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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes matrizes na adesdo e
formacao de biofilme em ago inoxidavel por Bacillus cereus, bem como avaliar a eficiéncia
dos procedimentos de higienizagdo no controle de biofilmes de esporos desse micro-
organismo. Nas duas primeiras etapas, avaliou-se a capacidade de adesdo e formacgdo de
biofilme por B. cereus em ago inoxidéavel, com e sem prévio condicionamento da superficie,
utilizando-se dgua, leite UHT desnatado e integral como matrizes e quatro diferentes tipos
de indculos, pool de células vegetativas de B. cereus isolados da industria lactea, pool de
esporos de B. cereus isolados da industria lactea, células vegetativas da cepa de B. cereus
ATCC 14579 e esporos da cepa de B. cereus ATCC 14579. Na terceira etapa do trabalho
avaliou-se a influéncia da matriz condicionante (dgua e leite UHT integral), do meio de
inoculagdo do pool de esporos de B. cereus (dgua e leite UHT integral) e do tempo de
exposicao (5 min (0,08h), 10, 24, 48 e 72 horas) sobre a adesdo e formacao de biofilme por
B. cereus em ago inoxidavel. Na quarta etapa, avaliou-se a eficiéncia de nove procedimentos
de higieniza¢do na remocgdo dos biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus em
aco inoxidavel. Todos os experimentos foram repetidos trés vezes e os dados estatisticamente
avaliados. A hidrofobicidade e o potencial zeta das superficies dos esporos também foram
avaliados. Os resultados das duas primeiras etapas indicaram que o pool de esporos de B.
cereus isolados de industria lactea apresentou a maior capacidade de adesdo e formacgao de
biofilme em aco inoxiddvel quando comparado aos outros tipos de indculos, em todas as
condi¢des avaliadas. O maior grau de adesdo de esporos de B. cereus (4,93 log UFC/cm?) foi
observado ao se utilizar leite integral como matriz condicionante do aco inoxidavel.
Entretanto, sem o prévio condicionamento da superficie, uma menor adesdo foi observada
(3,01 log UFC/cm?) quando o pool de esporos de B cereus foi veiculado no leite integral ao
se comparar todas as matrizes. Na terceira etapa do trabalho observou-se que a adesdo e
formacdo de biofilme pelo pool de esporos de B. cereus foi maior quando inoculados em
agua, independente das matrizes de condicionamento. A adesdo de B. cereus aumentou 1,02
e 0,3 log UFC/cm? ao longo do tempo de exposi¢do, quando o pool de esporos de B. cereus
foi inoculado em 4gua e leite integral, respectivamente. O biofilme de esporos veiculados na

dgua apresentou maior resisténcia aos procedimentos de higieniza¢do. A sanitizagdo com
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hipoclorito de sédio foi mais eficiente na remog¢ao dos biofilmes quando comparada ao acido
peracético. O pool de esporos de B. cereus isolados da indistria lactea foi altamente
hidrofébico e apresentou carga negativa em uma ampla faixa de pH, com ponto isoelétrico
de aproximadamente 3,0. Os esporos de B. cereus isolados da industria lactea apresentaram
maior capacidade de adesdao ao aco inoxiddvel quando comparados aos outros indculos
avaliados, o que pode estar relacionado a alta hidrofobicidade e a baixa carga de superficie

dos esporos.

Palavras-chave: Bacillus cereus, esporos, biofilme, higienizacao.

viii



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of different matrices on the adhesion and
biofilm formation by Bacillus cereus on stainless steel, and to evaluate the effectiveness of
sanitation procedures for controlling biofilm from spores of this microorganism. The first
two parts were carried out in order to evaluate the adhesion and biofilm formation by B.
cereus on stainless steel, with and without previous conditioning of the surface, using water,
skim and whole UHT milk as matrices and four different types of inocula: a pool of B. cereus
vegetative cells isolated from dairy industry, a pool of B. cereus spores isolated from dairy
industry, vegetative cells of B. cereus ATCC 14579, and spores of B. cereus ATCC 14579.
The third part of the study evaluated the effect of the conditioning matrix (water and whole
UHT milk), the inoculation medium of pool of B. cereus spores (water and whole UHT milk)
and exposure time (5 min (0.08h), 10, 24, 48 and 72 hours) on the adhesion and biofilm
formation by B. cereus on stainless steel. In the fourth part, the effect of nine sanitation
procedures on the removal of B. cereus spores biofilm was evaluated. All experiments were
repeated three times and data were statistically evaluated. Hydrophobicity and zeta potential
from spore’s surface were also evaluated. Regarding the results to the first and second parts,
the pool of B. cereus spores isolated from dairy industry had the highest ability of adhesion
on stainless steel when compared to the other inocula, for all tested conditions. After stainless
steel surface conditioning with whole milk, B. cereus spores showed the highest adhesion
(4.93 log CFU/cm?). However, lower adhesion (3.01 log CFU/cm?) was observed when B.
cereus spores were delivered in whole milk as compared to the other matrices, without
previous conditioning of the surface. The results of the third part indicated that the adhesion
and biofilm formation by the pool of B. cereus spores was higher when they were inoculated
in water, regardless of the conditioning matrix. B. cereus spores adhesion increased by 1.02
and 0.3 log CFU/cm? over exposure time, when the pool of B. cereus spores was inoculated
into water and whole milk, respectively. Biofilm of B. cereus spores inoculated in water
showed the highest resistance against all tested sanitation procedures. Sodium hypochlorite
was the most effective sanitizer for removing all biofilms when compared to the peracetic
acid. The pool of B. cereus spores isolated from dairy industry was highly hydrophobic and

showed a negative charge at a wide pH range, with an isoelectric point of about 3.0. B. cereus



spores isolated from dairy industry showed the highest ability to adhere on stainless steel
when compared to the other inocula, which is possibly related to its higher hydrophobicity

and lower spore surface charge.

Keywords: Bacillus cereus, spores, biofilm, sanitation.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de bactérias formadoras de esporos do gé€nero Bacillus tem sido
associada a produtos lacteos, uma vez que podem sobreviver a maioria dos tratamentos
térmicos utilizados no processamento. Dentre as espécies desse género, a presenca de
Bacillus cereus tem sido associada a deterioracdo, além de causarem doencas transmitidas
via alimentos, acarretando em possiveis problemas de satde publica (SIMOES; SIMOES;
VIEIRA, 2010), e prejudicando assim a qualidade e seguran¢a microbiolégica dos produtos
lacteos (FAILLE; FONTAINE; BENEZECH, 2001).

Esse micro-organismo, na forma de células vegetativas ou esporos, possui a
capacidade de adesdo e formacdo de biofilme. Os esporos, por estarem dispersos no
ambiente, como solo, ar e dgua, podem facilmente contaminar alimentos e superficies,
apresentando como importante caracteristica a resisténcia ao tratamento térmico e aos
agentes quimicos empregados durante a higienizacdo (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008a).
Além disso, a protecdo conferida pela estrutura do biofilme e da capa presente na superficie
dos esporos confere maior resisténcia aos tratamentos térmicos e procedimentos de
higienizacdo quando comparado as células vegetativas (MITCHELL et al., 2008).

A composi¢do e a estrutura dos biofilmes dependem de uma ampla variedade de
fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como espécie do micro-organismo, pH, presenca de sais
e nutrientes, meios de cultivo, temperatura do processo, condi¢des de fluxo de processamento
(MCLANDSBOROUGH et al., 2006). No que diz respeito ao micro-organismo, diversos
fatores estdo envolvidos diretamente na sua adesdo em diferentes superficies, tais como
hidrofobicidade, carga de superficie, e aparatos celulares como fimbrias, pili e flagelos
(ZOTTOLA; SASAHARA, 1994; WILLIAMS; FLETCHER, 1996; LI et al., 2009).

Um dos fatores mais preocupantes para a industria lactea € a capacidade de formacao
de esporos por B. cereus, uma vez que sua presenca em biofilmes confere maior resisténcia
a remog¢do por procedimentos de higienizacdo quando comparados as células vegetativas
(PENG; TSAIL;, CHOU, 2002; CARLIN et al., 2010). Uma das principais estratégias
utilizadas no controle de biofilmes € a higieniza¢do, que consiste no uso combinado de
detergentes e sanitizantes (FORSYTHE, 2013). Os processos de higienizacdo de superficies
tornam-se mais dificeis e menos eficientes com a presenca de micro-organismos aderidos,

sendo este um potencial problema, principalmente nos procedimentos de higienizacdo de



equipamentos que apresentem locais de dificil acesso que facilitam o processo de adesao
(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000).

B. cereus foi selecionado para avaliar a adesdo e formacao de biofilmes no presente
estudo por ser um dos pardmetros microbioldgicos a ser pesquisado para leite em p6 e outros
produtos lacteos na Resolu¢do RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) (BRASIL, 2001). Estudos anteriores relataram a adesdo e
formacdo de biofilmes em plantas de processamento de leite e produtos lacteos por B. cereus
(WIJMAN et al., 2007; SHI; ZHU, 2009; SALUSTIANO et al., 2010; MALEK, 2012; PENA
et al., 2014).

O objetivo geral do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes matrizes na adesdo e
formacao de biofilme em ago inoxidavel por células vegetativas e esporos de B. cereus, bem
como avaliar a eficiéncia dos procedimentos de higieniza¢do na remocdo de biofilmes de
esporos desse micro-organismo. Avaliou-se também as caracteristicas fisico-quimicas das
superficies dos esporos, como hidrofobicidade e carga elétrica e sua relacdo com a adesdo e

formacdo de biofilme por esporos de B. cereus.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacillus cereus

Bacillus cereus € um bastonete Gram-positivo, anaerébio facultativo, mével por meio
de flagelos peritriquios, formador de esporos termorresistentes, que podem ser centrais ou
subterminais (FRANCO; LANDGRAF, 2002). A temperatura minima de crescimento se
encontra na faixa de 4 a 12 °C e a temperatura méxima em torno de 48 a 55 °C, sendo que
geralmente sdo mesofilos, com temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 37 °C. A faixa
de pH na qual se multiplicam estd situada entre 4,3 ¢ 9,3 (BATT, 1999; FRANCO;
LANDGRAF, 2002).

E responsdvel por dois tipos de doengas transmitidas via alimentos, a “sindrome
emética” e a “sindrome diarreica”. Na forma emética, a producao de toxinas ocorre no proprio
alimento e € comumente associada com o consumo de arroz e outros alimentos farindceos
nos quais 0s esporos sobrevivem ao cozimento, germinam e, uma vez que permanecem tempo
suficiente em temperaturas moderadas, crescem consequentemente produzindo toxinas
(BLACKBURN; McCLURE, 2009).

A sindrome diarreica € causada pela ingestdo de células e esporos que produzem
enterotoxinas no intestino delgado, caracterizadas por duas toxinas termolédbeis, a hemolisina
BL (HBL) e a ndao hemolitica (NHE) (CARLIN et al., 2010). A diarreia esta relacionada ao
rompimento da integridade da membrana plasmdtica das células epiteliais no intestino
delgado e estd mais frequentemente associada a ingestdo de carnes, vegetais, molhos e
produtos lacteos (BLACKBURN; McCLURE, 2009). O consumo de alimentos
contaminados, apresentando contagens superiores a 10° células de B. cereus por grama de
alimento tém sido associados com surtos alimentares (RAJKOWSKI; BENNETT, 2003). As
caracteristicas das duas sindromes estdo apresentadas na Tabela 1.

