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RESUMO

MARQUES, Simone Cristina Formação de biofilmes por Staphylococcus
aureus ATCC na superfície de aço inoxidável e vidro e sua resistência a
sanifícantes químicos. Lavras: UFLA 2005. 64p. (Dissertação-Mestrado em
Ciência dosAlimentos)1

A adesão microbiana originada pela deposição de microrganísmos em
superfícies, como as de aço inoxidável, vidro, poliestireno, estanho e madeira,
ondeas bactérias se fixam e iniciam seu crescimento, originará colônias gerando
massa celular suficiente para agregar proteínas, fosfolipídeos, lipídeos,
carboidratos e sais minerais formando o biofílme. Dentre os microrganísmos
envolvidos noprocesso deadesão pode-se destacar S. aureus por causar danos a
qualidade e segurança dos alimentos. Assim, os objetivos deste trabalho foram:
a)promover a adesão de S. aureus nas superfícies de aço inoxidável e vidro, b)
avaliação da eficiência do dicloro isocianurato de sódio, peróxido de hidrogênio
e ácido peracético na remoção de células de S. aureus das superfícies de aço e
vidro e c) visualização das células aderidas de S. aureus nas superfícies de vidro
e aço inoxidável antes e após o uso dos sanifícantes As células de S. aureus
padronizadas para se obter IO5 UFC/mL, foram inoculados 10 mL da cultura em
placas de Petri contendo 60 mL de caldo BHI e colocados 20 cupons de aço
inoxidável AISI 304 e cupons de vidro, ambos com 1 mm de espessura e
dimensões de 10 x 20 mm, devidamente higienizados. A cada 48 horas os
cupons eram removidos lavados com tampão fosfato salina e colocados
novamente em placas de Petri. Testou-se a eficiência dos sanifícantes químicos
dicloro isocianurato de sódio a 100 mg/L, peróxido de hidrogênio a 500 mg/L e
ácido peracético entre 390 mg/L a 540 mg/L de ácido peracético e 550 mg/L a
830 mg/L de peróxido de hidrogênio nas células após o período de 15 dias, as
células foram então removidas com swab e quantificadas pela técnica da
microgota em superfície de ágar Baird-Parker e os cupons seguindo um
protocolo para microscopia eletrônica de varredura foram observados. Os
resultados comprovaram a formação de biofílme em ambas as superfícies
obtendo-se contagem na ordem de IO7 UFC/cm2. Uma contagem maior de
células de S. aureus foi observada na superfície dos cupons de vidro. Dentre os
sanifícantes utilizados, o ácido peracético apresentou melhor eficiência na
remoção das células aderidas nas superfícies dos cupons de aço inoxidável e
vidro, demonstrando 5,26 e 4,5 RD para as células aderidas na superfície de
vidro e aço inoxidável, respectivamente.

Comitê orientador: Profa. Dra. Roberta HildorfPiccoli - UFLA.



ABSTRACT

MARQUES, Simone Cristina. Formation of biofilms for Staphylococcus
aureus ATCC 25923 in the surfaces of stainless steel and glass and its
resistance the chemical sanitizer. Lavras: UFLA 2005. 64 p. Díssertation
(Master*s degree in Food Science)*

The microbial adhesion caused by deposition of microorganims on surfaces,
such as stainless steel, glass, polyestyrene, tin, wood, where the bactéria fixs and
initiate its growth, will originate colonies generating cellular mass enough to
agreggate proteins, phospholipid, lipid, carbohydrates and mineral salts forming
biofilms. Amoung the microorganisms involved in the adhesion process S.
aureus is particulary important. Thus, the objectives of this work were: a) to
verify the capacity adherence of S. aureus on surfaces of stainless steel and
glass, b) to evaluate the efficiency of sodium dichlore isocyanurate, hydrogen
peroxide and peracetic acid to detach cells of S. aureus from surfaces of steell
and glass and c) visualize the adherence cells of 5. aureus on surfaces of glass
and stainless steel before and after the use of the sanitizers. The cells of S.
aureus standardized to get IO5 CFU/mL, were inoculated 10 mL of the culture
into Petri dishes containing 60 mL of broth BHI. 20 coupons de stainless steel
AISI 304 and coupons of glasss, both with 1 mm of thickness and dimension of
10x20mm, proferly hygienezed were placed into dishes Peti. Every 48 hours the
coupons were removed washed with salt phosfate buffer and placed in Petri
dishes. Were tested theefficiency thechemical sanitizer diclhore isocyanurate of
sodium of the 100 mg/L, the hydrogen peroxide of the 500 mg/L and acid
peracetic enters 390 a 540 mg/L ofthe peracetic acid and 550 a 830 mg/L of the
hydrogen peroxide after a period of 15 days on cells that were removed with
swab and quantifíed for the technique of the microdrop in agar surface Baird
Parker and coupons following a protocol for scaiming eletronic microscopy were
observed. The results proved the formation of biofílm in both surfaces having
gotten itselfcouting in the order ofí07 UFC/cm2. Abigger counting ofS. aureus
cell was observed in the surface of glass coupons. Among the utilizeded
sanitizer, the peracetic acid presented better efficiency for removing cells
adhered on surfaces of coupons of stainless steel and glass, demonstratíng 5,26
and 4,5RD for the cells adhered in the surface of glass and stainless steel,
respectively.

Guidance Committee: Profa. Dra. Roberta HildorfPiccoli - UFLA.



1 INTRODUÇÃO

A adesão microbiana é originada pela deposição de microrganísmos em

superfícies como as de aço inoxidável, vidro, poliestireno, estanho e madeira,
onde as bactérias se fixam e iniciam seu crescimento. A adesão da bactéria a

essas superfícies pode ser facilitada por apêndices celulares, como pili, flagelos
e fímbrias, por facilitarem o contato entre superfície e célula. Esse crescimento
celular originará colônias gerando uma massa celular suficiente para agregar

proteínas, fosfolipídeos, lipídeos, carboidratos e sais minerais, debabco da qual
os microrganísmos formando um cultivo puro como aqueles biofilmes formados
por Staphylococcus aureus, Pseudomonas fragi, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, histeria mónocytogenes ou uma associação

possibilitando o desenvolvimento de biofilmes multi-espécies.
Os biofilmes podem ser benéficos^ como para produção de vinagre e

tratamento de resíduos, assim como podem ser maléficos no que concerne à

corrosão de metal no qual o biofílme está localizado ou quando biofilmes

formados por bactérias deterioradoras ou patogênicas podem gerar perdas para a

industria e tornar o produto potencial veiculador de doença.

Existem várias teorias propostas para a formação de biofílme, as quais

baseiam-se em uma fase reversível devido à ação de forças de Van der Waals e

outra fase irreversível, que envolve aadesão física da célula com a superfície por

meio do glicocálix, material extracelular de natureza polissacarídica ou protéica
produzido pela bactéria e que favorece a adesão de bactérias gram-positivas e
gram-negativas a superfícies.

Vários fatores, como pH, temperatura, meio de cultivo e presença de

matéria orgânica, podem influenciar a adesão de microrganismo à superfície.
Dentre os microrganísmos envolvidos no processo de adesão, o Staphylococcus
aureus, uma bactéria gram-positiva, pode ser citado como sendo capaz de gerar



conseqüências indesejáveis à quaUdade dos produtos alimentícios e danos à

saúde do consumidor.

A formação de biofilmes por Staphylococcus aureus pode ser

conseqüência de superfícies mal higienizadas, aliada a condições insatisfatórias
de higiene pelos manipuladores, seja na manipulação da matéria-prima ou no

produto final.

Existem muitos trabalhos relatando a formação de biofilmes por

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis eamaioria destas pesquisas

promove a formação de biofilmes em condições laboratoriais.

A importância de seavaliar a formação de biofilmes por Staphylococcus

aureus é dada por ele ser o principal agente causador de doenças veiculadas por

alimentos em muitos países, entre eles o Brasil.

A sanifícação que pode ser realizada por sanifícantes físicos, como calor,

água ou ar quente e radiação ultravioleta, ou por sanifícantes químicos, como

compostos clorados, iodóforos, quartenário de amônia e ácido peracético, entre

outros.

Pelo exposto, os objetivos deste trabalho foram: a) verificar acapacidade

de adesão deStaphylococcus aureus às superfícies de aço inoxidável e vidro, b)

avaliação da eficiência do dicloro isocianurato de sódio, peróxido de hidrogênio

e ácido peracético na inativação de células de Staphylococcus aureus das

superfícies de aço e vidro e c) visualização, por meio da microscopia eletrônica
de varredura, das células aderidas de S. aureus às superfícies de vidro e aço

inoxidável antese após o uso dos sanifícantes.



2 REREFENCIAL TEÓRICO

2.1 Adesão microbiana e formação de biofilmes

A adesão microbiana ocorre devido à deposição de microrganísmos em

uma superfície de contato onde se fixam e iniciam seu crescimento. Essa
multiplicação celular dá origem acolônias e, quando amassa celular ésuficiente
para agregar nutrientes, resíduos e outros microrganísmos, estabelece-se o
biofílme (Zotolla& Sasahara, 1994).

Os biofilmes são constituídos de bactérias aderidas às superfícies quepor

sua vez, são envolvidas por uma matriz de polímeros orgânicos, ou seja, são
depósitos onde microrganísmos estão fortemente aderidos a uma superfície por
meio de filamentos de natureza protéica ou polissacarídica, denominados

glicocálix (Criado et ai., 1994).

A matriz de polímeros extracelulares de natureza polissacarídica ou

protéica, também conhecida como glicocálix, expõe-se exteriormente à
membrana externa das células gram-negativas e ao peptideoglicano das células

gram-positivas. Ela é sintetizada por polimerases, constituindo-se em uma
estrutura composta de diversas fibras de polissacarídeo ou proteínas globulares
e, em seu estado hidratado contém cerca de 98% a 99% de água, protegendo,
assim, as células de desidratação, jáque podem reter água em quantidades muito
maiores que a sua massa e se desidratam lentamente (Morton et ai., 1998;

Figueiredo, 2000).

O glicocálix é formado pela adesão superficial dos microrganísmos e
oferece condições para que estas estruturas se fixem à superfície. È rígido e
sobrevive em ambientes hostis. Isto bloqueia e retém os nutrientes para o

crescimento do biofílme, além de oferecer proteção às células planctônicas

contra agentes antimicrobianos (Tortora etai., 2000).



Essa matriz de polímeros extracelulares contém vários grupos

funcionais, incluindo grupos carboxilas, amino e fosfatos e consiste de várias
substâncias orgânicas, como polissacarídeos, proteínas, ácidos nucléidos e

lipídeos. Aimportância dessa matriz está relacionada com o estágio inicial na
formação de biofílme, devido a alterações físico-químicas que essa matriz
promove na superfície celular como alterações na carga e hidrofobicidade
(Tsuneda et ai., 2003).

