL, foi acoplada uma grade de ago inoxidavel
onde, com auxilio de pinga, foram pendurados pelo anzol quinze cupons em
cada um (Figura 1a). Para agitagio foi colocada no fundo agulha magnética
(Figura 1b). O meio de cultura selecionado foi o leite em pé desnatado,
reconstituido conforme orientagfo do fabricante e autoclavado a 121 °C por 10
minutos, enquanto todo material utilizado, vidraria, suportes, pingas, bailarinas
foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos em autoclave.

Para veriﬁcaq:e’io da aderéncia em vidro, nos Beckers do lado de fora,
foram feitas trés marcacgdes (repetiches) com caneta de marca permanente na
dimensdo de 2 x 5 cm perfazendo uma area de 10 cm’ (Figura 1b). Apds a
montagem, 1800mL de leite desnatado foram adicionados ao Becker (Figuras 1c
e 1d) e, para cepa psicrotrofica, 9mL de caldo TSB inoculados (com 13h de
incubagio) contendo a cultura de Pseudomonas spp em numero de 10 UFC/mL,
conferidos por absorbancia em comprimento de onda de 650nm e plaqueamento
pour plate em TSA. O Becker foi vedado com parafilm e colocado sobre
equipamento de agitagdo magnética, ambos dentro de estufa vertical regulada a
25 °C para a cepa psicrotrofica, onde permaneceram sob agitagdo por 18 horas.
Para cepa mesdfila foi repetido o mesmo procedimento, porém, a temperatura
utilizada foi de 35 °C e o caldo TSI (inéculo com Pseudomonas spp) para
contagem de 10° UFC/mL foi obtido com 11 horas de incubagZo.
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FIGURA 1: Modelo experimental para verificar a eficiéncia do processo de
adesdo de cepa psicrotrofica e meséfila de Pseudomonas spp em
cupons de ago inoxidavel (1a) e vidro (1b, demarcagdo). Substrato
utilizado foi o leite desnatado (1c e 1d).

2.5 Determinagiio do niimero de células bacterianas aderidas

2.5.1 Aco inoxidavel - cepa mesoéfila e psicrotrofica
Foi utilizada a técnica do esfregagco em superficie (Silva, Junqueira e
Silveira, 2001), empregando swabs padronizados e esterilizados a 121 °C por 15

minutos.
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Apo6s 18 h de incubagdo os cupons foram retirados e enxaguados com
agua destilada estéril; trés deles, identificados como testemunha, tiveram sua
superficie amostrada por swabs que, transferidos para tubos de ensaio contendo
solugdo salina 0,85%, sofreram agitagdo em vortex por 1 minuto. Aliquotas do
diluente contendo os swabs foram diluidas, de forma seriada (107,107,107,
10*,10"%), e inoculadas utilizando-se a técnica de plaqueamento pour plate com
(TSA) em triplicata. As placas foram incubadas a 25 °C para a cepa psicrotrofica
e a 35 °C para cepa mesofila por 24-48 horas. Dos outros doze cupons, trés
foram retirados para averigilar a biotransferéncia (item 2.7) e, os nove rest.antes,

'para os trés tratamentos que foram empregados.

2.5.2 Vidro — cepa meséfila e psicrotréfica .

Depois que os Beckers foram esvaziados, procedeu-se ao enxagiie com
agua destilada para retirar os residuos. Swabs foram friccionados nas trés areas
delimitadas em cada Becker e transferidos para tubos de ensaio contendo
solugio salina 0,85%, onde sofreram agitagdo em vortex por 1 minuto. Aliquotas
do diluente contendo os swabs foram diluidas, de forma seriada (10",10'2,10'3,
10*) e inoculadas, utilizando-se a técnica de plaqueamento pour plate com
(TSA) em triplicata. As placas foram incubadas a 25 °C- e a 35 °C para cepa

psicrotrofica e mesofila respectivamente por 24-48 horas.

2.6 Teste de eficiéncia da detergéncia

Foram avaliados trés tipos de limpeza: alcalina, alcalina e 4cida, e
enzimatica, sendo os agentes utilizados: hidréxido de sédio, hidréxido de sédio e
acido nitrico e detergente enzimatico Ultrasil 50 (Ecolab), respectivamente.

Todos os detergentes foram padronizados a 1%.
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2.6.1 Detergente alcalino

O hidréxido de sodio comercial foi préparado em concentragio de 1%,
apresentando pH médio de 13,2.