Além da importancia da seguranca de alimentos, B. cereus estd associado com a
deterioracao de leite e produtos lacteos, uma vez que produzem enzimas capazes de degradar
esses produtos, como proteases, lipases e lecitinases (SCHMIDT et al., 2012). Esporos
sobreviventes a pasteurizacdo podem germinar, multiplicar e causar o defeito em leite
pasteurizado conhecido como “bitty cream”, que resulta na agregacdo dos glébulos de
gordura do leite em consequéncia da a¢do da enzima lecitinase, que hidrolisa os fosfolipidios
presentes na membrana do glébulo de gordura (BLACKBURN; McCLURE, 2009; DE
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JONGHE et al., 2010). Outro defeito tipico de leite fluido é conhecido como “sweet
curdling”, e tem sido associado a presenca de proteases extracelulares termorresistentes
produzidas por algumas cepas de B. cereus (RAY, 2003). As principais consequéncias da
contaminagdo por B. cereus em leite e produtos lacteos incluem a redugdo da vida util,

defeitos na textura e a presenga de off-flavors nos produtos (FROMM; BOOR, 2004;

LUCKING et al., 2013).

Tabela 1. Principais caracteristicas das doengas transmitidas por B. cereus.

Caracteristica

Sindrome emética

Sindrome diarreica

Dose

Sitio de producdo da
toxina

Sintomas

Tempo de incubacdo
Duracao dos sintomas

Caracteristicas das toxinas

Alimentos mais comuns

10° - 108 UFC/g alimento

Alimento

Nauseas e vOmitos,
possivelmente diarreia

I-5h
6-24 h

Peptideos pequenos,
termorresistente, estavel ao
acido, hidrofébica, estavel a
protease, ndo imunogénica

Arroz reaquecido, produtos
farindceos

103-107 células totais
consumidas

Intestino delgado

Dores abdominais, diarreia,
ocasionalmente nausea

8-16 h
12-24 h

Pelo menos duas
enterotoxinas estao
envolvidas, sensiveis ao
calor e proteases,
imunogénicas

Produtos cédrneos, sopas,
molhos, pudins e produtos
lacteos

Fonte: BLACKBURN; McCLURE, 2009.

Bactérias formadoras de esporos sdo importantes contaminantes nas industrias

lacteas, principalmente do ponto de vista de seguranca microbioldgica e qualidade dos
produtos, além de possiveis perdas econdmicas. O controle dessas bactérias no
processamento e produto final € ainda considerado uma tarefa dificil, uma vez que o
conhecimento sobre sua origem e caracteristicas como sua termorresisténcia, potencial de

deterioracgdo, toxicidade, é geralmente limitado (LUCKING et al., 2013).



Devido ao risco a saide publica e sua associacdo com a deterioracdo de leite e
produtos lacteos, diversos estudos tém investigado a ocorréncia de B. cereus em produtos,
tais como leite cru, pasteurizado, UHT (do inglés, Ultra High Tenperature) e iogurte
(BARTOSZEWICZ; HANSEN; SWIECICKA, 2008; BLEL et al, 2008; CHITOV;
DISPAN; KASINRERK, 2008; BANYKO; VYLETELOVA, 2009; DE JONGHE et al.,
2010; RATHER et al., 2011; FAILLE et al., 2014).

A incidéncia de B. cereus em produtos lacteos foi avaliada em 293 amostras obtidas
de um mercado local em Taiwan. Esse micro-organismo estava presente em 17% dos leites
fermentados, 52% dos sorvetes, 35% de sorvetes tipo “soft”, 2% de leite pasteurizado e 29%
de leite em p6 com niveis variando de 5 a 800 UFC/mL ou UFC/g (WONG; CHANG; FAN,
1988).

Reyes et al. (2007) avaliaram 381 amostras de produtos lacteos em p6 distribuidos
em escolas chilenas, e observaram que 175 amostras estavam contaminadas com B. cereus,
constituindo-se entdo um risco potencial para a seguranca microbioldgica dos produtos
reconstituidos.

Malek (2012) afirma que existe uma ampla disseminacdo de B. cereus (10 a 21%) em
ambientes de processamento de produtos lacteos, uma vez que diversos pontos de
contaminac¢do foram identificados ao longo de uma linha de producgdo de cinco industrias
lacteas. A contaminacdo desse micro-organismo, principalmente em leite pasteurizado pode
ser proveniente de diversas fontes, tais como leite cru, superficies de processamento e
materiais de embalagens.

Um dos fatores mais preocupantes para a industria lactea é a capacidade de formacgao
de esporos por B. cereus que sao extremamente resistentes ao calor, agentes quimicos, ampla
faixa de pH, desidratacdo, irradiacdo e outros estresses ambientais, o que favorece a
contamina¢cdo desse micro-organismo em produtos, uma vez que estdo amplamente
distribuidos no meio ambiente (GRANUM; LUND, 1997; CARLIN et al., 2010).

Svensson et al. (2004) coletaram leite cru de tanques de oito diferentes plantas de
processamento e observaram elevado niumero de esporos de B. cereus. A presenca de algumas
cepas foi relacionada aos diferentes ambientes das industrias, enquanto que certas cepas
podem ser selecionadas devido ao ambiente encontrado nos tanques. Os autores relataram
que provavelmente o sistema de limpeza dos tanques ndo era satisfatério devido a elevada

resisténcia ao calor dessas cepas (



Esporos sdo estruturas dormentes, com um nucleo central protegido do ambiente
externo por uma espessa camada de proteina e cértex. A camada de proteina é extremamente
resistente a danos quimicos ou a radiacdo, e o cortex possui a fun¢do de proporcionar baixa
atividade de 4gua em torno do nucleo, por meio da diferenca de pressdo osmdtica entre o
cortex e o protoplasma ou expansao do cortex sobre o protoplasma, o que pode explicar sua
alta resisténcia ao calor (BLACKBURN; McCLURE, 2009). Além disso, a membrana
externa e a capa do esporo possuem proteinas e carboidratos e, algumas espécies de Bacillus
Sp. possuem uma estrutura externa a capa, que pode apresentar apéndices, chamada exospdrio
(PLOMP et al., 2005).

Esporos que sdo metabolicamente inativos podem permanecer sob a forma dormente
por Varios anos, entretanto, uma vez expostos as condi¢cdes favordveis como a presenca de
nutrientes e temperatura 6tima, os mesmos sdao capazes de germinar e se tornarem células
vegetativas novamente. A destrui¢do ou prevencao da germinacdo de esporos € de extrema
importancia durante o processamento de alimentos, uma vez que esporos nao germinados
ndo causam deterioracdo ou transmissdao de doencgas através dos alimentos (RAY, 2003). A
elevada resisténcia dos esporos contribui para a sobrevivéncia de B. cereus ao longo das
etapas de processamento de produtos lacteos.

Diversos fatores sao atribuidos a elevada resisténcia dos esporos, tais como a genética
da bactéria formadora de esporo, temperatura de esporulacdo, conteido limitado de dgua
presente no nucleo e na capa do esporo, dentre outros (LINDSAY; FLINT, 2009). A estrutura
especifica de esporos bacterianos € diferente da estrutura das células vegetativas, sendo que
a capa do esporo, composta principalmente por camadas de proteinas, também tem sido
associada a sua elevada resisténcia (RAY, 2003).

Além da sobrevivéncia por longos periodos, o fato dos esporos serem muito mais
resistentes do que as células vegetativas pode também resultar na contaminagdo de
superficies que estdo em contato com alimentos (RYU; BEUCHAT, 2005; KRESKE et al.,
2006). Na literatura tem sido reportada que algumas cepas de B. cereus sao capazes de aderir
e formar biofilmes em plantas de processamento de leite e produtos lacteos (WIJMAN et al.,
2007; SHI; ZHU, 2009; SALUSTIANO et al., 2010; MALEK, 2012; PENA et al., 2014).

Tanto células vegetativas como esporos sdo capazes de interagirem com 0O ago
inoxiddvel e com compostos presentes em incrustacdes de leite (PARKAR et al., 2001;

FLINT et al., 2001; SEALE et al., 2008). No entanto, os esporos aderem com mais facilidade



na superficie de aco inoxiddvel, devido principalmente as suas propriedades hidrofébicas
(RYU; BEUCHAT, 2005). Os esporos aderidos se tornam mais resistentes a higieniza¢ao
podendo recontaminar o alimento processado e, quando houver condi¢cdes ambientais
favordveis, os esporos podem germinar convertendo-se em células vegetativas e, assim

causarem deterioracdo ou transmitirem doencas por meio dos alimentos (ELHARIRY, 2011).

2.2 Adesao e formacao de biofilmes bacterianos na indistria de alimentos

7z

A adesdo de micro-organismos € um fendmeno que ocorre naturalmente quando
qualquer célula microbiana entra em contato com uma superficie sélida. Este fato pode
acarretar em diversas implicagdes sobre a qualidade microbiolégica de um alimento e a
consequente formacgdo de biofilme fornece prote¢do as células contra a remoc¢ao por limpeza,
aumentando assim sua resisténcia aos sanitizantes (RAY, 2003).

Bactérias em seu habitat natural podem existir em duas formas: livres ou associadas
a uma superficie. As células livres sdo designadas planctonicas e as associadas a uma
superficie em processo de adesdo e formacdo de biofilmes sdo denominadas sésseis
(ANDRADE; BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998).

As propriedades superficiais (tensdo superficial, composi¢do da superficie) das
interfaces dos suportes de adesdo (aco, polimero, marmore, entre outros) € dos micro-
organismos desempenham papel importante na adesdo dos micro-organismos a essas
superficies. Além do que, as propriedades microbioldgicas e as caracteristicas do meio
circundante determinam em muitos sistemas o processo de adsor¢io (UBBINK; SCHAR-
ZAMMARETTI, 2007; ARAUJO et al., 2010).

A definicdo de biofilmes € relatada por diversos autores, sendo que Schneider (2007)
propds sua diferenciacdo das células planctonicas, além de incluir todas as formas de vida
microbiana com caracteristica de biofilme. Desta forma, “biofilmes sdo comunidades de
micro-organismos, aderidas a superficies ou suspensas em solugdo, cujas células podem ou
ndo estar envoltas por uma matriz de exopolimeros, onde a posi¢do espacial relativa dos
organismos individuais € fixa durante uma geracao e relativamente fixa também nas geracoes
seguintes”.

Biofilme em ambientes de processamento de leite e produtos lacteos desenvolve-se
inicialmente pelo acimulo de matéria organica em uma superficie, a qual € colonizada por

bactérias ou esporos. Durante o processamento de leite e produtos lacteos, as proteinas e
7



minerais presentes no leite podem formar depdsitos nos trocadores de calor e evaporadores
devido a elevada temperatura encontrada nessas regides (BREMER et al., 2009).

De acordo com Seale et al. (2008), biofilmes de Bacillus sp. sdo formados
principalmente quando esporos presentes em leite cru sobrevivem a pasteuriza¢io, aderem
as superficies de aco inoxiddvel e germinam sob condic¢des adequadas. A partir do momento
em que os biofilmes se tornam maduros pode ocorrer o desprendimento de células e esporos,
contaminando os produtos durante o processamento (FLINT et al., 2001).

Biofilmes sdo caracterizados pelas condi¢des do meio e pelas superficies colonizadas,
pelos genes de bactérias ativados e requeridos para formar e manté-lo, e pelos tipos de
produtos extracelulares que sdo concentrados na matriz do biofilme. Uma mesma bactéria
pode formar diferentes tipos de biofilmes sob diversas condi¢des ambientais, que podem ser
constituidos por uma tnica camada ou estruturas tridimensionais (MARCHAND et al.,
2012). A composicao e a estrutura dos biofilmes dependem de uma ampla variedade de
fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como espécie do micro-organismo, pH, presenca de sais
e nutrientes, meios de cultivo, temperatura do processo, condi¢des de fluxo
(MCLANDSBOROUGH et al., 2006).