Os biofilmes contêm partículas de proteínas, lipídeos, fosfolipídeos,

carboidratos, sais minerais e vitaminas, entre outros, que formam uma espécie de
crosta, debaixo da qual os microrganismos continuam crescer, formando um

cultivo puro ou uma associação com outros microrganismos. No biofílme, os
microrganismos estão mais resistentes à ação de agentes físicos e químicos,
como os utilizados nos procedimentos de higienização (Mosteler & Bishop,

1993;Parizzi, 1999; Richard et ai., 2003).

Os biofilmes nas indústrias de alimentos podem ser benéficos em alguns

casos, como por exemplo, os existentes em biorreatores para a produção de
fermentados, como o vinagre, em que bactérias que produzem ácido acético se

agregam em fragmentos de madeira e convertem o substrato em produto.
Agregados microbianos também são usados em tratamentos aeróbios e
anaeróbios de afluentes domésticos e industriais. No processo de tratamento de

água potável, a remoção de nitrogênio, carbono biodegradável e percursores de
trihalometanos pode ser obtida por biofilmes microbianos submersos (Parizzi,

1999; Macedo, 2001).

A presença do biofílme pode gerar condições favoráveis à corrosão do

metal onde o biofílme está posicionado. Pode ocorrer corrosão localizada pela

aeração diferencial que as células sofrem em função da distribuição irregular no
biofílme e pela formação desítios de anaerobiose na base do biofílme, em razão

de a respiração microbiana consumir o pouco oxigênio presente. Tal situação



gera condições favoráveis para o crescimento de bactérias sulfato-redutoras que

usam o hidrogênio. Este elemento é gerado em meio ambiente anaeróbio, pela

combinação de prótons e elétrons que, por sua vez, aumentam a corrosão do

metal. Os sulfato-redutores também produzem metabólitos corrosivos, como os

sulfitos, que levam à incorporação de produtos de corrosão, como o sulfito de

ferro dentro da matriz do biofílme (Zacheus et ai., 2000; Beech & Sunner,

2004).

Os biofilmes formados por microrganismos patogênicos ou deteriorantes

passam a ser indesejáveis em superfícies que mantêm contato com alimentos

(Zotolla, 1997).

2.2 Teorias de formação de biofílme

Existem várias teorias propostas para a formação de biofilmes (Figura

1). A primeira teoria, descrita por Marshall et ai., (1971), citados por Zotolla

(1997), ressalta quea adesão emsuperfícies sólidas é umprocesso queacontece

em duas etapas. Na primeira etapa, o processo é ainda reversível, pois o

microrganismo está fracamente aderido à superfície por meio de forças de Van

der Walls e atração eletrostática, o que promove uma fácil remoção da célula

bacteriana. Na segunda etapa, o processo é irreversível, depende do tempo de

aderência e envolve adesão física da célula com a superfície por meio de

material extracelular de natureza polissacarídica ou protéica produzido pela

bactéria, denominado matriz de glicocálix, que suporta a formação de biofilmes.

O glicocálix é produzido após o processo de adesão superfíciall e vai fornecer

condições de adesão do peptidioglicano das bactérias gram-positivas e a parte

externa da membrana externa dasgram-negativas (Mosteller & Bishop, 1993).

^-n Uma segunda teoria sugere a existência de cinco etapas diferenciadas

que podem ser citadas na seguinte ordem: condicionamento da superfície pela
adsorção de material orgânico; transporte de células e de nutrientes para o sítio



de aderência; processo de adesão bacteriana, ainda reversível por atração
eletrostática; crescimento celular e colonização e adesão irreversível. O biofílme
apresenta alta atividade metabólica, liberação de células localizadas na periferia,
como demonstrado na Figura 1 (Duddridge & Pritchard, 1983, Characklis &

Cooksey, 1983, Characklis, 1984 citados por Macedo, 2001).
Uma terceira teoria proposta por Dormans et ai., (1991) citados por Zotolla

(1997), indica a formação do biofílme em três etapas que seria a fixação da
bactéria seguida pela consolidação da bactéria na superfície e, por último, a
colonização eocrescimento da bactéria na superfície. Na etapa de consolidação,
ocorre a produção de material extracelular que facilita a fixação dos
microrganismos. Nesta fase não se consegue retirar as células fixadas por

rinsagem.

Forças Van der

Região reversível

Forças Van der
Waals, interações Forças Van der

Waals,

interações

eletrostáticas,

Região irreversível

Adaptado de Busscher & Weerkamp (1987), Characklis (1984), Marshall (1971), Notermans
(1994), citadospor Zotolla(1997).

FÍGURA 1 Representação esquemática das interações envolvidas na adesão
bacteriana a um substrato sólido.



•i
Segundo a teoria proposta por Busscher & Weerkamp (1987) o

mecanismo de adesãobacteriana segue alguns passos:

Distâncias de separação maiores que 50 rim; somente as forças atrativas

de Van der Waals atuam na adesão da bactéria ao substrato. Essa distância é

relativamente grande para a oposição de forças e o reconhecimento de
componentes específicos de superfície. A aproximação é mediada por
propriedades não-específicas da superfície da célula;

A uma distância entre 10 e 20 rim, ocorrem interações em virtude da

repulsão eletrostática, força que se opõe às forças de Van der Waals. Nesta
etapa, é possível que aadesão seja reversível, porém, altera-se com otempo para

pouco reversível ou essencialmente irreversível, em razão do rearranjo da
superfície da célula, oque leva ainterações de curta distância. Para isso, o filme
de água precisa ser removido da interface bactéria/superfície. Omaior papel da
hidrofobicidade e dos componentes de superfície hidrofóbica na adesão

bacteriana, provavelmente, é em razão do efeito desidratante nesse filme de
água, oque possibilita aocorrência de interações específicas de curta distância.

A uma distância menor que 1,5 T|m, em que a barreira da energia

potencial já foi superada, interações específicas, como as que podem se originar
de forças polares de curta distância, podem ocorrer. Essas interações podem
levar a umaligação essencialmente irreversível;

A interação específica é uma interação microscópica, como a interação

entre um componente da superfície da célula e o substrato ocorre a uma

distância extremamente curta e permite ligações específicas iônicas, pontes de

hidrogênio e outras ligações químicas. A interação não-específica é definida
como aquela que ocorre em virtude da propriedade de superfície microscópica
total, como as cargas ou a energia livre de superfície. Essas interações podem
atuar a consideráveis distâncias do substrato. Mais recentemente, foi proposto



um valor calculado com base na força de Van der Waals, em que uma longa

distância seria > 50 T|m, enquanto a curta seria menor que 1,5 r)m.

Após o contato inicial com a superfície, os microrganismos iniciam a
produção de fibras finas, que podem ser vistas por microscopia eletrônica. Essas
fibras se tornam mais grossas com o tempo, levando à formação da matriz do
biofílme. Dentro da matriz, outras substâncias orgânicas e inorgânicas e material

particulado podem existir juntamente com microrganismos. A produção de
exopolissacarídeo aumenta com a adesão da bactéria à superfície. Caso as
células do biofílme sejam reinoculadas no meio, como células planctônicas,
haverá redução na produção de exopolissacarídeos (Kumar &Anand, 1998).

? . l
23 Fatores queinfluenciam aadesão microbiana

Vários fatores podem influenciar a adesão de microrganismos às

superfícies como a fase de crescimento da célula, o tipo e propriedades do
material, a presença de matéria orgânica, o pH e a temperatura do meio que
envolve o microrganismo (Pompermayer &Gaylarde, 2000).

As células bacterianas possuem carga negativa e de potencial de

hidrogênio (pH) em torno de 3; nas bactérias gram-positivas, a carga negativa é
originária dos ácidos teicóicos e teiurônicos da parede e dos polipeptídeos do
glicocálix; nas gram-negativas, essa carga negativa é originária dos
tipopolissacarideos e proteínas da membrana externa em conjunto com os

polímeros doglicocálix.
A hidrofobicidade está relacionada a componentes hidrofóbicos

presentes na membrana externa do microrganismo. Acredita-se que interações
hidrofóbicas apresentam papel relevante na adesão de microrganismos, tanto em
superfícies inertes para processamento de alimentos, quanto em superfícies de
alimentos. Os microrganismos podem apresentar variações na hidrofobicidade,



dependendo do modo de crescimento bacteriano e das condições de cultura

(Hood&Zottola,1995).

Células bacterianas sob inanição causam queda no seu crescimento. Na

fase exponencial, oseu crescimento ou asua paralisação são acompanhados pelo
aumento na resistência a antibióticos. Estudos recentes sugerem que o baixo

crescimentos das células dentro do biofílme não é causado pela escassez de

nutrientes, mas por resposta ao stress iniciado pelo crescimento dentro do

biofílme.

Tanto a bactéria quanto o substrato adquirem cargas superficiais

(geralmente negativa) como resultado da adsorção de íons ou de ionização de
grupos de superfície. Assim, quando a bactéria se aproxima da superfície do
substrato, interações começam a se desenvolver, as quais são resultantes das

cargas positivas e negativas que circundam as duas superfícies. Porém, estas

cargas de superfície podem atrair íons com carga contrária, que estão presentes

na fase aquosa circundante. A magnitude dessa força depende do potencial das
duas superfícies, da força iônica e da constante dielétrica do meio circundante,

além da distância entre a bactéria e o substrato (Denyer, 1993 citado por

Figueiredo, 2000).

Quando as células são atraídas para a superfície do substrato, interações

começam a ocorrer com produção de substâncias exopoliméricas formando
ponte entre o microrganismo e o substrato, embora a produção destas
substâncias extracelulares não dependam das mesmas interações eletrostáticas.

(Zottola & Sasahara, 1994).

Os microrganismos, assim como algumas superfícies biológicas nas

quais eles se aderem, freqüentemente têm carga negativa sob condições
fisiológicas (Busscher &Weerkamp, 1987). Dessa forma, aespécie, o meio de
cultura e a concentração do microrganismo podem afetar o processo de adesão

(Mosteller & Bishop, 1993).



Adistribuição dos microrganismos dentro do biofílme não éuniforme. O
seu crescimento na matriz é intercalado por canais de água altamente

permeáveis. A composição do biofílme é heterogênea, devido à presença de
grande número de variados microrganismos com várias propriedades fisiológicas
e metabólicas como resposta ao pH e requerimentos nutricionais ocorrendo
dentro da matriz polimérica. Pode ocorrer interdependência entre as espécies,
contribuindo para oaumento da resistência aagentes antimicrobianos (Kumar &
Anand, 1998; Morton et ai., 1998).

Em ambientes naturais, as células microbianas necessitam adaptar-se a

alterações no meio vizinho, mas as células dentro da matriz de biofílme não
necessitam desta adaptação, pois a matriz proporciona troca de nutrientes
orgânicos. Como muitos dos polímeros da matriz são de natureza aniônica, eis
podem se ligar aos cátions eproporcionar reserva desses nutrientes. A própria
matriz pode funcionar como reserva de energia ecarbono. Os microrganismos,
normalmente, não utilizam as substâncias poliméricas que eles sintetizam, mas
espécies heterogêneas dentro da matriz são capazes de degradar e utiliza-las,
alterando assim a composição e estrutura do biofílme. Devido a proximidades
das células microbianas na matriz do biofílme, acompetitividade por nutrientes

disponíveis émuito grande. Por este motivo, os agentes microbianos que entram
namatriz acabam destruindo as células vizinhas (Sutherland, 2001).