Foram submersos na solugdo alcalina seis cupons sob agita¢do
constante, 4 temperatura de 68-70 °C, trés deles foram retirados ap6s 7 minutos,
enxaguados em agua destilada estéril e passados para solugdo acida; os outros
trés permaneceram por mais 3 minutos, perfazendo 10 minutos de tempo de
contato (Géndara,1995). Os cuponsv foram retirados da solugdo alcalina,
enxaguados em agua destilada estéril e tiveram um lado de sua superficie
amostrada por swabs os quais foram colocados em solugdo salina 0,85% e
submetidos a agitagdo em vértex por 1 minuto. Aliquotas do diluente, contendo
os swabs foram diluidas, de forma seriada e inoculadas utilizando-se a técnica de
plaqueamento pour plate com (TSA) em triplicata. As placas foram incubadas a
25 °C e a 35 °C para microrganismo psicrotréfico e meséfilo, respectivamente,

por 24-48 horas.

2.6.2 Detergente dcido

A solugdo de 4cido nitrico a 1% apresentou pH médio de 0,92. Apos o
tratamento alcalino, trés cupons foram submersos por 3 minutos na soluggo a 50
°C e, depois, enxaguados em 4gua destilada estéril ; em seguida, tiveram 1 lado
de sua superficie amostrada por swabs os quais foram colocados em solug@o
salina 0,85% e submetidos a agitagdo em vortex por 1 minuto. Aliquotas do
diluente, contendo os swabs foram diluidas, de forma seriada e inoculadas
utilizando-se a técnica de plaqueamento pour plate com (TSA) em triplicata. As
placas foram incubadas a 25 °C e a 35 °C para microrganismo psicrotréfico e

mesoéfilo, respectivamente, por 24-48 horas.
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2.6.3 Detergente enzimitico

O detergente Ultrasil 50 (Ecolab) é composto por enzimas proteoliticas,
agentes complexantes orgénicos e inorgdnicos e tensoativos anidnicos. Em
concentragdo de 1% o pH médio é 7,2. Trés cupons foram submersos por 10
minutos na solugdo a 40°C e, depois, foram enxaguados em agua destilada
estéril. Em seguida, tiveram um lado de sua superficie amostrada por swabs os
quais foram colocados em solugdo salina. 0,85% e submetidos a agitagdo em
vortex por 1 minuto. Aliquotas do diluente contendo os swabs foram diluidas, de
forma seriada, e inoculadas utilizando-se a técnica de plaqueamento pour plate
com (TSA) em triplicata. As placas foram incubadas a 25 °C e a 35 °C para

microrganismo psicrotréfico e mesofilo, respectivamente, por 24-48 horas.

2.7 Biotransferéncia

Em Becker vazio e estéril, foram adicionados 1800mL de leite
desnatado esterilizado a 121 °C por 10 minutos. Foi colocada sobre o Becker,
grade estéril onde foram pendurados trés cupons que ficaram inoculados por 18h
a 25 °C (Item 2.5.1). Estes cupons foram previamente enxaguados e transferidos
para o Becker que foi vedado com Parafilm, ficando sob agitag3o a temperatura
de 25 °C. De 6 em 6 h, por 24 h, foi monitorada a possivel biotransferéncia, pela
retirada de aliquota de 1mL, a qual soffia diluigSes seriadas e eram plaqueadas
pela técnica pour plate e incubadas a 25 °C para cepa psicrotréfica por 24/48
horas. Para a cepa mesofilica o procedimento foi o mesmo, alterando a

temperatura de incubagfo para 35 °C.

2.8 Anilise dos cupons por microscopia eletronica de varredura
Para analise em MEV, foram colocados trés cupons a mais em cada

Becker (mesofilo e psicrotréfico) na ultima repetigdo do experimento. E um
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cupom a mais em cada tratamento realizado, para que nao sofresse ac¢do do
swab.