Seale et al. (2010) observaram que a adesdo de esporos de Geobacillus sp foi
dependente do pH, uma vez que em valores de pH préximo ao ponto isoelétrico tanto dos
esporos como da superficie de aco inoxiddvel, o nimero de esporos aderidos aumentou,
quando comparado as condi¢des de pH neutro. A adesdo de esporos ao aco inoxidével foi
trés vezes maior em pH 3 quando comparado ao pH 7.

O efeito da temperatura (48, 55 e 60 °C) foi avaliado na formacdo de biofilme de
esporos de Anoxybacillus flavithermus utilizando um reator de fluxo continuo de escala
laboratorial. Os autores observaram a formagao de biofilme com 10 a 50% de esporos de A.
flavithermus a 55 e 60 °C. Entretanto, nenhum esporo foi detectado na temperatura de 48 °C.
Os autores também demonstraram que tanto células vegetativas quanto esporos de A.
flavithermus foram capazes de formar biofilme, sendo que a formacdo de esporos e do
biofilme pareceu ser um evento que ocorre simultaneamente (BURGESS et al., 2009).

Existem diversas teorias em relacdo a adesdo e formacdo de biofilmes. Segundo
Wirtanen; Salo (2005), existem duas etapas bem definidas, no qual a primeira é denominada
como reversivel, pois nesta etapa o micro-organismo ainda estd fracamente aderido a

superficie por meio de forcas de Van der Waals e interacOes eletrostéticas, e desta forma,



pode ser removido facilmente através da simples lavagem. A segunda € considerada como
irreversivel, pois nesta etapa ocorre a adesdo fisica da célula a superficie por material
extracelular de natureza polissacaridica ou protéica produzido pelo micro-organismo,
denominado de exopolissacarideo (EPS). O EPS forma um complexo com o material da
superficie e/ou ligacdes especificas de receptores localizados no pili, fimbrias e flagelos dos
micro-organismos, através de interacdes como dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, ligacdes
i0nicas e covalentes, etc.

Entretanto, Bryers; Ratner (2004) sugerem que a formagdo de biofilmes envolve a

sequéncia de etapas apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Etapas envolvidas na formacao de biofilmes.

1) pré-condicionamento da superficie tanto por macromoléculas ou coberturas intencionais; 2)
transporte de células plancténicas do fluido até a superficie; 3) adsorcdo de células; 4) desorcdo de
células aderidas reversivelmente; 5) adsor¢do irreversivel; 6) producdo de moléculas sinalizadoras;
7) transporte de substratos para o interior do biofilme; 8) metabolismo do substrato pelas células
aderidas ao biofilme e transporte de produtos para fora do biofilme, sendo acompanhados por
desenvolvimento celular, replicacdo e producdo de exopolissacarideos; 9) remocao parcial do
biofilme através do desprendimento das células ou erosio.

Fonte: (BRYERS; RATNER, 2004).

O primeiro evento que ocorre quando materiais entram em contato com o ambiente

de processamento, ¢ a formacdo de um filme condicionante, que na industria de produtos



lacteos consiste principalmente dos componentes organicos e inorganicos provenientes do
leite, e que normalmente ocorre nos primeiros 5 a 10 segundos apds limpeza ineficiente da
superficie (MITTELMAN, 1998). Esse condicionamento também altera as propriedades
fisico-quimicas da superficie, tais como variacdo na energia livre de Gibbs de interacdo
hidrofébica e variagdo na energia livre de Gibbs de adesdo, que podem afetar a ordem dos
eventos microbianos (DICKSON; KOOHMARALIE, 1989). Durante o segundo estagio de
formacdo do biofilme, células unicas sdo transportadas para as superficies e pontes
reversiveis sdo formadas entre a interface celular e a interface do substrato.

A fixacdo de bactérias pode ser mediada por apéndices celulares como fimbrias, pili
e flagelos, sendo que as substincias poliméricas extracelulares (exopolissacarideos) agem
como uma ponte entre as bactérias e o filme condicionante (KOKARE et al., 2009). No
entanto, a adesdo de bactérias a superficie ndo estd condicionada a producido de
exopolissacarideos, visto que a adesdo e consequente formacao de biofilme podem ocorrer
mesmo na auséncia destes (HOOD; ZOTTOLA, 1997). Apesar de ndo produzirem
exopolissacarideos, esporos podem formar biofilmes em superficies de processamento de
alimentos (ROSADO, 2009). A adesao de esporos de B. cereus € atribuida principalmente a
trés fatores, alta hidrofobicidade, baixa carga de superficie e presenca de apéndices celulares
(HUSMARK; RONNER, 1990; ANDERSSON; RONNER; GRANUM, 1995; LINDSAY;
FLINT, 2009).

Acredita-se que diversos fatores estdo envolvidos na adesio bacteriana em diferentes
superficies e interfaces, tais como hidrofobicidade, carga elétrica de superficie, temperatura,
presenca de substrato e aparatos celulares como fimbrias, pili e flagelos (ZOTTOLA;
SASAHARA, 1994; WILLIAMS; FLETCHER, 1996; LI et al., 2009). As caracteristicas
fisico-quimicas da superficie dos micro-organismos, tanto de células vegetativas quanto de
esporos de Bacillus sp, t€m sido investigadas por alguns autores (FAILLE et al., 2002;
FAILLE et al., 2010a; PALMER et al., 2010; SEALE et al., 2010; ELHARIRY, 2011;
HARIMAWAN et al., 2013).

A hidrofobicidade da superficie celular estd relacionada a componentes hidrofébicos
presentes na membrana externa dos micro-organismos (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994),
além do que, intera¢des hidrofébicas tendem a aumentar com o aumento da natureza nao
polar das superficies envolvidas, sejam elas da célula e/ou do substrato, sendo assim, um

fator importante na adesdo (DONLAN, 2002).
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A adesdo de B. cereus as superficies de contato é afetada pela interacdo das
caracteristicas fisico-quimicas da superficie do micro-organismo e da superficie de contato
(BERNARDES et al., 2010). De acordo com Drenkard; Ausubel (2002), além das bactérias
aderirem as superficies, as interacdes hidrofébicas também podem contribuir para a adesao
entre elas. A combinacdo dos pardmetros de hidrofobicidade e carga elétrica de superficie da
bactéria normalmente fornece indicacdes com relagcdo a adesio nao especifica das células as
superficies (UBBINK; SCHAR-ZAMMARETTI, 2007).

A habilidade de esporos de Bacillus sp. em aderir as superficies de seis diferentes
materiais incluindo aco inoxiddavel foi avaliada por Faille et al. (2002). Os autores observaram
que esporos de B. cereus com natureza mais hidrofébica apresentaram maior adesdo quando
comparados aos esporos de Bacillus subtilis em superficies do mesmo material, sugerindo
que interacdes hidrofébicas possuem influéncia na adesdo de micro-organismos.

A presenca de apéndices extracelulares (flagelos, pilli, fimbria), que podem variar em
tamanho e rigidez, também pode favorecer a adesdo de micro-organismos as superficies
(DONLAN, 2002; ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008a). Normalmente esses apéndices estao
carregados positivamente, assim sdo capazes de sobrepor a repulsdo eletrostatica que pode
existir entre o substrato e a bactéria (PALMER et al., 2010).

Além disso, a forte adesdo de B. cereus tem sido atribuida ao carater hidrofébico do
exosporio. Um estudo conduzido por Faille et al (2007), demonstrou que esporos de B. cereus
sem a presenca do exosporio ou com o mesmo danificado, apresentaram significativamente
menor adesao quando comparados a esporos com o0 exosporio intacto.

Informacgdes relacionadas as caracteristicas da adesdo de esporos bacterianos em
diversos tipos de superficies de contato com alimentos sdo importantes, uma vez que deve-
se evitar a adesdo ou inativar os esporos por meio do processo de higienizagdo (NANASAKI
et al., 2010).

Estudos propdem que durante a formacao de um biofilme, células bacterianas podem
modificar a superficie a ser colonizada em resposta as condi¢des do meio em que se
encontram, ou seja, elas podem adotar medidas adaptativas, criando microambientes durante
o desenvolvimento microbiano sobre uma superficie, resultando na formagdo de
comunidades complexas e fenotipicamente heterogéneas (KLAUSEN et al., 2006; MONDS;
O’TOOLE, 2009). Em ambientes onde hd limitagdo de nutrientes e fluxo turbulento,

biofilmes sdo considerados como mecanismo de sobrevivéncia, prote¢do e propagacio de
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bactérias, uma vez que essas condi¢des sao consideradas adversas a sobrevivéncia do micro-
organismo (DAVEY; GEORGE; TOOLE, 2000).

Os biofilmes por serem constituidos de agregados de células, se tornam um ambiente
propicio para a comunicagdo célula-célula, denominado quorum sensing. Esta comunicacao
pode desempenhar um papel tanto na ligacdo de células quanto no desprendimento de
biofilmes (BASSLER, 2002; DONLAN, 2002). O processo de quorum sensing fornece um
importante mecanismo para auto-organizacdo e regulacdo de células microbianas (Parsek;
Greenberg, 2005), uma vez que envolve um sistema sinalizador (moléculas sinalizadoras ou
autoindutoras (Al)) que permite a bactéria monitorar e responder sinais de acordo com a sua
prépria densidade populacional.

ApOs a etapa de adesdo e formacdo de biofilme, ocorre comumente a contaminagdo
do produto final durante o processo como consequéncia do desprendimento de células
individuais ou liberacio de fragmentos do biofilme (SVENSSON et al., 2000; SCOTT et al.,
2007; BURGESS et al., 2009; SALUSTIANO et al., 2010). Flint et al. (2001) relataram que
esse mecanismo € conhecido como potencial de biotransferéncia, uma vez que observaram a
liberagdo e o desprendimento de células vegetativas e esporos de Geobacillus
stearothermophilus em fluxo de leite apds a formacao de biofilme em aco inoxidével.

A permanéncia em biofilmes confere protecdo as células vegetativas e esporos
principalmente no que se refere a resisténcia a limpeza, sanitizantes, antibidticos, radiacao
UV e desidratacdo (ELASRI; MILLER, 1999; RYU; BEUCHAT, 2005; LEBERT; LEROY;
TALON, 2007). Além do prejuizo a qualidade e seguranca microbiolégica do produto
(PARKAR; FLINT; BROOKS, 2004), a formacgao de biofilmes pode causar perda de energia
nos trocadores de calor, reducao do fluxo de alimentos devido a obstrucdes de equipamentos,
aceleracdo da corrosio do aco inoxiddvel devido aos metabdlitos bacterianos e deterioragao
de sensores, detectores e equipamentos (WIRTANEN et al., 1996; PARKAR; FLINT;
BROOKS, 2004).