A estrutura da comunidade de biofílme varia com a localização, a

natureza dos microrganismos e a disponibilidade de nutrientes. Células
colonizadas produzem polissacarídeo extracelular e migram até a superfície
lentamente. As células formam juntas, pequenos agrupamentos no pilar ou

estruturas em forma de cogumelo. Canais cheios de água são formados entres

estas pequenas colônias, constituindo sistema circulatório primitivo, distribuindo
nutrientes e removendo produtos desnecessários para as comunidades de células

nas microcolônias (Sutherland, 2001).
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Colonizadores primários sãoos microrganismos que aderem primeiro à

superfície, favorecendo a adesão de espécies compatíveis. A presença desses

colonizadores primários inibe, mas não impede a aderência de outras bactérias.

Estes colonizadores primários modificam as características da superfície

aderidas pelo seu crescimento e reprodução, contribuindo para a adesão de

bactérias secundárias, detritos orgânicos, minerais, dentre outros (Beech &

Sunner, 2004).

Após a etapa de crescimento, o biofílme passa pela fase de liberação de

células, que ocorre de duas formas: Primeiramente, há a erosão em que o

microrganismo presente no biofílme sofre contínua remoção. Em um segundo

momento, ocorre a liberação esporádica de partículas maiores do biofílme. A

liberação de células por erosão pode ser influenciada por fatores ambientais,

químicos ou alteração das propriedades da superfície de contato ou da bactéria

(Denyer et aL, 1993, citados porFigueiredo, 2000).

IA Microrganismos envolvidos em processos de adesão

Um grande número de microrganismos alteradores e patogênicos é.capaz

de participar com maior ou menor intensidades dos processos de adesão. Dentre

os alteradores estãoPseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Micrococcus

spp e Enterococcus faecium (Criado et ai., 1994; Leriche & Carpentier, 1995;

Wirtanen et ai., 2001). Dentre as bactérias patogênicas incluem-se histeria

mónocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella thyphimurium, Escherichia
coli 0157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (Leriche & Carpentier,

1995; Parizzi, 1999;Pompermayer & Gaylarde, 2000).

Estes microrganismos participam doprocesso de adesão com intensidade

variada e a liberação desses microrganismos poderá originar conseqüências

indesejáveis à qualidade do alimento e fazer com que estes produtos se tornem

um potencial veiculador desses patógenos.
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As bactérias do gênero Staphylococcus (do grego Staphyle = uva)

pertencem à família Micrococcaceae e apresentam-se como cocos gram-

poshivos, com diâmetro entre 0,5 a l,5um, imóveis, agrupados em massas
irregulares ou em cachos de uva. São aeróbios ou anaeróbios facultativos,
produtores de catalase e normalmente beta-hemolíticos. Fermentam a glicose
com produção de ácido, tanto em aero como em anaerobiose, diferenciando-se,
assim, dos microrganismos do gênero Micrococcus, que só fermentam em

aerobiose.

Atualmente, cerca de 33 espécies de Staphylococcus são reconhecidas,

podendo ser divididas em duas categorias: coagulase positiva e coagulase
negativa. Essa divisão ébaseada na capacidade de coagulação do plasma, que é
uma propriedade considerada como importante marcador de patogenicidade dos
estafilococos (Behme et ai., 1996; Trabulsi et ai., 1999). Dentre estas espécies, o
Staphylococcus aureus permanece como a mais freqüentemente associada às
doenças estafilocócias, seja deorigem alimentar ounão.

O crescimento para Staphylococcus aureus ocorre em larga faixa de

temperatura, 6,5°C a50°C, com o ótimo entre 30°C e 40°C. Quanto ao pH ele
varia entre 4,0a 10,0 sendo osvalores ótimos entre 6,0a 7,0.

Quanto aa^o desenvolvimento deste microrganismo está na faixa de
0,83 a0,99, sendo considerado único em sua capacidade de crescer em valores
inferiores aos considerados normais para bactérias não-halófílas. São também

tolerantes a concentrações de 10% a 20% de NaCl e a nitratos, o que torna os

alimentoscurados veículos potenciais para as mesmas.

Um tratamento térmico de 60°C por 12 minutos é necessário para a

morte de 99,999% da população bacteriana em leite integral e cerca de 21

minutos na mesma temperatura para se obter o mesmo grau de destruição no

soro (Shebuski, 1983).
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A contaminação por Staphylococcus aureus pode resultar de fonte

humana, animal ou ambiental. Em alimentos em que o processamento visa

destruir este microrganismo, a presença do Staphylococcus aureus pode indicar
contaminação pela pele, boca, fossas nasais dos manipuladores do alimento,

introduzidos diretamente por lesões infectadas nas mãos e braços ou por tosse e

espirros, comuns nas infecções respiratórias.

O contato com superfícies inadequadamente higienizadas dos

equipamentos de produção ou exposição do produto alimentício também podem
ser fonte decontaminação por Staphylococcus aureus. Portanto, sua presença em

linhas de processamento de alimentos tem sido considerada como um indicador
de condições precárias de higiene e manipulação inadequada da matéria-prima

oudo produto final (Notermans &Wermans, 1991).

Dentre os principais substratos alimentícios, envolvidos

epidemiologicamente como capazes de tolerar o desenvolvimento natural e
artificial do Staphylococcus aureus, podem ser citados os produtos lácteos

(queijos, leite cru, pasteurizado e em pó, manteiga e sorvetes), produtos de
confeitaria (bolos recheados, tortas e doces cremosos), carnes frescas e curadas,

ovos e massas alimentícias.

No Brasil, trabalhos referentes à condição microbiológica dos queijos

evidenciam que Staphylococcus aureus pode atingir contagens suficientemente

altas para causar intoxicação alimentar. Esta situação é encontrada em vários
tipos de queijos, dos quais os mais citados são o queijo minas frescal e a
mussarela, com níveis de contaminação variando entre 10 e 10 UFC/g

(Sabioni et ai., 1994; Cerqueira etai., 1995; Rodrigues et ai., 1995).
A produção das enterotoxinas é compatível com o número de células.

Uma população mínima de IO5 UFC/g de alimento écitada como necessária para
produzir quantidade suficiente de enterotoxina para causar toxinose (ICMSF,
1996; Park et ai., 1994; Akhtaret ai., 1996).
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Entende-se por toxinose estafilocócica uma doença comum entre surtos

alimentares, que ocorre devido à ingestão de alimentos contaminados por
enterotoxinas produzidas por algumas espécies de Staphylococcus. Os sintomas
clínicos mais freqüentes são náuseas, vômitos, dores abdominais e diarréia sem
febre, que ocorrem após 2a6 horas da ingestão do alimento contendo atoxina
pré-formada (Betley &Harris, 1994). Podem ocorrer também dores de cabeça,
calafrios, queda de pressão arterial e, ainda, febres quando a quantidade de
toxina for muito grande. Quando há choque e desidratação, é necessária a

hospitalização para areposição de fluidos eeletrólitos.
Os surtos de toxinose alimentares são provocados por alimentos que

permaneceram no intervalo de temperatura ótima para ocrescimento eprodução
de toxina pelo microrganismo, por tempo variável, de acordo com o.nível de
inoculo etemperatura de incubação entre outros fatores.

Em muitos países da Europa, nos Estados Unidos e no Canadá, o

Staphylococcus aureus é o principal agente causador de doenças transmitidas
por alimentos (DTAs) (Meyrand et ai., 1999). Na França, atoxinose alimentar
por Staphylococcus aureus é o segundo mais freqüente causador de surtos de
doenças alimentares relacionados a produtos lácteos, depois da Salmonella
(Rosec&Gigaud,2002).

Recentemente, muitos casos de intoxicação alimentar estafilocócica têm

ocorrido no Brasil; porém, uma investigação mais completa destes surtos, bem

como sua notificação, não têm sido realizadas, o que leva à ausência de dados

mais precisos.

Staphylococcus spp., em especial o Staphylococcus aureus, produz
ampla variedade de exoproteínas que contribuem para sua capacidade de
colonizar e decausar doenças emhospedeiros mamíferos e aves. Quase todas as

cepas secretam enzimas ecitotoxinas, as quais incluem quatro hemolisinas (alfa,
beta, gama e delta), nucleases, proteases, lípases, hialuronidase e colagenase. A
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principal função destas proteínas é converter os tecidos locais do hospedeiro em

nutrientes necessários ao seu crescimento. Algumas cepas produzem uma ou

mais exoproteínas adicionais, as quais incluem a toxina da síndrome do choque

tóxico, as enterotoxinas estafilocócicas (SE), as toxinas esfoliativas e a

leucocidina. Cada uma destas toxinas é conhecida por seus potentes efeitos nas

célulasdo sistemaimunedos hospedeiros (Dinges et ai., 2000).

2.5 Moléculas e apêndices celulares envolvidos naadesão j

Os apêndices celulares, como fímbrias, pili e flagelos, ajudam na

aderência da bactéria às superfícies, porque facilitam o contato entre superfícies

e células (Hood & Zottola, 1995). Os apêndices de superfície podem servir de

ponte entre a célula e o substrato de adesão, anulando a repulsão eletrostática.
Esses apêndices podem variar em tamanho e rigidezJcliegando a tervárias vezes

o tamanho da célula. Muitos componentes de superfície da célula têm sido

reconhecidos como sondas moleculares, atuando estereoquimicamente com

moléculas de superfície oposta e são chamadas de adesinas (Busscher &

Weerkamp, 1987).

Os apêndices contribuem para as características de superfície, assim

como para a hidrofobicidade, a carga superficial, a energia livre, além do fato de
muitas substâncias poderem estar associadas com a superfície da célula e afetar

suas propriedades. Um bom exemplo é o composto ampifílico conhecido como
ácido lipoteicóico, que é essencialmente um constituinte da membrana

citoplasmática de muitas bactérias gram-positivas, porém, migra através da
parede celular para olíquido do meio ambiente (Busscher &Weerkamp, 1987).

Staphylococcus aureus expressa duas proteínas associadas com a

parede celular que se ligam à fibronectina (Fn) e são chamadas FnBPA e
FnBPB. Osmutantes de S. aureus que não possuíam o gene fnbA ou fhbB foram

efetivos em aderir a uma superfície, porém, o duplo mutante para fhbA e fhbB
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foi completamente deficiente na adesão. Se um dos dois tipos de genes for
fornecido pelos plasmídios, então, a adesão é restaurada (Dalton & March,

1998).