Os cupons com processo de adesdo e, apos os tratamentos, foram
fixados em solugdo Karnovsky modificado, por uma semana, sob refrigeragao;
procedeu-se a lavagem com trés passagens de 10 minutos em tampao cacodilato
0,05M e pos-fixagdo com tetroxido de ésmio 1% por 1 hora a temperatura
ambiente em capela. Os cupons foram lavados em dgua destilada e submetidos a
desidratacdo com acetona em concentragdes crescentes (25%, 50%, 75%, 90%,
100%) permanecendo 10 minutos em cada e, na tltima concentrag@o, por trés
vezes. Para retirar a acetona foi feita secagem ao ponto critico com CO,, depois,
os cupons foram montados em stubs (suportes) e identificados antes de serem
colocados no metalizador para o banho de ouro. Apés este procedimento as
amostras estavam prontas para serem levadas ao microscopio eletronico de

varredura (Leo EVO 040) (Alves, 2004).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Curva de crescimento

3.1.1 Cepa psicrotroéfica

A temperatura de 25 °C em caldo TSB, o microrganismo isolado
psicrotréfico, Pseudomonas spp, apresentou fase de adaptagio de 5 h atingindo o
final da fase exponencial ém 45 horas. O tempo para a contagem de c.élulas
‘atingir 10°UFC/mL, para inoculagdo no leite, deu-se com 13 h em absorbénéia

0,0833 (Figura 2).
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FIGURA 2: Curva de crescimento de cepa psicrotrofica, de Pseudomonas spp,
isolada de tubulac@o de laticinio, monitorada de 2 em 2 h por 48

horas .
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3.1.2 Cepa mesdfila

O microrganismo meséfilo cultivado em caldo TSB a 35 °C apresentou
fase lag de 4 h e atingiu o final da fase exponencial em 39 horas. O tempo para a
contagem de células atingir 10°UFC/mL, para inoculag@o no leite, deu-se com

11h em absorbancia 0,1168 (Figura 3).
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FIGURA 3: Curva de crescimento de Pseudomonas spp, cepa mesofila, isolada
de tubulagio de laticinios, monitorada de 2 em 2 h por 48 horas.
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3.2 Avaliaciio da adesdo de Pseudomonas spp psicrotréfica e meséfila em aco

inoxidavel e vidro.

3.2.1 Pseudomonas spp psicrotrofica
Observou-se processo de adesdo para a cepa psicrotréfica em cupons de
aco inoxidavel, porém em superficie de vidro os valores foram menores que 10°

(Quadro 1), caracterizando ades3o ndo significativa..

QUADRO 1: Log do nimero em UFC/cm’ de microrganismos meséfilos
aerébios e de psicrotréficos aderidos em superficies de ago
inoxidavel e vidro.

Superficie Psicrotroéfico Mesofilo
Aco inoxidavel 4.4x10° UFC/cm® 4.3x10° UFC/cm*
Vidro 1,7x10° UFC/cm* 3,2x10° UFC/cm”

Parizzi (1998) em avaliagdo realizada por epifluorescéncia entre 10 e 12
h de contato para L.innocua e S.aureus encontrou valores variando de 10°e 10°
UFC/cm? independente da superficie avaliada e ressalta que estes valores indicam
um processo de adesdo e nio a formagio de biofilme.

A cepa psicrotréfica (Pseudomonas spp) com 18 h de contato, obteve
média de adesio em cupom de ago inoxidavel de 4.4x10° UFC/em?, valores
baixos se comparados aos de Costa (1996) que, utilizando carreadores de ago inox
(AISI 304, n°4), mostrou que P. fluorenscens, com apenas 8 h de contato atingiu

valores na ordem de 10%cm? . Em vidro o valor de 1,7x10* UFC/cm® em 18 h,
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pode, teoricamente, ser comparado com Jones & Bradshaw (1996) que.avaliaram
o desenvolvimento de biofilmes por trés membros da familia Enterobacteriaceae:
Klebsiella pneumoniae cepa fixadora de nitrogénio, Salmonella enteritides €
Escherichia coli, resultando contagem de 10° bactérias por cm’ nas superficies de
_ tubos de vidro do reator, ap6s 24 horas. Virios autores afirmam que o nimero de
células aderidas se d4 em fungo, principalmente, do tempo de contato e da carga
microbiana inicial. Segundo Zottola & Sasahara (1994), cultura bacteriana de
Pseudomonas aeruginosa adere em superficie de ago inoxidavel em apenas 30
segundos, por isso, quanto maior o tempo de contato, maior a ades@io. Resende
(2005) encontrou ades@o méaxima entre 10® e 10® UFC/cm?® , o biofilme formado
sob os cupons de prova pode ser explicado pelo tempo de exposicdo dos
microrganismos a superficie de contato (240 horas).