Os requerimentos esperados de materiais que entram em contato com alimentos fazem
com que o aco inoxidédvel seja amplamente empregado na industria lactea, uma vez que é
quimica, bacteriologica e sensorialmente neutro em relacdo ao alimento. Além disso,
apresenta facilidade de higienizacdo e durabilidade, principalmente em relacdo a corrosio e
ao envelhecimento. Outros fatores que estdo relacionados a preferéncia da industria lactea

por aco inoxidével sdo as caracteristicas mecanicas, coeficiente de expansao, condutividade
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térmica e facilidade de utilizagdo (BREMER et al., 2009). No entanto, o ago inoxiddvel pode
apresentar fissuras ou fendas com tamanho suficiente para alojar micro-organismos. A
ocorréncia destas imperfeicdoes origina regides de dificil acesso que podem reduzir a
eficiéncia de procedimentos de higienizacdo e favorecer a adesdo de micro-organismos com
consequente formacao de biofilmes (BOWER; MCGUIRE; DAESCHEL, 1996).

Nas industrias lacteas, acredita-se que o leite cru € a principal fonte para a entrada de
B. cereus no processamento desses produtos (PENA et al., 2014) e as superficies de
equipamento pos pasteurizacao sao reconhecidas como a principal causa de recontaminacao
de leite e produtos lacteos uma vez que podem favorecer a adesao e formagao de biofilmes
por micro-organismos (SVENSSON et al., 1999; BROOKS; FLINT, 2008; SALUSTIANO
et al., 2010).

Biofilmes presentes em industrias licteas sdo dificeis de remover principalmente
devido a presenca de residuos de proteinas e minerais (fosfato de calcio), além das
dificuldades associadas ao processo de higienizacdo dos equipamentos e ambientes de
processamento (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006). Marchand et al (2012) relatam
que para cada célula planctonica detectada pode existir em torno de 1000 organismos

presentes em biofilmes.

2.3 Controle da formacao de biofilmes e influéncia das etapas de higienizacao

A higieniza¢do dos equipamentos de processamento de alimentos é de extrema
importancia para o controle da contaminacao microbioldgica dos produtos, entretanto, esse
processo se torna cada vez mais dificil devido a elevada resisténcia das células aderidas aos
sanitizantes e a outros agentes antimicrobianos (BLOOMFIELD; ARTHUR, 1993; MAH;
O’TOOQOLE, 2001; BRIDIER et al., 2011). A eficiéncia dos produtos disponiveis no mercado
€ baseada em testes realizados com células planctonicas, que podem ser fisiologicamente
diferentes das células presentes em biofilmes, o que pode implicar na menor eficiéncia dos
produtos na remocgao de biofilmes (HOOD; ZOTTOLA, 1995).

O controle ineficiente de biofilmes por meio de métodos tradicionais de limpeza e
sanitizacdo nas industrias de alimentos tem sido associado com a resisténcia dos micro-
organismos. As bactérias submetidas a acdo de agentes sanitizantes tém demonstrado alta
resposta adaptativa ao meio em que se encontram, apresentando elevada resisténcia

(SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2009). Kim et al. (2009), acreditam que a presenca de células
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dormentes nos biofilmes € a principal razdo para essa elevada resisténcia antimicrobiana.
Micro-organismos patogénicos, tanto na forma vegetativa quanto na forma de esporo,
aderidos em superficies de contato com alimentos, apresentam um risco potencial devido a
contaminag¢do cruzada, sendo que a higieniza¢do adequada dessas superficies é importante
para prevenir este tipo de contaminagao (LEE et al., 2010).

A forma mais direta para prevenir a contaminacao e a consequente deterioracdo do
produto processado € evitar a formagdo do biofilme por meio da higienizacdao constante da
planta de processamento em curtos intervalos de tempo, além do monitoramento do
procedimento. Entretanto, isso nem sempre € possivel e algumas vezes ndo € suficiente. Em
geral, Bacillus sp. sao dificeis de serem eliminados devido a alta taxa de desenvolvimento,
resisténcia dos esporos ao calor, a agentes quimicos e habilidade em formar biofilmes
(FLINT et al., 2001; PARKAR; FLINT; BROOKS, 2003).

Para as industrias lacteas, a presenca da forma esporulada € o fator mais preocupante
(SCOTT et al.,, 2007; BURGESS et al.,, 2009), uma vez que possuem capacidade de
sobreviver em condi¢des adversas tais como, elevadas temperaturas utilizadas no
processamento de produtos (pasteurizacio, secagem, esterilizacdo), limpeza CIP (do inglés,
cleaning in place), armazenamento prolongado do produto final e baixa atividade de agua.
Segundo Malek (2012), o processo de pasteurizac@o parece ser um passo chave com relacao
as bactérias formadoras de esporos, uma vez que as temperaturas utilizadas desempenham
um papel crucial na ativagdo dos esporos. Por outro lado, a sobrevivéncia de células
vegetativas € menos susceptivel quando encontram as mesmas condi¢des de processamento
e armazenamento do produto (SCOTT et al., 2007; NANASAKI et al., 2010).

A utilizacdo do sistema CIP € a principal forma de controlar a formagao de biofilmes
nas plantas de processamento de leite e produtos lacteos. Nesse processo € possivel a
higienizacdo completa dos itens de uma planta assim como das tubula¢des sem a necessidade
de desmontar ou abrir o equipamento e com pouco ou nenhum manuseio. Na industria lactea,
o processo CIP envolve a etapa de limpeza com hidréxido de sédio e dcido nitrico, além de
etapas de pré-enxague e enxague com agua. Em alguns casos, agentes sanitizantes também
sdo incorporados no sistema CIP (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006).

Os produtos quimicos normalmente usados para a limpeza s@o tensoativos ou
produtos alcalinos, com o objetivo de suspender e dissolver residuos de alimentos, através da

diminui¢do da tensdo superficial, emulsionamento de gorduras e desnaturagdo de proteinas
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(SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010). Os agentes 4cidos, tais como dcido nitrico, atuam na
remocgao de residuos inorganicos como minerais que sao responsdveis por incrustacdes, como
as conhecidas “pedras de leite”, nas superficies do aco inoxidadvel. As solu¢des sanitizantes
visam a eliminacio dos micro-organismos patogénicos e a redu¢do dos deteriorantes a niveis
seguros (SALUSTIANO et al., 2010).

Apds a higienizacdo, qualquer bactéria remanescente ou residuo de esporo pode
continuar sua proliferacdo podendo causar problemas no processamento de alimentos, ou
mesmo o restabelecimento de um novo biofilme (VERRAN, 2002; PARKAR; FLINT;
BROOKS, 2004).

Diversos estudos tém demonstrado que biofilmes presentes na industria lictea,
constituidos de bacilos Gram positivos formadores de esporos e estreptococos
termorresistentes nao sdo removidos adequadamente por um procedimento de limpeza CIP
padrio (BORE; LANGSRUD, 2005; BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006;
BROOKS; FLINT, 2008). No entanto, a adicdo de aditivos ao detergente alcalino, como
agentes sequestrantes, quelantes e tensoativos e uma mistura de dcido nitrico (contendo
surfactantes), resultou na redugdo de 3,8 ciclos logaritmicos no nimero de células presentes
em superficie de aco inoxiddvel. Neste caso, a utilizacdo de um agente sanitizante apds a
limpeza ndo aumentou a eficiéncia do procedimento (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN,
2006).

Alguns autores demonstraram que esporos de B. cereus aderidos em aco inoxidéavel
sdo mais dificeis de remover através da utilizacdo de procedimentos CIP do que células
vegetativas da mesma bactéria (FAILLE; FONTAINE; BENEZECH, 2001; PENG; TSAI;
CHOU, 2002). Esporos de B. cereus isolados de tanques de silo de laticinios apresentaram
elevada resisténcia a limpeza alcalina (1% NaOH, 15min, 75 °C) e foram ainda capazes de
germinar e formar biofilme em leite integral (SHAHEEN et al., 2010).

Além dos esporos apresentarem resisténcia a ambientes com condi¢des adversas, 0s
biofilmes podem protegé-los, e desta forma, uma dupla resisténcia pode ser conferida aos
esporos. Os procedimentos de higienizagdo devem atingir os esporos dentro dos biofilmes e,
sendo assim, os agentes sanitizantes, além da atividade contra biofilmes, devem ser
selecionados pelo efeito esporicida (MALEK, 2012). A capa do esporo apresenta uma
estrutura rigida que contém elevado contetido do aminodcido cistina, que nao € susceptivel a

oxidacdo, dificultando assim a acdo de agentes quimicos (MORAES et al., 1997).
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O controle de B. cereus nas industrias lacteas deve enfatizar quais os procedimentos
adequados de limpeza e sanitizacdo, tais como o controle de pH e concentragdes dos
reagentes, tempo e temperatura de exposicao das solucdes, para desta forma obter a efetiva
remocdo de residuos organicos e inorganicos, bem como de micro-organismos
(SALUSTIANO et al., 2010).

Em condi¢des reais de processamento, quando a higienizacdo € considerada
ineficiente, uma camada de biofilme ainda pode permanecer na superficie, facilitando, uma
nova propaga¢do de um biofilme com maior resisténcia do que o formado anteriormente
(LEMOS et al., 2015). A presenca de bactérias em superficies de linhas de processamento
tem sido também reportada devido ao fendmeno de readesdao, mesmo apds procedimentos de
higienizacio (LE GENTIL; SYLLA; FAILLE, 2010). Sabe-se que os equipamentos
utilizados em linhas de processamento de leite e produtos lacteos sdo expostos a uma ampla
faixa de temperatura e que procedimentos incorretos ou ineficientes de higienizacdo dos
equipamentos podem fornecer substratos para a formacio de biofilmes de B. cereus (PENA
et al., 2014).

A etapa de sanitizacdo finaliza o procedimento de higieniza¢do em um sistema CIP
completo e ird assegurar a qualidade microbiolégica das superficies. Informacdes
relacionadas as formas de uso, concentra¢des recomendadas e modo de acdo sdo importantes
na escolha do sanitizante mais adequado para determinado processamento (TROLLER,
1993), uma vez que a utilizacdo inadequada dos sanitizantes pode promover a selegdo de
bactérias altamente resistentes (GRAM et al., 2007).

A ac@o dos sanitizantes pode ser afetada pela concentracdo, pH, tempo e temperatura
de contato, tipos de residuos presentes nas superficies, meios de cultivo, concentracdo de
micro-organismos, entre outros fatores. Os sanitizantes quimicos mais utilizados durante o
processamento de alimentos sdo &4cido peracético, cloraminas organicas, clorexidina,
compostos de amodnia quaterndria, di6xido de cloro, hipoclorito de sédio, iodéforos e

peréxido de hidrogénio (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).

2.3.1 Acido Peracético

O 4cido peracético € um sanitizante fortemente oxidante, de amplo espectro de
atividade antimicrobiana, e por isso € utilizado em diversas industrias, principalmente as de

processamento de alimentos (ALASRI et al., 1992; FINNEGAN et al., 2010).
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Possui excelente acdo sanitizante contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
fungos filamentosos e leveduras, virus e esporos (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b),
sendo mais eficiente em ordem de grandeza contra bactérias, virus, esporos bacterianos e
cistos de protozoarios (WESSELS; INGMER, 2013).

O mecanismo exato de a¢ao pelo qual o dcido peracético oxida e elimina um micro-
organismo ainda € controverso devido a complexidade de suas vias de reacao (ROKHINA et
al., 2010). Acredita-se que esse agente inibe ou elimina 0os micro-organismos por diversos
mecanismos, uma vez que diversos radicais livres, que sdo altamente reativos, surgem das
reacdes do peréxido com compostos organicos. O dcido peracético € um agente oxidante ndo
especifico, que reage em locais ricos em elétrons, na di-hidroxilacdo de ligacdes duplas C-C
e na formacdo de radicais livres, o que significa que a célula microbiana serd altamente
danificada apds o contato com a molécula de 4cido peracético (WESSELS; INGMER, 2013).