^ Proliferação das células para aderir e formar biofílme é mediada pela
produção do polissacarídeo intracelular adesina (PIA) ou poly-N-succnil-p-1,6-
glucosamina, sintetizado pelo gene produto do lócus ica do operon icaABCD.
Os genes e produtos do lócus ica foram demonstrados ser requeridos para
formação de biofílme e virulência e são regulados em resposta a fatores
ambientais, como glicose, anaerobiose, alta osmolaridade, aha temperatura,
limitação de etanol ou ferro (Mader &Camper, 2002; Stanley & Lazazzera,

2004).

Lócus conhecido responsável pelo quórum-sensing de S. aureus é o
locus agr que consiste de 4 genes (agrA, agrC, agrD, agrB). Este locus é
ativado durante a transição da fese de crescimento exponencial para a fase
estacionaria por um mecanismo autorregularório envolvendo um peptídeo
modificado que sinaliza a densidade celular (Voung etai., 2000).

2.6Tipos de superfíciede contato

Superfícies como aço inoxidável, vidro, borracha, fórmica, polipropileno
eferro forjado, podem contaminar ou aumentar a incidência de microrganismos,
sejam alteradores ou patogênicos que, sob determinadas condições, se
depositam, aderem e interagem com as superfícies e iniciam o crescimento
celular, formando o biofílme (Zotolla &Sasahara, 1994; Parizzi, 1999; Zacheus
etai.,2000; Pompermayer & Gaylarde, 2000).

O material mais freqüentemente usado para superfícies de

processamento de alimentos é o aço inoxidável e o tipo AISI 304 é o mais
recomendando (Tide et aL, 1999). Oaço inoxidável é mais resistente ao ataque

de substâncias químicas por agentes oxidantes e outros agentes sanifícantes
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usados na indústria de alimentos, sendo assim mais resistente à corrosão e mais

durável (Rassoni & Gaylarde, 2000).

2.7 Métodos de detecçãoe quantificação de biofilmes

2.7.1 Métodos visuais

As técnicas microscópicas são asmais recomendadas para a visualização

da adesão bacteriana, crescimento e formação de biofilmes em sistemas de

processamento de alimentos. Dentre os vários tipos de microscopia, pode-se
citar a microscopia de contraste, microscopia de epifluorescência, microscopia

eletrônicade varredura(MEV) e de transmissão (MET).

A microscopia de contraste é recomendada para acompanhar o

desenvolvimento do biofílme emtempo real, numasuperfície transparente.

Á microscopia de epifluorescência (EPF) é uma alternativa excelente na

quantifícação de células aderidas às superfícies. Para visualizar a adesão
bacteriana, usam-se substâncias fluorescentes, como o alaranjado de acridina,

para coloração direta das células, ou anticorpos fluorescentes que se ligam às

células, permitindo suaobservação (Costa, 1999).

Com o uso do corante alaranjado de acridina, as bactérias que são

viáveis fluorescem de laranja e as que fluorescem de verde são inviáveis. Logo,

no processo de contagem consideram-se apenas as células que fluorescem

laranja ou laranja avermelhado. De acordo com Hobbie et aL, (1977), citados
por Parizzi (1999), bactérias viáveis fluorescem laranja devido à predominância
do ácido ribonucléico (RNA). Enquanto as bactérias não viáveis, nas quais

predomina oácido desoxirribonucléido (DNA), fluorescem verde.
A microscopia eletrônica é mais indicada para a avaliação da interação

microbiana na matriz do biofílme. Este método preserva muito das estruturas

associadas que se mantêm em um estado hidratado e viáveL A fixação das
amostras é mais indicada para a avaliação da interação microbiana na matriz do
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biofílme. As amostras são fixadas usando-se agentes químicos, como o
glutaraldeído, oparaformaldeído eoósmio ou crio-fixadas, eela érapidamente
congelada para evitar danos às células pelos cristais de gelo (Zottai et aL, 1981;
Zottola, 1997; Kumar &Anand, 1998; Costa, 1999).

2.7.1.1Técnica de ATP bwluminescência

Métodos rápidos, sensíveis e precisos têm sido desenvolvidos para a
enumeração de microrganismos e detecção de resíduos orgânicos, a fim de
atender às necessidades das indústrias de alimentos (Kennedy &Oblinger, 1985;
Hawronskyj & Holah, 1997; Geen et aL, 1998). Dentre eles, encontra-se a
técnica de ATP bioluminescência, que se baseia na determinação da quantidade
de ATP presente sobre as superfícies avaliadas, seja ATP de origem microbiana
ou não (Kennedy & Oblinger, 1985; Griffiths, 1993; Giese, 1995; Tydrich,

1996).

Atécnica de ATP bioluminescência consiste em remover os resíduos da

superfície, geralmente com swab esterilizado, colocando-os em contato com o
complexo enzimático luciferina/luciferase, obtido da cauda do vagalume
(Photinus pyralis) (Griffiths, 1993; Giese, 1995; Velazquez &Feirtag, 1997). A
enzima luciferase utiliza a energia química contida na molécula de ATP para

conduzir adescarboxilação oxidativa da luciferina, resultando na emissão de luz,
epara cada ATP um fóton de luz éemitido (Giese, 1995; Hawronskyj &Holah,
1997). Aatividade ótima ocorre em pH 7,75 e a temperaturas de 18°C-22<€
(Tydrich, 1996).

Como o ATP está presente tanto em organismos vivos quanto em

resíduos orgânicos e, ainda, como ATP livre, a determinação de ATP
microbiano depende da eficiência da separação da bactéria do resíduo orgânico,
seguida da extração e medida do ATP microbiano, ou da extração seletiva e
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destruição enzimática do ATP não-microbiano, seguidas pela extração e medida
do ATP microbiano (Kennedy &Oblinger, 1985; Giese, 1995; Tydrich, 1996).

A luzemitida é medida em um aparelho conhecido como luminômetro,

que normalmente consiste de um fotomuraplicador e um amplificador unido a
um registrador, sendo os resultados geralmente 28 expressos em unidades
relativas deluz (URL) (Hawronskyj & Holah, 1997).

Esta técnica está sendo utilizada pelas indústrias de alimentos, de

bebidas, como cervejarias, de laticínios, entre outros, para a detecção de
bactérias contaminantes e também na avaliação do processo de higienização

empregado (Kennedy & Oblinger, 1985; Griffiths, 1993; Tydrich, 1996;
Velazquez &Feirtag, 1997). Contaminantes químicos, como resíduos de agentes
de limpeza esanifícantes presentes nas superfícies, podem mudar a quantidade
de luz emitida ou detectada, pois possuem compostos, como surfactantes, sais,
corantes e íons metálicos, que podem interferir na reação enzimática (Velazquez

&Feirtag, 1997; Green etaL, 1998).

2.7.2 Métodos não visuais

Existem diversos métodos disponíveis para a determinação de células

viáveis nas superfícies utilizadas para o processamento de alimentos. Os
métodos utilizados para amostrar e enumerar biofilmes envolvem a coleta de
amostras pela remoção dos microrganismos aderidos por meio de rinsagem,
raspagem, swab ou após uso do vórtex. Em seguida, ocorre adiluição da amostra
em diluente esterilizado, adição da amostra diluída em placas de Petri, adição de
um meio seletivo, incubação em tempo etemperatura favoráveis ao crescimento
da espécie bacteriana a ser trabalhada eapós contagem do número de colônias
que serformaram (Kumar &Anand, 1998)

Alguns aspectos devem ser considerados quando se trabalha com os
métodos não-visuais, como: todas as células sésseis devem ser removidas da
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superfície da amostra, pois ela não deve conter células planctônicas; os
diferentes microrganismos do biofílme devem crescer nas condições favoráveis
aos seus crescimentos e os resultados devem refletir o queacontece no biofílme

(Parizzi, 1999). Outros métodos não visuais como medidas de impedância e de
bioluminescência podem ser aplicados à avaliação de aderência bacteriana e

formação de biofilmes.

2.8 Sanifícantes

A sanificação visa eliminar microrganismos patogênicos e reduzir

alteradores das superfícies de equipamentos, utensílios, manipuladores e dos

ambientes até níveis considerados seguros, podendo ser realizada tanto por

sanifícantes físicos, como o calor, na forma de vapor, água ou ar quente, e a

radiação ultravioleta, quanto por sanifícantes químicos, como os compostos

clorados, iodóforos, composto quartenário de amônia, ácido peracético, entre

outros (Andrade &Macedo, 1996; Rocha etaL, 1999).

Esses agentes químicos caracterizam-se por apresentar níveis de

eficiências variáveis em virtude das diferentes formulações, valores de pH, tipos

de embalagem, condições de armazenamento e resíduos contaminantes.

Caracterizam-se também por serem eficientes contra formas vegetativas de

bactérias, mesmo em baixas concentrações, o mesmo não ocorrendo com

esporos bacterianos. As células vegetativas são rapidamente eliminadas, na
maioria das vezes, pelos sanifícantes; em contrapartida os esporos são muito

mais resistentes. /A forma esporulada de uma espécie bacteriana pode ser cerca
de IO5 vezes mais resistentes do quea forma vegetativa quando submetida ao

calor e entre IO2 e IO4 vezes quando seusam agentes químicos.

O sucesso no programa de higienização das indústrias de alimentos depende da

escolha correta dos age ntes de limpeza e sanificação, que é baseada no tipo e

grau dos resíduos aderidos às superfícies, na qualidade da água empregada, na
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natureza da superfície a ser higienizada, nos tipos e níveis de contaminação

microbiológica e nos métodos de higienização aplicados (Andrade & Macedo,

1996).

2.8.1 Sanifícantes químicos

A maioria dos sanifícantes químicos é agente oxidante. Assim, pode ter

suas atividades reduzidas por compostos inorgânicos e orgânicos presentes no

meio a ser tratado. Em inativação química de microrganismos, o mais

importante não é a quantidade de substância química aplicada, mas o residual
desta no meio depois de a demanda ter sido suprida (Wickramanayake & Sproul,

1991).

No Brasil, o hipoclorito de sódio é o agente sanifícante mais empregado,

todavia, o ácido peracético tem certas vantagens, como a de não reagir com

proteínas para produzir compostos tóxicos ou carcinogênicos eter baixo impacto

ambiental.

2.8.1.1 Compostos clorados

A ação de agentes clorados resulta de uma interação oxidativa com

grupos sulfídricos na parede celular ou protoplasto de certas enzimas; devido a
esta atividade oxidativa do cloro, a atividade das proteínas celulares é destruída.

Além disso, acredita-se que o cloro induz à irreversibilidade em reações de

descarboxilação (Blomfield, 1994).

Os compostos clorados são os sanifícantes mais largamente usados por

possuírem custos relativamente baixos serem de fácil preparação e aplicação e
eficazes para inativar bactérias gram-positivas e gram-negativas, assim como

bolores e esporos bacterianos, e não serem afetados pela água dura. No entanto,

apresentam desvantagens, como corrosão, quando usados incorretamente; são
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afetados pela matéria orgânica, podem provocar irritação na pele e causar
alterações de sabor nos alimentos (Giese, 1991; Gava, 1998).