A microscopia eletrdnica de varredura (Figuras 4 e 5) permitiu visualizar
a adesdo de Pseudomonas spp.psicrou'éﬁca A matéria-organica na superficie dos
cupons de ago inoxidavel, sem formag&o de estruturas de adesdio. Podendo
ilustrar uma das teorias de formagdo de biofilme, segundo Characklis (1984),
primeiro ha adsorgdo de nutrientes e matéria orginica e inorginica para uma
superficie sélida; depois, formagdo de uma camada com nutrientes organicos €
inorgdnicos, na seqiiéncia a adesdo dos microrganismos a superficie e

multiplicago celular e, por fim, a intensa atividade metabdlica do biofilme.
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FIGURAS 4 e 5: Eletromicrografia de varredura de Pseudomonas spp, cepa
psicrotréfica, aderida sobre matéria organica em superficie de
aco inoxidavel, sem presenga de estruturas de adesio.
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3.2.2 Pseudomonas spp meséfila

Os resultados ndo permitem afirmar adesdo significativa, a contagem
total em UFC/cm? foi de 4,6x10° para a superficie de ago inoxidavel e de 3,2x
10> para o vidro (Quadro 1). A baixa adesdo pode ser explicada sob varios
aspectos ja que muitos fatores interferem neste processo: a morfologia do
microrganismo (constituicdo de membrana, pili, fimbria, flagelo, carga elétrica
superficial) interagio com a superficie (carga elétrica e microtopografia),
caracteristicas do meio (pH, nutrientes do meio) e tempo de contato. Tudo indica
que as caracteristicas individuais dos microrganismos e as superficies
influenciaram no processo de adesdo, uma vez que as condigSes de substrato ¢
temperatura foram as mesmas. Nas figuras 6 e 7, pode-se observar a adesdo de
bactérias & superficie sem substrato (figura 6) e com pouco substrato (figura 7),
ambas ndo apresentam formacdo de estruturas de adesdo, os exopolissacarideos.
A figura 6 corrobora com outro tipo de teoria, em qué primeiro ha adesdo da
célula na superficie, depois a colonizagdo e agregacio de nutrientes (cap.1, p-14).

A hidrofobicidade e a carga elétrica das superficies podem ter
influenciado no processo de adesdo. Essas forgas fisico-quimicas tém sido
consideradas importantes na adesdo bacteriana, contudo, os mecanismos pelos

quais atuam nio tém sido completamente elucidados (Hood & Zottola,1995).
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FIGURAS 6 e 7: Eletromicrografia de varredura de Pseudomonas spp, cepa
mesoéfila, aderida em superficie de aco inoxidavel, sem
presenca de estruturas de adesdo.




A analise estatistica realizada (analise de varidncia) para verificar a
interagdo entre cepas (meséfila e psicrotrofica) e superficies (ago inoxidavel e
vidro) mostra que s6 ha efeito de superficie. Como demonstra a figura 8, apesar
das linhas ndo serem paralelas, a interagdo ndo € significativa. Outra analise
_indica que a superficie de vidro reduz a contagem em 1.05; isso demonstra que,

as contagens sio dez vezes menores, aproximadamente, para o vidro.

4.4 —
4.2 —
4.0 —
3.8
3.6

3.4 7

32

Aco inoxidavel Vidro

FIGURA 8: Log do namero de células aderidas, mesofilas e psicrotroficas, em
superficie de ago inoxidavel e vidro. A linha continua representa a
cepa psicrotrofica e, a tracejada, a cepa mesdfila.
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Apesar de alguns estudos apresentarem adesio significativa de
microrganismos em superficies de vidro, segundo Bower, MacGuire e Daeschel
(1996), materiais hidrofilicos como o vidro sio conhecidos por desencorajar
adesdo bacteriana e sdo, portanto, freqiientemente utilizados para superficies que
entrem em contato com alimentos. Isto é devido, em parte, a baixa energia
interfacial do sélido com a solugdo, caracteristica destes materiais ¢ ao fato da
célula e superficie apresentarem carga similar.