A acgdo do 4cido peracético pode ser reduzida se a célula microbiana se encontrar
presente em biofilmes, uma vez que os componentes do biofilme podem dificultar o alcance
do sanitizante na superficie celular. Sendo assim, a etapa de limpeza para remocdo de
residuos organicos e inorganicos € extremamente importante antes da aplicacao dos agentes
sanitizantes (BRIDIER et al., 2011).

O d4cido peracético é disponivel comercialmente na forma de uma mistura em
equilibrio de dcido peracético, peréxido de hidrogénio, acido acético e dgua, conforme

apresentado na Equacido 1 (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b):

CH3CO:H + H:0: CH3;COsH + H:0

acido acético peréxido de hidrogénio  4cido peracético agua

Equacio 1. Reagdo de formagao do 4dcido peracético

Essa mistura tem um odor forte e baixo pH, normalmente 2,8, sendo normalmente
produzida em concentragdes entre 5 € 15% (SREY; JAHID; HA, 2013). O 4cido peracético
possui a¢do em baixas temperaturas e ndo € afetado pela dureza da dgua, no entanto, possui
baixa estabilidade ao armazenamento, € incompativel com ferro, cobre e aluminio, necessita
de manuseio especializado uma vez que pode ser irritante a pele e mucosas € 0 composto

concentrado possui odor de vinagre (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).
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Alguns estudos relatam que o 4cido peracético foi mais eficiente na remog¢ao de
biofilmes quando comparado a outros sanitizantes (HOLAH et al., 1990; ANDRADE;
BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998; FATEMI; FRANK, 1999; IBUSQUIZA; HERRERA;
CABO, 2011; BELTRAME et al., 2012).

A utilizagdo de 4cido peracético na concentracao de 0,2% por 2 min a 10 °C foi mais
eficiente quando comparado a clorexidina, quaterndrio de amonia e acidos orginicos na
reducgdo das contagens de Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes (BELTRAME et al., 2012).

Marques et al. (2007) avaliaram a acao do dicloroisocianurato de sédio, peréxido de
hidrogénio e 4cido peracético na inativacao de biofilme formado por S. aureus, e verificaram
uma maior eficiéncia do 4dcido peracético.

Este sanitizante, na concentragdo de 120 mg/L por 2 min também foi considerado
efetivo por Andrade; Bridgeman; Zottola (1998), na reducdo da contagem (4,8 ciclos log) de
biofilme de Enterococcus faecium isolado de leite cru, em ago inoxidavel.

Entretanto, a aplica¢do de dcido peracético na concentragcdo de 0,5% por 10 min foi
ineficiente na remoc¢do de todos os biofilmes formados por Micrococcus luteus,

Staphylococcus hominis, Pseudomonas putida, Listeria innocua em ago inoxiddvel contendo

caldo TSB (KROLASIK et al., 2010).

2.3.2 Hipoclorito de sédio

O cloro, sob a forma de hipoclorito de sédio, € o composto mais utilizado para garantir
a qualidade e aumentar a seguranca microbiolégica de alimentos processados
(NASCIMENTO et al., 2005). O hipoclorito € comercializado sob a forma liquida, com
concentragdes variando de 2 a 10% de cloro residual total, expresso em Cla. Apresenta
diversas vantagens como rdpida a¢do, ndo € afetado pela dureza da dgua, efetivos em baixas
concentracgdes, relativamente ndo téxicos nas condi¢des de uso, de fécil aplicagdo e baixo
custo (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).

A acdo bactericida do cloro, estd vinculada ao 4cido hipocloroso, um acido fraco que
em valores de pH inferiores a 6,0 estd predominantemente na forma ndo dissociada. O 4cido
hipocloroso possui a capacidade de penetrar através da membrana celular, oxidar os grupos
sulfidrilas de certas enzimas que participam da via glicolitica, e, desta forma, eliminar a

célula (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).
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Possui amplo espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos, virus,
esporos, além do fato de ser um produto relativamente barato (EMMANUEL et al., 2004).
Young; Setlow (2003) sugeriram que o mecanismo esporicida do cloro esté relacionado ao
dano causado na membrana interna, resultando em mudanca de permeabilidade da membrana
plasmética do esporo germinado. Esporos de B. subtilis tratados com cloro iniciaram a
germinagdo mas nao foram capazes de crescer devido ao dano causado na membrana.

No entanto, o hipoclorito de sédio pode ser inativado pela matéria organica, ser
corrosivo a superficie do aco inoxidavel, dependendo da concentragdo pode causar irritagao
a pele, apresentar menor eficiéncia em pH elevado, instdvel ao armazenamento e causar
oxidagdo em borrachas utilizadas nos equipamentos, além da formagdo dos trihalometanos
que sdo compostos cancerigenos (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).

O hipoclorito de sédio, quando em solugdo aquosa, libera o acido hipocloroso em sua
forma ndo dissociada, sendo este o principal responsdvel pela acdo antimicrobiana do
sanitizante, conforme apresentado na Equacdo 2. O pH possui um papel determinante nessa
reacdo, uma vez que este é responsavel pela quantidade de dcido hipocloroso em solugdo

(TROLLER, 1993).

NaOCl + H0 HOCI + OH-
Hipoclorito de sddio acido hipocloroso

HCIO «— (O + H*

Equacao 2. Reacdo de dissociacdo do hipoclorito de sédio em solugdo aquosa.

Alguns autores demonstraram a eficiéncia do hipoclorito de s6dio na remocao de
biofilmes (SPRATT et al., 2001; GIARDINO et al., 2007; TOTE et al., 2010).

A utilizagao de hipoclorito de s6dio apds uma limpeza completa resultou na presenga
de menos que 0,85 UFC/cm? de B. cereus que estava presente em biofilme em aco inoxidavel
(SALUSTIANO et al., 2009).

Joseph et al. (2001) relataram que o tratamento com hipoclorito de s6dio a 100 ppm
por 15 min eliminou o biofilme de Salmonella presente em aco inoxidavel.

Hipoclorito de sédio na concentracdo de 100 mg/L por 10 min foi mais eficiente
quando comparado ao 4cido peracético na remog¢do de biofilmes de E. coli, Pseudomonas

fluorescens e S. aureus em aco inoxidavel (ROSSONI; GAYLARDE, 2000).
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Gandara; Oliveira (2000) observaram que os melhores resultados na remog¢ao de
biofilme em acgo inoxiddvel, formado por Streptococcus thermophilus isolado de leite
pasteurizado, foram obtidos a partir da utiliza¢do de hipoclorito de sédio apds as etapas de
limpeza alcalina e 4cida.

Cabecga; Pizzolitto; Pizzolito (2006), avaliaram a acao de varios sanitizantes utilizados
na industria de alimentos, em relacdo a biofilme de L. monocytogenes em superficie de aco
inoxiddvel, e observaram que o hipoclorito de s6dio, na concentracdo de 150 mg/L, foi o
mais efetivo, promovendo reducdes de 5,5 e 6,5 log UFC/cm?, apés 28 e 48 h,
respectivamente.

Considerando a complexidade da estrutura do biofilme e a dificuldade de sua remogao
utilizando-se os processos usuais de limpeza da industria lactea, o entendimento do efeito das
matrizes lacteas na adesdo de células vegetativas e esporos de B. cereus ao aco inoxiddvel
pode favorecer o desenvolvimento de sistemas de limpeza adequados para controlar a
formacdo de biofilmes desse micro-organismo nas plantas de processamento de leite e

produtos lacteos, garantindo, assim, a qualidade e seguranca microbioldgica dos produtos.
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3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido em quatro etapas sequenciais, cada uma delas constituida
de triplicata de experimentos que foram independentemente avaliados através de
delineamento experimental e anélise estatistica adequada dos dados. As duas primeiras etapas
tiveram como objetivo selecionar situagdes de maior adesdo e formacdo de biofilme por
células vegetativas ou esporos de B. cereus em ago inoxiddvel. Estabelecidas as condicdes
de maior ades@o, a terceira etapa do trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de
exposi¢ao na adesdo e formacdo de biofilme em aco inoxidavel por esporos de B. cereus.
Finalmente, a quarta etapa do trabalho teve por objetivo avaliar a eficiéncia dos
procedimentos de limpeza e sanitizacdo na remocao de biofilmes formados por esporos de B.
cereus estabelecidos nas melhores condi¢des de matriz e tempo de exposi¢do para adesao e
formacao de biofilme.

As duas primeiras etapas foram realizadas com os mesmos isolados de B. cereus,
incluindo uma cepa ATCC (sequenciada de referéncia American Type Culture Collection),
na forma de células vegetativas ou esporos, utilizando-se a mesma superficie de ago
inoxidavel devidamente preparada. Para as demais etapas, foram utilizados apenas esporos
dos isolados de B. cereus. Desta forma, antes do detalhamento dos experimentos serao
apresentados: a origem dos isolados de B. cereus; a metodologia de preparo das células
vegetativas e da suspensio de esporos; € a caracterizacdo e o preparo da superficie de aco

inoxidavel.

3.1 Origem dos isolados

Foram utilizadas quatro cepas de B. cereus, isoladas previamente do ambiente de
processamento de ricota por Fernandes et al. (2014), mantidas em caldo BHI (Brain Heart
Infusion, BHI, Difco, Sparks, MD, USA) adicionado de glicerol a -80 °C. As cepas
codificadas como 164, 167, 174 e 176 apresentaram genes relacionados as enterotoxinas
HBL e NHE, responsdveis pela sindrome diarreica, e resisténcia a diferentes antibidticos,
conforme apresentado na Tabela 2. Foi utilizado um pool dessas cepas na avaliacdo da adesao
e formacdo de biofilme em ago inoxidavel. A cepa de B. cereus ATCC 14579, pertencente a
colecdo de culturas do Laboratério de Higiene e Legislacio (FEA/UNICAMP) também foi

selecionada para estudo nas etapas inicias.
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Tabela 2. Caracteristicas das culturas isoladas do processamento de ricota e utilizadas na

formacdo do biofilme de B. cereus.

Espécie Local de Genes de Resisténcia a
(n° da cepa) isolamento viruléncia antibioticos
B. cereus (164) Bancada de hbIA, hblC, hbID, ﬁ‘ﬁéﬁﬁi
’ embalagem nheA, nheB, nheC . .
Trimetoprim
. Ampicilina,
Caixa de hblC, hblD, nheA, .
B. cereus (167) Penicilina e
armazenamento nheB, nheC i .
Trimetoprim
Ampicilina,
B. cereus (174) Ralo de hblA, hbIC, hbID, Penicilina e
' escoamento do soro  nheA, nheB, nheC i .
Trimetoprim
Ampicilina,

hblA, hblC, hblD, .
B. cereus (176) Forma nhed. nheB, nheC Pe.nlclhna‘ e
Trimetoprim

Fonte: Adaptado de Fernandes et al. (2014).