Vários compostos à base de cloro orgânico e inorgânico estão
disponíveis no mercado. Dentre os compostos orgânicos destacam-se a
cloramina T, dicloramina T, diclorodimetühidantoína, ácido
tricloroisocianúricol e o ácido dicloroisocianúrico (Andrade & Macedo, 1996;

McDonnel &Russell, 1999). Em relação aos compostos inorgânicos, podem ser

destacados ocloro gás, o dióxido de cloro e os hipocloritos de sódio, de cálcio
ou de lítio; dentre estes, o hipoclorito de sódio (NaClO), comercializado sob a
forma líquida, em teores de 1% a 10%, éomais usado. Os compostos clorados
inorgânicos apresentam ação mais rápida e eficiente, tendo como principal
desvantagem o alto poder corrosivo, quando usado incorretamente. Já os
compostos clorados orgânicos, ou/cloraminas orgânicas, são mais estáveis ao
armazenamento etambém em solução aquosa, o que implica uma liberação mais

lenta do ácido hipocloroso, permanecendo efetivos por mais tempo/Estes são
menos reativos com a matéria orgânica e formam menores quantidades de

trihalometanos, sendo, no entanto, mais caros (Andrade &Macedo, 1996).
Os fatores que afetam a atividade biocida dos compostos clorados,

sozinhos ou em combinação, são: o pH, a concentração, a temperatura e a

presença de matéria orgânica, de amônia e compostos amoniacais, de iodo ou
bromo (McDonnel &Russel, 1999; Yokimi, 2001).

O mecanismo de ação dos compostos clorados orgânicos e inorgânicos,

com exceção do dióxido de cloro, é semelhante: quando estão em solução
aquosa, liberam ácido hipocloroso, em sua forma não-dissociada, que apresenta
ação antimicrobiana (Giese, 1991; Meyer, 1994; Andrade & Macedo, 1996;
Yokimi, 200l/ Odióxido de cloro não se hidrolisa em solução aquosa eo
agente ativo éamolécula inteira (Andrade &Macedo, 1996).
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As hidrólises dos compostos clorados inorgânicos e das cloraminas

orgânicas eadissociação do ácido hipocloroso estão apresentadas nas equações
1,2,3 e4 (Andrade &Macedo, 1996;Yokimi, 2001).

Cl2 +H20 4 • HC10 +HC1 (equação 1)

NaClO +HiO 4 • HClO +NaOH (equação 2)

=N-C1 +H20 «4 »> HC10 +=N-H (equação 3)
HCIO <4 • H* +0C1" (equação 4)

A concentração de ácido hipocloroso é determinada pelo pH, pela
constante de dissociação (pKa = 7,5 a 30^) e pela concentração em cloro
residual livre da solução. Esses fatores podem ser relacionados num rearranjo da
equação de Henderson-Hasselbalch (equação 5):

mg/i Hp fíno =mp/I, de cloro residual livre (equação 5)
1 + 10 pH_pKa

em que pH =pH da solução utilizada; e

pKa =7,5 (pKa do ácido hipocloroso)

Oácido hipocloroso tem sido considerado omelhor agente na inativação
bacteriana, por romper a fosforilação oxidativa e a atividade de outras
membranas associadas. O íon CIO" tem efeito instantâneo comparado com

HOC1 nos hipocloritos, dicloroisocianurato ecloramina T(McDonnel &Russell,

1999).
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A atividade antimicrobiana aumenta com a diminuição do pH, pois

ocorre a formação de ácido hipocloroso na presença de íons H+. Já o aumento
do pH diminui a atividade antimicrobiana, devido ao fato de a reação ocorrer na
direção inversa na presença de (OH>, prevalecendo o íon hipoclorito (Giese,
1991; McDonnel & Russel, 1999).

Recomenda-se, geralmente, uma concentração de 100 mg/L de cloro

residual livre, quando a sanificação érealizada por imersâo ou circulação por 15
a 30 minutos de contato, e de 200 mg/L, quando o processo é por aspersão, ou

nebulização com um tempo de contato de 15 a20 minutos (Andrade &Macedo,

1996).

2.8.1.2 Ácido peracético
Oácido peracético é produzido pela reação de ácido acético ou anidrido

acético com peróxido dehidrogênio (equação 6):

CH3C02H +H202 M • CH3C03H +H20 (equação 6)

Para prevenir a reação inversa, a solução de ácido peracético apresenta
em sua formulação, além do ácido acético e do peróxido de hidrogênio, um
estabilizante. Este pode ser um agente seqüestrante (pirofosfato de sódio) ou um
agente quelante (8- hydroxyquinoline), que remove traços de metais, os quais
aceleram a decomposição deperóxidos (Kitis, 2004).

/Às indústrias de alimentos, bebidas e laticínios têm aplicado amplamente
oácido peracético, que éum agente antimicrobiano mais potente que operóxido
de hidrogênio, por não ser afetado pela presença de catalase (Yokimi, 2001). O
ácido peracético apresenta excelente ação sobre bactérias gram-positivas, gram-
negativas, vírus, esporos bacterianos, cistos protozoários além de ser potente
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esporos, pois é eficaz em baixas concentraçõs (<0,3%) (McDonnell & Russell,

1999; Kitis, 2004)^/
O ácido peracético pode ser eficiente sob ampla faixa de temperatura,

considerando que, assim como outros sanifícantes, reduções microbianas
aumentam com o aumento da temperatura da água durante a sanificação com

este agente: Além disso, permanece efetivo na presença de matéria orgâmca e
/' -----^ mm cr - //

decompõe-se em produtos não-tóxicos ao meio ambiente (Kitis, 2004yTem sua
atividade afetada pelo pH com maior atividade em baixos pH, assim, em

condições alcalinas (pH 9), a espécie predominante está na forma ácida
dissociada, resultando na diminuição da eficiência de sanificação (Kitis, 2004).

/É provável que o mecanismo de ação do ácido peracético esteja
relacionado com desnaturação de proteínas e enzimas e aumento da

permeabilidade celular pela ruptura das ligações dissulfeto (S-S) e sulfidrilas
(-SH) (McDonnell & Russell, 1999).

2.8.13 Peróxido de hidrogênio

O peróxido de hidrogênio é um forte oxidante devido à liberação do
chamado oxigênio atômico [O], sendo há muito tempo utilizado como agente

bactericida eesporicida (equação 7), demonstrando eficiência de grande espectro

contra vírus, bactérias, leveduras, e esporos bacterianos. Em geral, proporciona

maior atividade em bactérias gram-positivas do quem em bactérias gram-

negativas, embora a presença de catalase ou outras peroxidases nesses
organismos possa aumentar a tolerância na presença de baixas concentrações de
peróxido de hidrogênio. Pode ser aplicado na esterilização e na sanificação de
equipamentos e utensílios na indústria de alimentos e como antiséptico

(McDonnell & Russell, 1999).

2H202 + 2H20 +02 (equação 7)
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Assoluções de peróxido de hidrogênio não são estáveis, razão pela qual
os produtos comerciais geralmente apresentam em sua composição substâncias
orgânicas estabilizantes - acetanilida, uréia e ácido úrico, dos quais apenas a
uréia não consome permanganato (Andrade & Macedo, 1996; McDonnell &

Russell, 1999).

Osmétodos dedetecção da quantidade do princípio ativo diferem. Sendo

assim, quando o peróxido de hidrogênio for o único princípio ativo do
sanifícante deve-se utilizar o método iodométrico. Em contrapartida, em

presença de ácido peracético, o peróxido de hidrogênio é determinado com
titulação com permanganato de potássio.

As soluções comerciais de peróxido de hidrogênio são encontradas na

forma de soluções aquosas contendo cerca de 6%, 12% ou 30% desse
sanifícante, freqüentemente chamadas de 20, 40 e 100 volumes,

respectivamente. Esta terminologia é baseada no volume de oxigênio que é
liberado, quando asolução édecomposta por aquecimento (Andrade &Macedo,

1996).

Em concentrações baixas, o peróxido de hidrogênio atua sobre células

vegetativas por meio de um processo de oxidação energética dos componentes
celulares. Para agir como esporicida, há necessidade do uso de concentrações

mais elevadas (10% a 30%), longo tempo de contato e temperatura adequada,
visto que o peróxido de hidrogênio é estável a altas temperaturas (95*^C -
esterilização e 125°C - seguido de ar quente) emais efíciente em condições mais
ácidas com pH em torno de 4, (Andrade & Macedo, 1996; McDonnell &

Russell, 1999).

Como condições de uso do peróxido na indústria de alimentos indicam-

se: concentrações de 0,3% a 30%, pH igual a 4,0 e temperatura ambiente até

80°C e tempo de contato variando de 5a20 minutos (Macedo, 2001).
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Peróxido de hidrogênio age como um oxidante por produzir radiais

hidroxilas livres que atacam componentes celulares essenciais, incluindo

lipídeos, proteínas e DNA (Kitis, 2004).
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3 MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciência dos Alimentos, e no Laboratório de
Microscopia Eletrônica e Análise Uhra-Estrutural do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - MG.

3.1 Microrganismo e padronização do inoculo
Foi utilizado como inoculo o microrganismo padrão Staphylococcus

aureus ATCC 25923, gentilmente cedida pelo professor Henrique César Pereira
Figueiredo, do Departamento de Medicina Veterinária da Universidade Federal
de Lavras. A cultura estoque foi em ágar triptona de soja (TSA) inclinado sob

refrigeração.

Acepa padrão foi transferida para caldo infusão cérebro-coração (BHI),
incubada a 37°C/24 horas. Após a incubação, a cultura foi centrifugada a 3.000 x

g por 15min e os pellets obtidos foram ressuspendidos (10 uL) em BHI. O
inoculo foi padronizado, medindo-se, de 30 em 30 minutos, a densidade ótica a
620 rjm e determinando-se a quantidade de células viáveis pela técnica de
plaqueamento em microgota em Ágar Baird Parker. Pela curva de crescimento
obtida, pôde-se delimitar afaixa de absorbância para se obter 10 UFC/mL.

32 Suporte

Os suportes utilizados para adesão das células bacterianas foram cupons
de aço inoxidável AISI 304 e vidro, ambos com 1 mm de espessura e
dimensões de 10 x 20 mm. Os cupons foram higienizados individualmente com

acetona 100%, lavados por imersão em detergente neutro durante lh,

enxaguados com água destilada estéril, secos e limpos com álcool 70% (v/v).
Após a higienização, os cupons foram novamente lavados com água destilada

28



estéril, secos por 2h a 60°C e autoclavados a 121°C/15 minutos (Rassoni &

Gaylarde, 2000).