Tanto para a cepa psicrotrofica quanto para a meséfila, ha de se observar
o método empregado para enumerar as bactérias por cm’; na técnica do esfregaco
em superficie, nem todas as células aderidas s3o removidas pelo swab. E,
mesmo quando o swab é submetido ao vértex, nio € garantido que todas as
células vio para a solugdo diluente, € o que ressalta Parizzi (1998) ao comparar a
técnica de contagem padrdo em placas com a epifluorescéncia.

A eletromicrografia de varredura expde uma menor adesdo de
microrganismos a superficie de ago inoxidavel, neste caso ha dois tipos de
iniciagio de adesdo, uma com deposito prévio de matéria orginica e a outra
somente com as células aderidas. Esta ultima pode representar o inicio da teoria
de Zottola (1994) cuja adesdo divide-se em trés etapas: fixagcdo da bactéria a
superficie, consolidagdo da bactéria & superficie e crescimento da bactéria na

superficie.

3.3 Eficiéncia da detergéncia sobre a adesio em a¢o inoxidavel.

Na leitura dos resultados observou-se que niio houve crescimento em
nenhuma placa semeada em TSA relacionada aos tratamentos alcalino, alcalino e
acido e enzimatico. Todos os tratamentos foram eficientes na remog&o de células
aderidas para as duas cepas, mesofila e psicrotrofica. A eletromicrografia (Figura
9) ilustra o cupom de ago inoxidével sem nenhuma adesdo. Apds detergéncia

enzimatica, a fissura que pode ser visualizada, ndo apresenta microrganismos
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aderidos. Estes dados vdo ao encontro daqueles coletados por Géndara (1995)
que testou a eficiéncia de detergentes acido e alcalino em cupons de ago
inoxiddvel sobre adesio de Streptococcus thermophilus na ordem de
10*UFC/cm?, ambos foram efetivos reduzindo a contagem a zero.

Quinze agentes de limpeza entre enzimaticos e nio enzimaticos, usados
diariamente para materiais médicos, foram testados com biofilmes induzidos por
Escherichia coli 54127 em tubos de vidro para hemodialise. Apds os tratamentos,
cristal violeta 0,05% foi usado para colorir o biofilme residual e a quantificag@o
foi feita pela absorbancia do cristal violeta a 585nm. Os detergentes enzimaticos

foram mais eficientes que os no enzimaticos Loukili et al. (2004).
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FIGURA 9: Eletromicrografia de varredura de cupom de ago inoxidavel
apods limpeza com detergente enzimatico.
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3.4 Potencial de biotransferéncia

Houve transferéncia de Pseudomonas spp dos cupons aderidos para o
meio circundante (leite estéril). Para a cepa psicrotréfica foram obtidas contagens
crescentes ao longo de 24 h, de 10° (6h) até 10° (24h), sendo a média do valor
final das trés repeti¢des 5,0x10° UFC/mL ao final de 24 horas. A cepa mesdfila
apresentou contagens de 10* (6h) até 10° (24h) e a média em 24 horas de 3,2x 10
(Quadro 2). Os resultados levam a acreditar que o namero inicial de
microrganismos influencia no resultado, uma vez que a adesdo para cepa
psicrotrofica foi maior que para a mesoéfila. A dificuldade em comparar
resultados é ocasionada pela escassez de dados na literatura e o termo

biotransferéncia é usado como sindnimo de ades3o para alguns autores.

QUADRO 2: Log do niimero de células mesdfilas e psicrotréficas, encontrado no
substrato durante monitoramento de 6 em 6 h por 24 horas.

Cepa Contagem inicial |Contagem final Média final das trés repeticdes
Meséfila 10* UFC/mL 10® UFC/mL 3,2 x 10’ UFC/mL
Psicrotréfica 10° UFC/mL 10° UFC/mL 5,0 x 10® UFC/mL
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4. CONCLUSOES

A diferenca de adesdio entre as cepas mesofila e psicrotréfica de
Pseudomonas spp, chega a dois ciclos log, para a superficie de ago inoxidavel e
vidro.

O vidro apresentou menor potencial de adesio que o ago inoxidavel.

O detergente enzimatico pode ser considerado uma alternativa a
detergentes alcalinos e acidos, uma vez que todos apresentaram O mesmo
resultado na remogdo de microrganismos.

Houve biotransferéncia importante dos cupons de ago inoxidavel
aderidos com células de Pseudomonas spp, tanto para o experimento de mesdfilo
como de psicrotrofico, atingindo contagens proximas de 102 e 109,

respectivamente.
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