3.2 Preparo das células vegetativas

Para a obtencdo da suspensio de células vegetativas de B. cereus, as cepas (quatro
isolados da industria lictea e uma ATCC 14579) foram descongeladas e ativadas
separadamente em caldo TSB (Tryptic Soy Broth, TSB, Difco, Sparks, MD, USA), a35 £ 1
°C por 24 horas, de acordo com metodologia adaptada de Pagedar; Singh (2012). Apés o
crescimento, as c€lulas foram transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno, com
tampas rosquedveis, previamente esterilizados e submetidas a centrifugacdo (Centrifuga
Beckman J2-21, Beckman Instruments, Palo Alto, Ca, EUA) a 4000 rpm por 20 minutos, a
4 °C. O sobrenadante de cada cultura foi descartado e o concentrado de células foi
ressuspenso em dgua peptonada 0,1% (p/v) para a lavagem das células, seguindo-se nova
centrifugacdo nas mesmas condi¢des. Apds a lavagem das células, os quatro isolados da
inddstria foram ressuspensos em dgua peptonada 0,1% (p/v) e colocados em um mesmo tubo
de centrifuga, a fim de obter uma suspensdo de um pool de B. cereus isolados da industria

lactea. O mesmo procedimento foi realizado para obtengdo de uma suspensao da cepa de B.

cereus ATCC 14579. As suspensdes obtidas do pool de B. cereus e da cepa ATCC 14579
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foram utilizadas subsequentemente na avaliagdo da adesdo e formacdo de biofilme em aco
inoxidédvel. O procedimento de preparo das suspensdes de células vegetativas foi realizado
antes de cada experimento e a contagem para controle da quantidade de células nas
suspensoes foi realizada por meio de plaqueamento em profundidade em placas de Petri
utilizando-se dgar TSA (Tryptic Soy Agar, TSA, Difco, Sparks, MD, USA) e as placas foram
incubadas a 35 =+ 1 °C por 24 a 48 horas (LEE et al., 2010).

3.3 Preparo da suspensao de esporos

Os esporos de B. cereus foram produzidos de acordo com metodologia descrita por
Samapundo et al. (2014), com modifica¢des. As cepas (quatro isolados da industria lactea e
uma ATCC 14579) foram ativadas em caldo TSB, a 35 + 1 °C por 24 horas e, apds este
periodo, foram submetidas a um tratamento térmico em banho-maria a 80 + 1 °C por 12
minutos e, resfriadas em banho de gelo por 10 minutos. As culturas foram estriadas para
isolamento em placas com dgar para esporulacio AK (Arret e Kirshbaum) agar # 2
(Formulacao em g/L: digesto pancredtico de gelatina: 6,0 g; digesto pancreético de caseina:
4,0 g; extrato de levedura: 3,0 g; extrato de carne: 1,5 g; glicose: 1,0 g; dgar: 15,0 g; sulfato
de manganés: 0,3 g). As placas foram incubadas a 35 + 1 °C e apds 24 horas uma colonia
representativa foi inoculada em tubos contendo caldo TSB, que foram incubados durante uma
noite (10 a 12 horas) a 35 + 1 °C. Cada cepa foi estriada individualmente em quadruplicata
para crescimento em placas com 4gar para esporulacao AK agar # 2 e incubadas a 35 = 1 °C.

As placas foram observadas apds 7 a 10 dias de incubagdo para avaliar a extensao da
esporulagdo utilizando microscopia de contraste de fase e/ou coloracao de esporos com verde
malaquita. Uma vez observada a esporulagao, as placas foram incubadas durante uma noite
(10 a 12 horas) a4 = 1 °C para induzir maior produgdo de esporos, visando alcangar 90 a
95% de esporulacdo.

Os esporos obtidos foram coletados das placas de Petri por meio de adicao de dgua
peptonada 0,1% (p/v) e raspagem da superficie do dgar com auxilio de al¢a de Drigalski. Os
esporos de cada cepa (provenientes de quatro placas) foram coletados em tubos de centrifuga
de polipropileno com tampas rosquedveis previamente esterilizados e submetidos a
centrifugacdo (Centrifuga Beckman J2-21, Beckman Instruments, Palo Alto, Ca, EUA) a
4000 rpm por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante de cada cultura foi descartado, o

concentrado de esporos foi ressuspenso em aproximadamente 25 mL de d4gua peptonada 0,1%
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(p/v), e submetido a um tratamento térmico de 70 °C por 30 minutos. Apds o tratamento
térmico, o concentrado foi centrifugado novamente nas condi¢des descritas anteriormente e
10 mL de solugdo de lisozima esterilizada a frio (1 mg/mL de lisozima) foi adicionada em
cada tubo de centrifuga a fim de digerir as células vegetativas remanescentes. Os tubos foram
agitados em vortex na velocidade maxima, incubados por 1 hora a 37 °C e centrifugados
(4000 rpm por 20 minutos a 4 °C).

Em seguida, adicionou-se agua Ultra Pura estéril em cada tubo e as amostras foram
centrifugadas novamente, sendo este procedimento repetido trés vezes. Os esporos foram
ressuspensos em 30 mL de dgua Ultra Pura estéril gelada e armazenados a 4 °C. Desta forma,
foram obtidas suspensdes de esporos da cepa ATCC 14579 e de cada cepa de B. cereus
isolado da industria lactea. A contagem dos esporos foi realizada por meio de plaqueamento
em profundidade em dgar TSA suplementado com 0,2% (p/v) de amido soluvel, e as placas
foram incubadas a 35 + 1 °C por 24 a 48 horas (RUECKERT; RONIMUS; MORGAN, 2005).

Para a avaliacdo da adesdo e formagao de biofilme em ago inoxiddvel, no momento
da andlise, as suspensdes dos esporos foram retiradas da geladeira e 1 mL de cada suspensao
das cepas de esporos de B. cereus isolados da industria lactea foi adicionado em um mesmo
tubo de ensaio estéril. Desta forma, a mistura dos quatro isolados (pool) foi serialmente
diluida até atingir uma concentragio final de aproximadamente 10> UFC/mL nos meios de
cultivo utilizados nos experimentos. A suspensdo de esporos da cepa ATCC 14579 foi
serialmente diluida até que também atingisse a concentragdo final de aproximadamente 10°

UFC/mL nos meios de cultivo utilizados nos experimentos.

3.4 Caracterizacio e preparo da superficie de aco inoxidavel

Para avaliar a adesdo e formacao de biofilmes por B. cereus, chapas de aco inoxidavel
AISI 304 (American Iron and Steel Institute) acabamento nimero 4, com dimensdes de 1,0
mx 1,2 mx 0,1 cm (A¢omedi Acos Ltda, Barueri, SP, Brasil) foram cortadas em cupons de
1,0ecm x 1,0 cm x 0,1 cm, que foram perfurados em um dos vértices (1 mm de didmetro). A
rugosidade do material foi realizada pelo Centro de Tecnologia da Unicamp, Laboratério de
Metrologia, utilizando-se um rugosimetro (modelo S8P, Perthen, Mahr, Alemanha). O
resultado obtido a partir de uma média de nove medicdes a temperatura de 20 £ 1 °C foi de

0,366 um (ROSADO, 2009).
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Para manter os cupons suspensos e imersos nos meios de cultivo durante os
experimentos, foram utilizados fios de poliamida (Nylon®), de 0,2 mm de diametro. Antes
de cada experimento, os cupons foram submetidos aos procedimentos de limpeza, utilizando-
se metodologias adaptadas de Rosmaninho et al. (2007) e Palmer et al. (2010), a fim de
simular um procedimento de limpeza CIP. Primeiramente, os cupons foram limpos com
auxilio de esponja de poliuretano, dgua destilada e detergente liquido neutro, e secos
naturalmente expostos ao ar ambiente. Em seguida, o fio de poliamida foi colocado no
orificio dos cupons que foram imersos em um recipiente de agco inoxiddvel contendo dgua
destilada a temperatura ambiente por 5 minutos sob agitacdo a 400 rpm (IKA Agitador
Magnético com aquecimento RH Digital KT/C IKAMAG®, Staufen, Alemanha). Apds essa
etapa, os cupons foram imersos em um recipiente de aco inoxiddvel contendo solucdo de
NaOH 1% (p/v) a 70 °C por 15 minutos a 400 rpm e imersos novamente em dgua destilada a
temperatura ambiente por 5 minutos a 400 rpm. Na etapa de limpeza écida, os cupons foram
imersos em um recipiente de aco inoxiddvel contendo uma soluc¢do de dcido nitrico 1% (v/v)
a 70 °C por 15 minutos a 400 rpm. Apds esse procedimento, os cupons foram imersos em
agua destilada a temperatura ambiente por 5 minutos a 400 rpm, secos e esterilizados em

autoclave a 121 °C por 15 minutos.

3.5 Material e descricao das etapas do trabalho
3.5.1 Material

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados os materiais mencionados
anteriormente nos itens 3.2, 3.3 e 3.4 (suspensoes de células vegetativas e de esporos de B.
cereus, cupons de aco inoxiddvel devidamente preparados), além de matrizes que foram
utilizadas tanto para o condicionamento da superficie de ago inoxiddvel como meios de
cultivo para a inoculagdo das suspensdes de células vegetativas e esporos. Agua Ultra Pura
estéril foi utilizada como matriz controle e as matrizes lacteas utilizadas foram o leite UHT
(doinglés, Ultra High Temperature) desnatado e integral (Shefa LTDA, Amparo, SP, Brasil).

Os leites UHT desnatado e integral foram adquiridos no mercado local, de um tnico
lote em quantidade suficiente para todos os experimentos. Antes da utilizacdo, os leites foram

avaliados quanto as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas.
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Com relacdo as caracteristicas microbioldgicas, realizou-se a contagem de mesofilos
aerobios, em dgar para contagem padrdo PCA (Plate Count Agar, PCA - Difco, Sparks, MD,
USA) com incubacdo a 32 + 1 °C por 48 horas (LAIRD et al., 2004). Para a avaliacdo da
presenca de esporos, o leite foi submetido a um tratamento térmico de 80 + 1 °C por 12
minutos, seguido de plaqueamento em PCA adicionado de 0,2% (p/v) de amido soldvel e
incubacdo a 32 £ 1 °C por 48 horas (FRANK; YOUSEF, 2004). Nao foram observadas
contagens de mesofilos aerébios e nem contagem de esporos para ambos os leites UHT
desnatado e integral, sendo assim, os mesmos foram utilizados como matrizes ldcteas na
avaliacdo da adesdo e formacao de biofilme por B. cereus.

No que diz respeito as caracteristicas fisico-quimicas, os leites foram avaliados
quanto ao pH, acidez tituldvel, teor de gordura, nitrogénio total e extrato seco total, de acordo
com metodologias oficiais (AOAC, 2006). Os leites atenderam aos requisitos determinados
pela Portaria N° 146, Anexo XI, Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite
UHT (BRASIL, 1996), sendo que o leite UHT desnatado apresentou pH 6,80; 0,15% de acido
lactico; 0,44% de gordura; 3,41% de proteina e 9,48% de sélidos totais e, o leite UHT integral
apresentou pH 6,79; 0,15% de é4cido lactico; 3,23% de gordura; 3,00% de proteina e 11,82%

de solidos totais.

3.5.2 Adesao de B. cereus em aco inoxidavel pré-condicionado com diferentes

matrizes

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento do aco
inoxiddvel com diferentes matrizes, o efeito do tipo de indculo, bem como da interagdo destes
fatores sobre a adesdo e formacao de biofilmes por células vegetativas e esporos de B. cereus.
O esquema geral do experimento € apresentado na Figura 2. Inicialmente, os cupons
devidamente preparados (se¢do 3.4) foram imersos assepticamente em frascos coletores
universais estéreis, cada um contendo 60 mL de trés diferentes matrizes para o
condicionamento (4gua, leite UHT desnatado e leite UHT integral), de modo que os cupons
ndo tocassem as bordas dos frascos. Os frascos foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm a
55 °C por 20 horas (LabLine Orbit Environ — Shaker 3527, LabLine Instruments, Melrose
Park, IL, EUA).