33 Adesão das células bacterianas

33.1 Obtenção do inoculo

Foi transferida uma alçada do inoculo para tubos contendo caldo BHI e

incubada a 37°C/24 horas. Após a incubação, a cultura foi centrifugada
(Centrifuge 5415C - eppendorf) a 3.000 x g por 15min e os pellets obtidos
foram ressuspendidos (10 uL) em 200 mL de caldo BHI. Após a obtenção do
número de células viáveis vinte cupons foram colocados em placas de Petri
contendo 60 mL de caldo BHI e 10 mL da cultura bacteriana. Oexperimento foi

conduzido em triplicata, em três repetições, utilizando-se os cupons de aço
inoxidável evidro. As placas foram incubadas sob agitação branda, a 37°C por
48h. Após este período os cupons foram removidos, lavados com tampão fosfato
salina estéril (PBS pH 7,4), removendo-se assim as células não aderidas.

Seguindo-se à lavagem, os cupons foram novamente embebidos em
caldo BHI adicionado em placas de Petri. Esse procedimento foi repetido por 5
vezes, visando à formação completa debiofílme.

3.4Enumeração dascélulas no biofílme

Foi utilizada a técnica de lavagem superficial para a enumeração das

células viáveis de biofilmes

3.4.1 Técnica do esfregaço

Para enumerar as células de biofílme após 15 dias de incubação, dois

cupons foram retirados de cada placa com pinça estéril, lavados com PBS para
remover células não aderidas, e o biofílme foi removido com swab estéril. Os
swabs foram transferidos para tubos contendo 9 mL de água peptonada a 0,1%
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(p/v). Estes foram agitados por 2 minutos em vórtex. Após esse período,
alíquotas foram tomadas eonúmero de células viáveis foi determinado em ágar
Baird Parker, pela técnica da microgota. As placas foram incubadas a 37*C por
24 horas e, ao final deste período, foi realizada acontagem destas placas.

3.5 Sanificação

No teste de sensibilidade das células do biofílme, sanifícantes como

peróxido de hidrogênio, dicloro isocianurato de sódio e ácido peracético foram
usados.

3.5.1 Peróxido de hidrogênio

Foram preparados 200 mL de solução de peróxido de hidrogênio a 5%
após arealização de testes laboratoriais. Após 15 dias de incubação, dois cupons
de cada placa da solução foram imersos em tubos de ensaio contendo 5 mL da
solução, durante 30 segundos, a 30°C. Durante ocontato do sanifícante com os
cupons, dentro dos tubos de ensaio, estes foram movimentados suavemente para
melhor contato do sanifícante com as células aderidas. Os cupons foram

transferidos para uma solução neutralizante (0,1M Na2S203) por 30 segundos
enxaguados com PBS e as células foram enumeradas após o uso do swab na
superfície dos cupons e estes transferidos para tubos contendo 9 mL de água
peptonada a 0,1% (p/v) e agitados por 2 minutos em vórtex. Alíquotas foram
tomadas para enumeração em diluição seriada eplaqueada na superfície do ágar
Baird Parker pela técnica da microgota. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. Após este período, ascélulas foram quantificadas.

Antes do procedimento de sanificação, foi aferido o pH da solução de
peróxido de hidrogênio e calculada a quantidade de peróxido residual livre
utilizando o RQflex Plus (Merck), aparelho destinado a medir a quantidade de
peróxido residual livrena amostra.
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3.5.2 Dicloro isocianurato de sódio

Foram preparados 200 mL de solução de dicloro isocianurato de sódio a
100 mg/L, seguindo a concentração estabelecida pelo fabricante. Após 15 dias
de incubação, dois cupons de cada placa foram imersos em tubos de ensaio
contendo 5mL da solução durante 30 segundos à temperatura ambiente. Durante
ocontato do sanificante com os cupons, dentro dos tubos de ensaio, estes foram
movimentados suavemente para melhor contato do sanificante com as células
aderidas. Os cupons foram transferidos para uma solução neutralizante (0,1M
Na2S203) por 30 segundos enxaguados com PBS eas células foram enumeradas
após ouso do swab na superfície dos cupons eestes transferidos para tubos
contendo 9 mL de água peptonada a 0,1% (p/v) e agitados por 2 minutos em
vórtex. Alíquotas foram tomadas para enumeração em diluição seriada e
plaqueada na superfície do ágar Baird Parker pela técnica da microgota. As
placas foram incubadas a 37<€, por 24 horas. Após este período, as células
foram quantificadas.

Antes do procedimento de sanificação, foi aferido o pH da solução de
dicloro isocianurato de sódio e calculada a quantidade de cloro residual total
(CRT). Asolução de dicloro isocianurato de sódio foi diluída para lmL da
solução em 99 mL de água destilada pois, na presença de uma solução muito
concentrada, o RQflex plus (Merck), aparelho destinado a medir a CRT da
amostra, não realizaa leitura.

3.53Ácido peracético
Foram preparados 200 mL de solução abase de ácido peracético a0,3%

(de acordo com ofabricante este percentual pode variar entre 390 mg/L a540
mg/L de ácido peracético e550 mg/L a830 mg/L de peróxido de hidrogênio)
seguindo aconcentração indicada pelo fabricante Ecolab (1999). Após 15 dias
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de incubação, dois cupons de cada placa foram imersos em tubos de ensaio

contendo 5 mL da solução, durante 30 segundos, à temperatura ambiente.

Durante o contato do sanifícante com os cupons, dentro dos tubos de ensaio,

estes foram movimentados suavemente para melhor contato do sanifícante com

ascélulas aderidas. Os cupons foram transferidos para uma solução neutralizante

(0,1M Na2S203) por 30 segundos enxaguados com PBS e as células foram
enumeradas após o uso do swab na superfície dos cupons e estes transferidos

para tubos contendo 9 mL de água peptonada a 0,1% (p/v) e agitados por 2
minutos em vórtex. Alíquotas foram tomadas para a enumeração em diluição

seriada e plaqueada na superfície do ágar Baird Parker, pela técnica da
microgota. As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas. Após este período,

as células foram quantificadas.

Antes do procedimento de sanificação, foi aferido o pH da solução a

base de ácido peracético.

3.6 Análise de imagem pormicroscopia eletrônica devarredura

Os cupons ao final de 15 dias de incubação em caldo BHI, foram

retirados em número de dois e duas superfícies (aço e vidro) das placas de Petri,

lavados com PBS para remover as células não aderidas e imersos em solução

fixativa (Kamovisk's modificado) pH 7,2, por um período de 24 horas (este

período pode ser estendido por semanas), lavados com tampão cocodilato (três
vezes por 10 minutos cada para retirar os resíduos de glutaraldeído que podem
reduzir o tetróxido deósmio) e pós-fíxados com tetróxido de ósmio 1% emágua

por 1hora (máximo de 4 horas) sob temperatura ambiente, em uma capela. Após
este período lavou-se por três vezes com água destilada e, em seguida,
desidratou-se em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100% por três

vezes). Em seguida, o material foi levado ao aparelho de ponto crítico para
completar a segagem, montado em stubs e coberto com ouro. Ao final deste
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procedimento, os cupons foram examinados em microscópio eletrônico de
varredura (Evo40 Leo), com o objetivo de avaliar a interação entre bactéria e
superfície. Outros dois cupons de duas superfícies (aço evidro), ao final de 15
dias de incubação, foram sanificados com solução de peróxido de hidrogênio,
dicloro isocianurato de sódio e ácido peracético. Seguiu-se o mesmo protocolo
para a avaliação de biofílme. Então os cupons foram examinados em
microscópio eletrônico de varredura para verificar as células aderidas que não
foram removidas pela ação dós sanifícantes (Alves, 2004).

Foidesenvolvido umbox devidro paraarmazenagem dos cupons antes e

após sanificação em solução fixativa de (Karnovisk's modificado) pH 7,2, para
serem visualizados pela microscopia eletrônica de varredura.

3.7 Defineamento experimental

Oexperimento foi conduzido em três repetições e em triplicata, tendo,
de cada placa, sido retirados 2 cupons. As principais questões a serem
respondidas por esta análise são: qual oefeito dos sanificantes sobre biofílme e
superfície sobre o log da contagem e se os sanifícantes sobre biofílme e
superfície atuam independentemente sobre log da contagem. Para se obter essas
respostas realizou-se uma análise de variância fatorial com 2 fatores de 2e4
níveis por fator. Para tanto, foram conduzidas: análises de variância para
verificar a importância estatística de cada fator principal e interações no log da
contagem, construção de Boxplots para as observações dos indicadores para
cada concentração de cada fator conforme descrito em Hoaglim et ai. (1983),
comparações múltiplas entre os níveis de cada fator (Hsu, 1966) eaconstrução
do gráfico da interação para biofilme/sanificante xsuperfície.

AFigura exemplifica oboxplot (Box, 1978) utilizado.
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1 - Valor mais alto encontrado no log da contagem (UFC/cm )

2 - Valor atípico encontrado próximo ao valor mais alto do log da contagem

(UFC/cm2)

3- Média do log da contagem (UFC/cm2)
4 - Mediana que demonstra que a maior concentração dos valores encontrados

está abaixo dela

5 - Valor mais baixoencontrado no log da contagem (UFC/cnr)

FIGURA 2 Esquema ilustrando o BoxPlot utilizado
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4 RESULTADOSE DISCUSSÃO

4.1 Adesão bacteriana àssuperfícies deaço inoxidável e vidro.

Podem ser observadas, na Tabela 1, as contagens obtidas decélulas de S.

aureus aderidas àssuperfícies deaço inoxidável e vidro.

Vários fetores podem ter influenciado a adesão de S. aureus às
superfícies, assim como atemperatura utilizada para ocrescimento de S. aureus
nas superfícies de vidro e aço inoxidável. Atemperatura ótima de crescimento
(37°C) foi utilizada, o que favorece a multiplicação das células, como
determinado por Morton et aL (1998), tendo a temperatura sido um dos fatores
responsáveis pela capacidade de adesão de Pseudomonas fluorescens e
Pseudomonasfragiemsuperfícies dePVC.

A adesão apresentada por S. aureus nas superfícies de vidro e aço
inoxidávelnesta pesquisa pode ser explicada por vários fetores, como a carga

elétrica negativa que bactérias gram-positivas egram-negativas apresentam em
pH neutro. Utilizou-se ocaldo BHI, meio rico em nutrientes e recomendado
para o crescimento de microrganismos. Ometabolismo do microrganismo pode

TABELA 1 Contagens obtidas das células de Staphylococcus aureus aderidas
àssuperfícies deaço inoxidável evidro.

Superfície Repetição UFC/cmz Log(UFacmz)

1 IO8 8,57

Vidro 2 IO8 8,64

3 IO8 8,57

1 IO7 7,25

Aço 2 IO8 8,18

3 IO7 7,73
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gerar condições que são mais ou menos favoráveis à adesão, afetando, por

exemplo, ascaracterísticas de carga superficial. Mosteler & Bishop (1993) citam

que a espécie, o meio de cultura e a concentração do microrganismo também

podem afetaro processo de adesão.

A adesão de células bacterianas, como as de S. aureus em superfícies de

vidro e aço inoxidável detectado nestetrabalho, foi tambémobservada porMafu

et ai. (1990), ao estudarem a adesão de histeria mónocytogenes nas superfícies

de aço inoxidável, vidro, polipropileno e borracha. Esses autores observaram

queo microrganismo aderiu em todas assuperfícies.

Já a adesão de S. aureus à superfície de aço inoxidável não foi

demonstrada por Parizzi (1999), aoavaliar a adesão de S. aureus ATCC 6538 e

histeria irmocua L6a em cupons de aço inoxidável AISI 304, policarbonato e

polipropileno, esta autora pôde observar que S. aureus apresentou melhor adesão

em policarbonato pela contagem padrão em placas e em policarbonato e

polipropileno. pela microscopia de epifluorescência, enquanto h. irmocua

apresentou melhor aderência sobre a superfície de aço inoxidável. Esta diferença

pode ter ocorrido devido ao isolado utilizado neste trabalho quanto comparado

aos utilizados por Parizzi, visto queS. aureus ATCC 25923 é um microrganismo

padrão para a determinação deresistência aantibióticos.

Dados inferiores aos encontrados neste trabalho foram observados por

Oliveira et aL (1998), que avaliaram a adesão de Bacülus subtilis, Bacülus

stearothermophilus eBacülus cereus em cupons de vidro de 1cm2, durante 12
horas de contatocom as suspensões destes esporos a 32°C,contendo 10 esporos

/mL. Constataram-se as adesões máximas, expressas em logio de UFC/cm2, de

4,7 em quatro horas, 4,5 em oito horas e 4,0 em duas horas, para B. subüilis, B.

stearothermophilus e B. cereus, respectivamente.
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ATabela IA apresenta os dados da análise de variância da comparação

entre a formação de biofílme nas diferentes superfícies e demonstra que houve
variabiiidade entre as superfícies estudadas, ou seja, a média do log do número
de células aderidas na superfície de vidro foi superior à média do log do número
de células aderidas na superfície de aço inoxidável, como demonstrado na Figura

o.

u

•—•

15

12

Aço inoxidável Vidro

Superfícies

FIGURA 3 Média do log do número de células de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 aderidas nas superfícies de cupons de vidro e aço
inoxidável AISI 304.

Para detectar e visualizar onde ocorreu a diferença, realizaram-se

comparações múltiplas, que podem comprovar que a superfície de vidro
promoveu maior adesão de células de S. aureus do que a superfície de aço
inoxidável, comodemonstrado naFigura 4.
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Aço inoxidável- vidro (—

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

FIGURA 4 Comparações múltiplas entre adesão de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 nas superfícies de aço inoxidável AISI 304 e vidro.

A melhor adesão de S. aureus na superfície de vidro pode ser explicada

pela elevada carga elétrica apresentada pelo vidro, que faz com que o mesmo

propicie melhor processo de aderência do que superfícies com menor carga

como o poliestireno(Zotolla & Sasahara, 1994).

Para o exame da superfície das amostras, foi utilizada a microscopia

eletrônica de varredura (MEV). Pôde-se observar células de S. aureus aderidas

nas superfícies decupons de vidro e aço inoxidável após 15 dias de incubação a

37°C, como demonstrado na Figura 5 (A,B).

2 um

FIGURA5 Eletromicrografía de células de Staphylococcus aureus ATCC 25923
aderidas nas superfícies de vidro (A) e aço inoxidável (B),
observadas por microscopia eletrônica de varredura.
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A microscopia eletrônica de varredura permitiu a verificação da

interação da bactéria com a superfície e pode ser utilizada como técnica (semi)

quantitativa. Por esta técnica, a quantifícação se torna difícil, pois o
microrganismo pode estar agrupado e, quando as densidades populacionais são

baixas, torna-se difícil a detecção de células.

Fator relevante observado foi a produção da matriz exopolissacarídica

por S. aureus na superfície dos cupons. A importância dessa matriz
exopolissacarídica pôde ser observada por Tsuneda et ai. (2003). Esses autores
relataram que a adesão de bactérias heterotrófícas, isoladas a partir de um reator
de tratamento de água, em pérolas de vidro, é inibida por interações

eletrostáticas sendo de relevante importância por alterar características físico-

químicas da superfície como carga, hidrofobicidade epropriedades poliméricas.
Sendo assim, superfícies bacterianas e superfícies de contato apresentam,

na sua maioria, carga elétrica negativa o que causaria repulsão entre bactéria e
substrato. Porém, estas cargas de superfície podem atrair íons com carga

contrária, que estão presentes na fese aquosa circundante, o que pode ter
promovido a adesão de S. aureus nas superfícies de aço inoxidável e vidro
encontrada neste trabalho.

42 Adesão bacteriana e formação de biofílme

Para as superfícies estudada, de vidro e aço inoxidável, S. aureus
apresentou adesão máxima de IO8 UFC/cm2 e IO7 UFC/cm2 respectivamente,
após 15 dias de incubação, indicando formação de biofílme e não de adesão
bacteriana. Zotolla & Sasahara (1994) citam que, para haver formação de
biofílme a adesão deve estar entre 106-107 UFC/cm2 e valores inferiores a este

poderiam ser indícios apenas de adesão. Acontagem padrão em placas obtida
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após remoção do biofílme por swab e uso do vórtex pôde determinar que houve

formação de biofílme, como demonstrado na Figura 6 em ambas assuperfícies.

FIGURA 6 Eletromicrografías de biofílme formado por Staphylococcus aureus
ATCC 25923 aderido nas superfícies de aço inoxidável (A) e vidro
(B).

Dados apresentados neste trabalho, indicando formação de biofílme

podem ser explicados pelo tempo de contato entre a cultura de S. aureus e os

cupons de vidro e aço de 15 dias (360 horas). Resultados inferiores foram

encontrados porParizzi (1999), que constatou entre 10 e 12 horas de incubação

adesão máxima de IO5 UFC/cm2 e IO6 UFC/cm2, tanto para L. innocua L6a

quanto para S. aureus ATCC 6538, independente da superfície estudada,

sugerindoentão adesãoe não formação de biofílme. Isso demonstra que, para se

avaliar formação de biofílme, são necessários períodos maiores de exposição à

cultura em estudo.

A importância do tempo de contato da superfície e da suspensão para se

avaliar formação de biofílme, como encontrada neste trabalho, também pode ser

observada na pesquisa realizada por Gândara & Oliveira (2000). Segundo esses

autores placas de aço inoxidável de 20 cm2 foram incubadas a 45°C, com leite

inoculado com cerca de 1,0 x IO2 UFC/cm2 de uma linhagem selvagem de

Streptococcus thermophilus, durante 6 horas, sob agitação. Após três horas de
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contato, onúmero de células aderidas foi de 1,6 x IO1 UFC/cm2 e, em seis horas
de 1,9 x IO4 UFC/cm2, os autores sugerem que esta contagem possivelmente
aumentaria com o elevação do tempo de contato.

Os dados encontrados nesta pesquisa foram similares ao de Joseph et ai.
(2001), que observaram densidades populacionais de duas culturas de
Salmonella isoladas de carne de ave, Salmoneüa weltevreden e Salmonella
FCM40, de IO6 UFC/cm2 para as duas culturas, após tempo de contato de 48
horas emsuperfície deaço inoxidável.

Não existem na literatura muitos dados disponíveis sobre adesão e ou

formação de biofílme de S aureus sobre superfícies de aço inoxidável evidro o
que dificulta acomparação dos dados obtidos nesta pesquisa.
Embora S. aureus não seja dotado de estruturas de adesão, ele foi capaz de
secretar amatriz de polímeros no período de 15 dias de incubação com troca de
meio a cada 72 horas, condições utilizadas neste trabalho, o que pode ter

ocasionado um estresse dentro do biofílme formado. Esse fator tem sido fonte de
estudos recentes que sugerem que, em resposta a esse estresse, ocorrem trocas
fisiológicas que agem protegendo acélula de várias situações, como efeitos ao
calor, fíio ealterações de pH, entre outros (Mah &0'Toole, 2001).

Oque pode ser observado pelas eletromicrografias dos cupons de aço
inoxidável foi apresença de fendas e ranhuras (Figura 7) sobre asuperfície do
aço inoxidável, que permitem que as bactérias se alojem e iniciem sua
muítiphcação (Tide et aL, 2000). Na presença de fendas, verificaram-se aadesão
epossível formação de biofílme, como constataram Verran et ai. (2000), quando
mencionam que, com o aumento de irregularidades na superfície de aço
inoxidável, há aumento no número de microrganismos aderidos.
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FIGURA 7 Eletromicrografias de células de Staphylococcus aureus ATCC
25923 aderidas em fendas e ranhuras de aço inoxidável.

4.3 Ação dos sanifícantes na remoção de biofílme formado por

Staphylococcus aureus ATCC 25923 nas superfícies de aço inoxidável e

vidro

As Tabelas 2 e 3 apresentam as contagens obtidas de células de S. aureus

aderidas nas superfícies de vidro e aço inoxidável, antes e após o uso dos

sanifícantes dicloro isocianurato de sódio, peróxido de hidrogênio e ácido

peracético.
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TABELA 2 Contagens obtidas das células de Staphylococcus aureus aderidas
nas superfícies de vidro, após uso das soluções sanifícantes

Sanifícantes Repetição reiniciai N°final RD

Dicloro isocianurato de sódio a 1 8,57 4,09 4,48

100 mg/L 2 8,64 3,80 4,84

3 8,57 3,91

4,50

4,66

Peróxido de hidrogênio a 500 1 8,57 4,07

mg/L 2 8,64 3,94 4,70

3 8,57 4,26 4,31

Ácido peracético entre 390 e 1 8,57 3,29 5,28

540 mg/L de ácido peracético 2 8,64 3,30 5,34

3 8,57 3,41 5,16

TABELA 3 Contagens obtidas das células de Staphylococcus aureus aderidas
nas superfícies de aço inoxidável, após uso dos sanifícantes dicloro
isocianurato de sódio, peróxido de hidrogênio eácido peracético.

Sanifícantes Repetição

1

N° inicial

7,25

N° final RD

Dicloro isocianurato de sódio a 4,23 3,02

100 mg/L 2 8,18 4,16 4,02

3 7,73

7,25

4,20

3,21

3,53

Peróxido de hidrogênio a 500 1 4,04

mg/L 2 8,18 3,28 4,90

3 7,73 3,71

3,32 .

4,02

Ácido peracético entre 390 e 1 7,25 3,93

540 mg/L de ácido peracético 2 8,18 2,93 5,25

3 7,73 3,37 4,36
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Os resultados deste trabalho demonstraram a solução de ácido peracético

como sendo a mais efetiva na remoção do biofílme formado por S. aureus nas

superfícies de aço inoxidável evidro, quando comparada com aação do dicloro

isocianurato de sódioe do peróxido de hidrogênio.