26



A exposicdo dos cupons de aco inoxidavel as diferentes matrizes teve por objetivo
simular o processo na industria ldctea, uma vez que o contato com produtos de diferentes
composi¢des pode formar uma camada condicionante que afeta posteriormente a adesdo do
micro-organismo (DAT et al., 2014). As condicdes de temperatura (55 °C) e tempo de
exposicao (20 horas) utilizadas no experimento para avaliacdo da adesao e formacdo de
biofilme por B. cereus foram estabelecidas visando simular as condi¢cdes encontradas no
processamento de produtos ldcteos, que sdo, segundo (RUCKERT; RONIMUS; MORGAN,
2004), temperaturas variando entre 6 a 65 °C nas secdes de regeneracdo de trocadores de
calor e 45 a 75 °C em evaporadores além do tempo de processamento de 16 a 20 horas antes
de um procedimento padrio de higienizacio CIP.

Ap6s 20 horas, os cupons de ago inoxidavel condicionados foram imersos em 60 mL
de solugdes aquosas contendo aproximadamente 10° UFC/mL de células vegetativas ou
esporos, resultando em quatro diferentes tipos de indculos: 1) células vegetativas do pool de
B. cereus isolados da industria lactea; 2) esporos do pool de B. cereus isolados da inddstria
lactea; 3) células vegetativas da cepa de B. cereus ATCC e 4) esporos da cepa de B. cereus
ATCC. A concentracio de 10° UFC/mL utilizada neste estudo teve por objetivo simular a
maxima populacio de B. cereus presente em leite relatada por diversos autores, que variou
de 10% a 10° UFC/mL (BARTOSZEWICZ et al., 2008; MAGNUSSON; CHRISTIANSSON;
SVENSSON, 2007; REYES et al., 2007). Além disso, a presenga de B. cereus com contagem
igual ou superior a 10° UFC/g de alimento ou de células totais consumida corresponde a dose
necessdria relacionada a intoxicagdo alimentar associada a essa bactéria (BLACKBURN;
McCLURE, 2009).

Para a padronizacdo das solucdes aquosas (concentracdo final ~10° UFC/mL), tanto
para células vegetativas quanto para esporos, adicionou-se 1% (v/v) das suspensodes do pool
de B. cereus ou da cepa de B. cereus ATCC 14579 obtidas conforme descrito anteriormente,
nas se¢des 3.2 e 3.3. Os frascos foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm a 55 °C por 20
horas (LabLine Orbit Environ — Shaker 3527, LabLine Instruments, Melrose Park, IL, EUA)
e em seguida os cupons foram retirados para a determinagdo das células aderidas através da
contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos conforme descrito
posteriormente (secdo 3.5.6).

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento

completo foi repetido trés vezes. Utilizou-se um esquema fatorial 3 x 4, nos quais o efeito da
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matriz condicionante, com trés niveis de variacdo (dgua, leite UHT desnatado e integral) e
do tipo de indculo, com quatro niveis de variacdo (células vegetativas do pool de B. cereus
isolados da industria lactea; esporos do pool de B. cereus isolados da industria lactea; células
vegetativas da cepa de B. cereus ATCC e esporos da cepa de B. cereus ATCC), bem como
da interacdo destes fatores sobre a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus em ago
inoxiddvel foi avaliado por Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey para

compara¢do de médias a um nivel de significancia de 5%.
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Figura 2. Esquema geral dos experimentos para avaliar o efeito do condicionamento do aco
inoxiddvel com diferentes matrizes e do tipo de indculo sobre a adesdo e formagdo de

biofilmes por células vegetativas e esporos de B. cereus.

3.5.3 Adesdo de B. cereus em aco inoxidavel sem pré-condicionamento da

superficie.

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o efeito do tipo de matriz, do tipo do
in6culo, bem como da interagdo destes fatores sobre a adesdo e formacgao de biofilmes por
células vegetativas e esporos de B. cereus. Da mesma forma que no experimento anterior,
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foram avaliadas trés matrizes (dgua, leite UHT desnatado e integral) e quatro tipos de in6culo
(células vegetativas do pool de B. cereus isolados da industria lactea; esporos do pool de B.
cereus isolados da industria lactea; células vegetativas da cepa de B. cereus ATCC e esporos
da cepa de B. cereus ATCC) visando, neste caso, simular o processo de utilizagao de matéria-
prima contaminada por B. cereus. O esquema geral do experimento é apresentado na Figura
3.

Inicialmente, os cupons devidamente preparados (secdo 3.4) foram imersos
assepticamente em frascos coletores universais estéreis, contendo cada um 60 mL de cada
uma das matrizes lacteas e dgua Ultra Pura estéril (matriz controle), previamente inoculadas
(1% v/v) com células vegetativas ou com esporos de B. cereus (pool dos isolados da industria
lactea e cepa ATCC) para obtencio de meios de cultivo com aproximadamente 10° UFC/mL.
Os cupons foram imersos de modo que ndo tocassem as bordas dos frascos, que foram
mantidos sob agitagdo de 200 rpm a 55 °C por 20 horas (LabLine Orbit Environ — Shaker
3527, LabLine Instruments, Melrose Park, IL, EUA). A escolha das condicdes de tempo e
temperatura utilizadas (55 °C por 20 horas) foi justificada anteriormente na primeira etapa
(secdo 3.5.2). Ap6s 20 horas, os cupons foram retirados para a determinacdo das células
aderidas através da contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos
conforme descrito posteriormente (se¢ao 3.5.6).

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento
completo foi repetido trés vezes. Utilizou-se um esquema fatorial 3 x 4, nos quais o efeito do
tipo de matriz, com trés niveis de variacdo (agua, leite UHT desnatado e integral) e do tipo
de in6culo, com quatro niveis de variacdo, (células vegetativas do pool dos isolados de B.
cereus; pool de esporos dos isolados de B. cereus; células vegetativas da cepa de B. cereus
ATCC e esporos da cepa de B. cereus ATCC), bem como da interacao destes fatores sobre a
adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus em ago inoxidével foi avaliado por Anélise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacdo de médias a um nivel de significancia

de 5%.
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Figura 3. Esquema geral dos experimentos para avaliar o efeito do tipo de matriz e do tipo
do indculo sobre a adesdo e formagdo de biofilmes por células vegetativas e esporos de B.

cereus.

3.5.4 Adesao de esporos de B. cereus em aco inoxidavel pré-condicionado ao

longo do tempo de exposicao

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento do aco
inoxiddvel com diferentes matrizes, do meio de inocula¢io do pool de esporos de B. cereus
isolados da industria lactea, do tempo de exposi¢do, bem como das interagdes desses fatores
sobre a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus. O esquema geral do experimento é
apresentado na Figura 4. Inicialmente, os cupons devidamente preparados (se¢do 3.4) foram
imersos assepticamente em frascos coletores universais estéreis, contendo cada um 60 mL de
duas diferentes matrizes de condicionamento (dgua ou leite UHT integral) de modo a ndo
tocarem as bordas dos frascos. Os frascos foram mantidos sob agitacdao de 200 rpm a 55 °C
por 20 horas (LabLine Orbit Environ — Shaker 3527, LabLine Instruments, Melrose Park, IL,
EUA). A escolha das condi¢des de tempo e temperatura utilizadas (55 °C por 20 horas) foi
justificada anteriormente na primeira etapa (se¢io 3.5.2). Ap6s 20 horas, os cupons foram
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removidos das matrizes e colocados em frascos estéreis contendo dgua ou leite integral (60
mL) inoculados (1% v/v) do pool de esporos de B. cereus, com concentracdo final de
aproximadamente 103 UFC/mL. Os frascos foram mantidos sob agitacio de 200 rpm a 55 °C
por 72 horas (LabLine Orbit Environ — Shaker 3527, LabLine Instruments, Melrose Park, IL,
EUA). Apés 5 minutos (0,08 h), 10, 24, 48 e 72 horas, um cupom foi retirado para a
determinac¢do das células aderidas através da contagem total de células (células vegetativas
+ esporos) e de esporos conforme descrito posteriormente (secao 3.5.6).

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento
completo foi repetido trés vezes. Utilizou-se um esquema fatorial 2 x 2 x 5, no qual o efeito
da matriz condicionante, com dois niveis de variacdo (dgua e leite UHT integral); do meio
de inoculagdo do pool de esporos de B. cereus, com dois niveis de variacdo (dgua e leite UHT
integral) e do tempo de exposi¢do, com cinco niveis de variacdo (5 min (0,08h), 10, 24,48 e
72 horas), bem como o efeito da interagdo destes fatores sobre a adesdo e formacdo de
biofilme por B. cereus em aco inoxidavel foi avaliado por Andlise de Variancia (ANOVA) e

teste de Tukey para comparacdo de médias a um nivel de significancia de 5%.
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Figura 4. Esquema geral dos experimentos para avaliar o efeito do condicionamento do aco
inoxiddvel com diferentes matrizes, do meio de inoculag¢do do pool de esporos de B. cereus,

do tempo de exposi¢do sobre a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus.
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3.5.5 Avaliacao de procedimentos de higienizacao na remocao de biofilmes de

esporos de B. cereus

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar a eficiéncia dos procedimentos de

limpeza e sanitizacdo na remocao de biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus

isolados da industria lactea. As quatro condi¢des de adesdo e formacdo de biofilmes

estudadas na terceira etapa do trabalho foram utilizadas para a formacdo dos biofilmes e

subsequente avaliacdo da eficiéncia dos diferentes procedimentos de limpeza e sanitizacdo

na remog¢do dos biofilmes. Inicialmente foram preparados cupons submetidos aos seguintes

tratamentos:

1.

Cupons condicionados em dgua (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de imersdao em
agua inoculada com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 °C por 24 h),
codificado posteriormente como Biofilme sgua/agua;

Cupons condicionados em dgua (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de imersdao em
leite UHT integral inoculado com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 °C por
24 h), codificado posteriormente como Biofilme sguasieite integral;

Cupons condicionados em leite UHT integral (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de
imersdo em dgua inoculada com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 °C por 24
h), codificado posteriormente como Biofilme ieite integral/dgua ;

Cupons condicionados em leite UHT integral (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de
imersao em leite UHT integral inoculado com pool de esporos de B. cereus (200 rpm,

55 °C por 24 h), codificado posteriormente como Biofilme ieite integral/teite integral.

Para cada condi¢do de adesdo e formacao de biofilme, apds 24 horas, um cupom foi

retirado dos meios de cultivo e imediatamente submetido em cada um dos nove diferentes

procedimentos de limpeza e sanitizacdo conforme descritos na Tabela 3. Os procedimentos

utilizados seguiram metodologia descrita por (Fernandes; Kabuki; Kuaye, 2015), com

modificagdes.
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Tabela 3. Procedimentos de limpeza e sanitizagdo utilizados na remocao de biofilme de esporos de
B. cereus.