A melhor ação do ácido peracético pôde ser detectada por Moraes

(1996), que avaliou a resistência de cinco isolados de esporos de bactérias
aeróbias mesófilas de equipamentos de abatedouro de aves pelo teste de

suspensão. Esse autor utilizou o tempo de contato de 30 minutos e as soluções
de hipoclorito de sódio contendo 100 mg/L, dicloro isocianurato de sódio
contendo 150 mg/L e ácido peracético contendo 300 mg/L. Verificou que o

hipoclorito de sódio e o ácido peracético foram mais eficientes, ambos obtendo
2,2RD, enquanto o dicloro isocianurato de sódio obteve 0,8RD.

Mosteller & Bishop (1993) também detectaram essa eficiência ao

utilizarem vários sanifícantes, como hipoclorito de sódio e ácido peracético,

sobre células de Pseudomonas fluorescens, Yersinia enterocolitica, histeria

mónocytogenes aderidas nas superfícies de borracha e teflon. Estes autores

observaram que o ácido peracético, na concentração de 200 mg/L, promoveu a

redução de 2,2; 4,0; 4,33 nas células aderidas na superfície de borracha,

enquanto que para as células aderidas na superfície de teflon, as reduções foram

de 2,57,3,3 e 4,3 respectivamente.

Maior redução decimal obtida pelo ácido peracético nobiofílme formado

na superfície de vidro do que obiofílme formado na superfície de aço inoxidável
pode ser explicada pela presença de fendas e ranhuras no aço inoxidável. Estas
favorecem a multiplicação celular e dificultam a ação de agentes sanifícantes.

Células aderidas são mais resistentes à ação de sanificantes do que as células

planctônicas, devido ao desenvolvimento da resistência sobre as superfícies
colonizadas, visto que, esses agentes têm ação limitada pela reação cnumica com

a matriz do biofílme (Meyer, 2003). Pesquisas demonstraram que
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microrganismos aderidos foram entre 150 e 3.000 vezes mais resistentes do que

microrganismos não aderidos à ação do ácido hipocloroso, quando da ação de

monoçlarinas foram de 2 a 100 vezes maisresistentes.

Os sanifícantes utilizados na indústria, em testes laboratoriais dentro das

condições indicadas pelos fabricantes, são aprovados em testes como os de

suspensão e diluição de uso, alcançando até 5 reduções decimais (RD) após 30

segundos de contato a 20*C com suspensões de microrganismos que são capazes

de iniciar processos de adesão às superfícies (Andrade &Macedo, 1996).

De maneira geral, amaioria dos sanifícantes utilizados na desinfecção de

superfícies de aço inoxidável apresenta resultados satisfatórios na remoção de
biofílme como constatado por Zottola & Sasahara (1994). Estes autores

demonstraram que histeria mónocytogenes, Escherichia coli, Salmonella
enteriditis e Salmonella typhimurium cresceram e aderiram em cupons de aço

inoxidável após contato entre 5 a 10 dias com a superfície e formaram biofílme,

onde a densidade populacional excedeu IO8 UFC/cupom. Após o uso do
sanificante, não sendo mencionado qual sanificante nem a concentração, a

população bacteriana foi reduzida em 50% e, quando se utilizou a combinação

dedetergente e sanificante, todas ascélulas foram inativadas.

A melhor atuação do ácido peracético sobre células de S. aureus aderidas

nas superfícies de cupons de vidro e aço inoxidável encontradas neste trabalho

pode ser comparada ao teste de supensão sobre células de P. fragi e P.
aeruginosa realizado por Wirtanen et aL (2001). Estes autores utilizaram vários

soluções de sanifícantes, dentre elas a de ácido peracético a concentração de

0,5% (v/v) e hipoclorito de sódio a0,67% (v/v). Observaram que a solução de

ácido peracético foi mais efetiva na remoção de células de Pseudomonas
aderidas à superfície de aço inoxidável após 30 minutos de contato com a

solução sanifícante.
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Holah et aL (1990), ao testarem sanifícantes cujo composto ativo era o ácido

peracético, iodo, cloro e quaternário de amônia, observaram que, sobre células
de S. aureus, Proteus mirabilis e P. aeruginosa aderidas em cupons de aço

inoxidável, o ácido peracético foi mais efíciente na remoção das células

aderidas.

A Tabela IA apresenta osdados da análise devariância, naqual pode-se

observar que houve diferença significativa (P < 0,05) entre os sanifícantes

utilizados, dicloro isocianurato de sódio a 100 mg/L, peróxido de hidrogênio a

500 mg/L e ácido peracético entre 390 e 540 mg/L de ácido peracético e entre

550 e 830 mg/L de peróxido de hidrogênio, sobre as células de S. aureus

aderidas nas superfícies de aço inoxidável e vidro, como demonstrado nas

Figuras 8 e 9.

46



s
o

U
tu

(30
O

10

DC1 H202 AP

Sanifícante/Biofílme

*DC1- dicloro isocianurato de sódio
H202 - peróxido dehidrogênio
AP - ácido peracético
B - biofílme vidro

FIGURA 8 Média do log do número de células aderidas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 na superfície de cupons de vidro, após o uso
dos sanifícantes dicloro isocianurato de sódio, peróxido de
hidrogênio e ácidoperacético.
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FIGURA 9 Média do log do número de células de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 aderidas na superfície de cupons de aço moxidável
AISI 304, após ouso dos sanifícantes dicloro isocianurato, peróxido
de hidrogênio e ácido peracético.
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Para detectar e visualizar onde ocorreu a diferença, realizaram-se

comparações múltiplas, como demonstrado naFigura 10.

Dicloro-ac. peracético j ^ ,
Dicloro-bíofilme
Peroxido-ac.perac
Peróxido-biofilnn

Ac.peracético-biofilme |h*-)

-12 -10

Peroxido-ac.peracético j J (-♦-)

Peróxido-biofilme !(-♦-} !

FIGURA 10 Comparações múltiplas entre sanifícantes dicloro isocianurato de
sódio, peróxido de hidrogênio e ácido peracético aplicados nas
células aderidas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 nas
superfícies deaço inoxidável AISI 304e vidro.

A eficiência do ácido peracético obtida neste trabalho pode serexplicada

pela grande capacidade de oxidação dos componentes celulares que o torna

excelente sanificante pelo fato desse agente estar em equilíbrio com o peróxido

de hidrogênio e o ácido acético. Sendo de grande importância a concentração

que pode estar presente de peróxido de hidrogênio, cuja ação também é por meio

de um processo de oxidação doscomponentes celulares.

As concentrações de ácido peracético e peróxido de hidrogênio não

foram determinadas neste trabalho, visto que o método apresentado pelo

fabricante não especifica as concentrações exatas dos reagentes para titulação.

Mas, o fabricante cita que este produto contém entre 390 mg/L e 540 mg/L de

ácido peracético, concentração que está entre a recomendada pela indústria, que

varia entre 300 e 700 mg/L, segundo Andrade & Macedo (1996).
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As eletromicrografias dos cupons de aço inoxidável e vidro, após o uso

dos saniOfícantes dicloro isocianurato de sódio, peróxido de hidrogênio e ácido

peracético, podem serobservadas naFigura 11.

Cada vez mais, um correto e eficaz processo de higienização é

fundamental, visto que a American Public Health Associtation (APHA)

recomenda umlimite máximo tolerável de 2 UFC/cm2 para que uma superfície

esteja adequada para processar alimento, enquanto Organização Mundial de

Saúde (OMS) sugere 30 UFC/cm2. Assim, constata-se, pelos resultados obtidos

nesta pesquisa que dicloro isocianurato de sódio, o peróxido de hidrogênio e

ácido peracético, nas condições utilizadas, não foram eficientes na total

mativação de células de S. aureus das supefícies aderidas às de vidro e aço

inoxidável.
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FIGURA 11 Eletromicrografia de células aderidas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 aderidas nas superfícies de vidro e aço inoxidável,
após sanificadas com as soluções de dicloro isocianurato de sódio
(A, B), peróxido dehidrogênio (C, D)e ácido peracético (E, F).
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5 CONCLUSÕES

Houve a formação de biofílme por Staphylococcus aureus ATCC 25923

nas superfícies de aço inoxidável AISI 304, embora tenha havido uma
diferença significativa entre as duas superfícies, indicando que a adesão de
S. aureus foi maior na superfície do vidro do que na de aço inoxidável.

Entre os sanifícantes usados, o ácido peracético apresentou melhor

eficiência na redução de células viáveis de Staphylococcus aureus ATCC

25923 das superfícies de vidro e aço inoxidável, quando comparado com a
atuação do peróxido de hidrogênio edicloro isocianurato de sódio.

Pelas eletromicrografias observadas pela MEV, pôde-se observar a

adesão de S. aureus nas superfícies de vidro e aço inoxidável e produção da

matriz de polímeros, assim como a atuação do sanifícantes nas condições
utilizadas e o método utilizado para remoção de células viáveis do

microrganismo estudado nas superfícies de vidro eaço inoxidável.
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ANEXOS

FIGURA IA Gráfico de probabilidade normal para testar a adequabilidade do
modelo ajustado

-10 1

Quantfles of Standard Normal

TABELA IA Análise de variância entre biofílme formado por Staphylococcus
aureus ATCC 25923 nassuperfícies de vidro e aço inoxidável e
ação dos sanifícantes nainativação de células aderidas de ambas
superfícies.

FV

Superfície

Biofílme

Superfície-Biofílme

Resíduo

GL QM

22.6731

950.3380

12.4543

1.2117
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TABELA 2A Valores estabelecidos para comparações múltiplas entre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 aderido nas superfíces
de vidro e aço inoxidável

Superfícies Estimativa de Erro padrão Limite inferior Limite supenor
diferença

Aço-vidro -0,794 0,183 -_h}6 -0,431

TABELA 3A Valores estabelecidos para comparações múltiplas entre os
sanifícantes dicloro isocianurato de sódio, peróxido de
hidrogênio e ácido peracético com os biofilmes formados pelas
células de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Sanifícantes Estimativa Erro Limite Limite

de diferença padrão inferior supenor

Dicloro isocianurato de 0,342 0,259 -0,333 1,02

sódio-peróxido de hidrogênio
Dicloro isocianurato de 1,830 0,259 1,160 2,50

sódiò-ácidoperacético
Dicloro isocianurato de -9,430 0,259 -10,100 -8,75***

sódio-biofílme

Peróxido de hidrogênio-ácido 1,490 0,259 0,813 2,16***
peracético

Peróxido de hidrogênio- -9,770 0,259 -10,400 -9,10***
biofilme

Ácido peracético-biofilme -11,300 0,259 -11,900 -10,60***
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FIGURA 2A Interação entre média do log do número de células de
Staphylococcus aureus aderidas nas superfícies de vidro a aço
inoxidável AISI 304 e células não removidas pelos sanifícantes
peróxido de hidrogênio, dicloro isocianurato de sódio e ácido
peracético.
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