Procedimentos

de limpeza e Etapas Descricao

sanitizacio
Limpeza com 1. Pré-enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
tensoativo 2. Detergente tensoativo anidnico 7 min a 40 °C, agitacao constante de 340 rpm
anidnico 3. Enxague final 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Limpeza com 1. Pré- enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
tensoativo 2. Detergente tensoativo anidnico 7 min a 40 °C, agitacdo constante de 340 rpm
anidnico e 3. Enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
detergente 4. Detergente acido 10 min a 40 °C, agitacao constante de 340 rpm
dcido 5. Enxague final 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Limpeza com 1. Pré- enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
detergente 2. Detergente dcido 10 min a 40 °C, agitacao constante de 340 rpm
dcidoe 3. Enxague 1 min a T ambiente, agita¢do constante de 340 rpm
tensoativo 4. Detergente tensoativo anidnico 7 min a 40 °C, agitacao constante de 340 rpm
aniénico 5. Enxague final 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Sanitizacio 1. Pré-enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm

¢ 2. Sanitizante (4cido peracético) 10 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Sanitizacio 1. Pré-enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
¢ 2. Sanitizante (hipoclorito de s6dio) 10 min a T ambiente, agitacao constante de 340 rpm

Limpeza com 1. Pré-enxague I min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
tensoativo 2. Detergente tensoativo anidnico 7 min a 40 °C, agitacao constante de 340 rpm
aniénico + 3. Enxague 1 min a T ambiente, agitagdo constante de 340 rpm
sanitizacdo 4. Sanitizante (dcido peracético) 10 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Limpeza com 1. Pré-enxague 1 min a T ambiente, agitagdo constante de 340 rpm
tensoativo 2. Detergente tensoativo anionico 7 min a 40 °C, agitacdo constante de 340 rpm
anidnico + 3. Enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
sanitizacdo 4. Sanitizante (hipoclorito de s6dio) 10 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Limpeza com 1. Pré- enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
tensoativo 2. Detergente tensoativo anidnico 7 min a 40 °C, agitacdo constante de 340 rpm
anidnico e 3. Enxague 1 min a T ambiente, agitagdo constante de 340 rpm
detergente 4. Detergente 4cido 10 min a 40 °C, agitacdo constante de 340 rpm
dcido + 5. Enxague 1 min a T ambiente, agitacao constante de 340 rpm
sanitizacdo 6. Sanitizante (dcido peracético) 10 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
Limpeza com 1. Pré- enxague 1 min a T ambiente, agitagdo constante de 340 rpm
tensoativo 2. Detergente tensoativo anidnico 7 min a 40 °C, agitagado constante de 340 rpm
anidnico e 3. Enxague 1 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm
detergente 4. Detergente 4cido 10 min a 40 °C, agitacdo constante de 340 rpm
acido + 5. Enxague 1 min a T ambiente, agitacao constante de 340 rpm
sanitizacio 6. Sanitizante (hipoclorito de sédio) 10 min a T ambiente, agitacdo constante de 340 rpm

Fonte: Adaptado de (FERNANDES; KABUKI; KUAYE, 2015).
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Para as etapas de limpeza foram utilizados detergente tensoativo anidnico a base de
linear alquilbenzeno sulfonato de sddio (Start Quimica, Lima & Pergher Ind. Com. e Rep.
LTDA, Uberlandia, MG) a 3,0% (v/v), pH 6,0 e detergente 4cido a base de 4cido nitrico (Start
Quimica, Lima & Pergher Ind. Com. e Rep. LTDA) a 0,4% (v/v), pH 1,8. Nas etapas de
sanitizacdo, foram utilizadas as solucdes de hipoclorito de sédio a 0,2% (v/v, 200 mg/L) de
Cloro Residual Total (CRT), pH 7,0 (Start Quimica, Lima & Pergher Ind. Com. e Rep.
LTDA) e 4cido peracético a 0,2% (v/v, 300 mg/L), pH 2,8 (Start Quimica, Lima & Pergher
Ind. Com. e Rep. LTDA). Os detergentes e os sanitizantes foram preparados de acordo com
as indicacdes dos fabricantes.

Todas as solugdes foram preparadas imediatamente antes da realizacdo dos
experimentos em frascos de vidro estéreis e 10 mL de cada solu¢do (detergente ou
sanitizante) foram transferidos para tubos de ensaio estéreis. As etapas de pré-enxague,
enxague e enxague final foram realizadas em tubos de ensaio estéreis contendo 10 mL de
dgua Ultra Pura estéril. Ap6s a realizacdo dos procedimentos de limpeza e sanitiza¢do, nos
quais foram utilizados detergente dcido, hipoclorito de sédio e dcido peracético, os cupons
foram transferidos para tubos contendo 10 mL de 4gua peptonada 0,1% (p/v) que foram
suplementados com um agente neutralizante (tiossulfato de sédio, 1% p/v). No caso da
utilizacdo do detergente tensoativo aniodnico, os cupons foram transferidos diretamente para
tubos contendo apenas 10 mL de 4dgua peptonada 0,1% (p/v). Em seguida, todos os cupons
foram submetidos a vortex por dois minutos para remog¢ao das células sésseis (ANDRADE;
BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998). As solugdes resultantes foram submetidas as diluigdes
seriadas para contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos conforme
descrito posteriormente (secdo 3.5.5). Para cada condicdo de adesdo e formacdo de biofilme,
um cupom foi utilizado como controle da populagdo inicial de B. cereus e ndo foi submetido
a nenhum procedimento de limpeza e sanitizacao.

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento
completo foi repetido trés vezes. O efeito dos procedimentos de limpeza e sanitizagao
(descritos na Tabela 3) na remocao dos biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus
em aco inoxiddvel foi avaliado separadamente, para cada condicao de adesdo e formacao de
biofilme, por Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagao de médias

a um nivel de significancia de 5%.
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3.5.6 Determinacao do nimero de células aderidas

A avaliacdo da adesdo e formacao de biofilmes foi realizada por meio da técnica de
contagem em placas. Para as trés etapas inicias, ap6s cada tempo determinado, um cupom de
aco inoxiddvel foi retirado do meio e imerso, sem agitacdo por trés vezes em 10 mL de dgua
peptonada (0,1% p/v) visando a remocgdo das células planctonicas. Em seguida, o cupom foi
imerso em um tubo contendo 10 mL de dgua peptonada (0,1% p/v) e submetido a vortex por
dois minutos para a remog¢ao das células sésseis (ANDRADE; BRIDGEMAN; ZOTTOLA,
1998). Para todas as etapas de adesdo e formacdo de biofilme, a partir da solucdo resultante,
foram realizadas as dilui¢des seriadas para a realizacao da contagem total de células (células
vegetativas + esporos) e de esporos. Para a contagem total de células, o plaqueamento foi
realizado em profundidade em dgar TSA com incubagdo a 35 + 1 °C por 24 a 48 horas (LEE
et al., 2010). Para a contagem de esporos, as amostras foram submetidas a um tratamento
térmico de 80 + 1 °C por 12 minutos, seguido de plaqueamento em profundidade em 4gar
TSA suplementado com 0,2% (p/v) de amido soldvel e incubagdo a 35 £ 1 °C por 24 a 48
horas (RUECKERT; RONIMUS; MORGAN, 2005). A capacidade de adesdo e formacao de
biofilmes por B. cereus foi quantificada em unidades formadoras de coldnias por cm?
(UFC/cm?).

Em todas as etapas, imediatamente apds a inoculacdo da suspensdao de células
vegetativas ou esporos e em todos os tempos de avaliagdo da adesdo e formacao de biofilme,
foi realizada a contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos dos
meios de cultivo como forma de controle da populagdo. Para a contagem total de células,
foram realizadas diluicdes sucessivas em dgua peptonada (0,1% p/v) e o plaqueamento foi
realizado em profundidade em adgar TSA com incubacdo a 35 + 1 °C por 24 a 48 horas (LEE
et al., 2010). Para a contagem de esporos, as amostras foram submetidas a um tratamento
térmico de 80 + 1 °C por 12 minutos, seguido de plaqueamento em profundidade em 4gar
TSA suplementado com 0,2% (p/v) de amido solivel e incubagdo a 35 £ 1 °C por 24 a 48
horas (RUECKERT; RONIMUS; MORGAN, 2005).
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3.6 Caracterizacao fisico-quimica da superficie dos esporos

3.6.1 Avaliaciao do Potencial Zeta

A carga elétrica de superficie dos esporos de B. cereus foi avaliada por meio da
determinac¢do do potencial zeta de acordo com metodologia adaptada de Ahimou et al. (2001)
e Palmer et al. (2010). As suspensdes de esporos de cada cepa (quatro isolados da industria
lactea e ATCC 14579) e do pool de B. cereus foram ressuspensas em dgua peptonada (0,1%
p/v), diluidas e padronizadas para uma absorbancia (densidade 6ptica) entre 0,5 e 0,6 a 600
nm em espectrofotdometro (Beckman DU-70, Beckman Instruments, Fullerton, CA, EUA). O
potencial zeta de cada suspensao de esporo foi medido em intervalos de pH de 2,0 a 7,0, por
meio de ajuste com solu¢gdes de NaOH (0,5 M) ou HCI (0,5 M). As andlises foram realizadas
em duplicata e as determinagdes do potencial zeta foram realizadas utilizando o Malvern

Zetasizer (Nano-Z, Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, UK).

3.6.2 Avaliacao da hidrofobicidade

As metodologias adaptadas de Rosenberg; Gutnick; Rosenberg (1980) e Seale et al.
(2010) foram utilizadas para avaliar a hidrofobicidade da superficie dos esporos de B. cereus
através do teste de adesdo microbiana a hidrocarbonetos (MATH), utilizando hexadecano
(Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, USA). As suspensdes de esporos de cada cepa (quatro
isolados da industria lictea e ATCC 14579) e do pool de B. cereus foram ressuspensas em
agua peptonada (0,1% p/v), diluidas e padronizadas para uma absorbancia (densidade Optica)
entre 0,6 e 1,0 2 600 nm em espectrofotdometro (Beckman DU-70, Beckman Instruments,
Fullerton, CA, EUA). O valor obtido nessa etapa é considerado a absorbancia inicial (Ai),
sendo que foram realizadas cinco leituras para cada suspensao de esporo. Em seguida, 2 mL
de cada suspensao foi adicionado em 1 mL de hexadecano em tubos rosqueaveis de vidro e
submetidos a vortex por um minuto. As amostras foram incubadas a 37 °C por 10 minutos,
submetidas novamente a vortex por dois minutos e incubadas a 20 °C por 30 minutos para
permitir a separagao das fases. Apds estas etapas, a fase aquosa foi cuidadosamente removida

com o auxilio de uma pipeta Pasteur e transferida para uma cubeta, na qual a absorbancia foi
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medida por cinco vezes a 600 nm (Absorbancia final - Af). A porcentagem de
hidrofobicidade (% h) foi determinada a partir da absorbancia da suspensao inicial (Ai) e da
absorbancia da fase aquosa apds mistura com hexadecano (Af), conforme apresentado na

Equacao 3:

Ai— A
% h = yr ! x 100 Equacao 3

O teste de ades@ao microbiana depende da adesao preferencial das células bacterianas
a hidrocarbonetos a partir de uma suspensao aquosa de células. Considera-se uma superficie
celular hidrofébica quando ocorre a remog¢ao de mais que 50 % da suspensao celular da fase

aquosa para a fase organica (KARUNAKARAN; BIGGS, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Adesao de B. cereus em aco inoxidavel pré-condicionado com diferentes

matrizes

O efeito do condicionamento do ago inoxidavel com diferentes matrizes, do tipo de
in6culo, bem como da interagao destes fatores sobre a adesao e formacao de biofilme por B.

cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de esporos € apresentado na Tabela

4,

Tabela 4. Resumo da andlise de varidncia (ANOVA) para avaliagdo do efeito do
condicionamento do ago inoxiddvel com diferentes matrizes, do tipo de inéculo, e da

interacdo entre esses fatores sobre a adesdo e formacado de biofilme por B. cereus.

Valores de p
Contagem Contagem
Fatores GL
total de células  Esporos
Matrizes de condicionamento* 2 0,059 0,002
Tipo de Inéculo** 3 <0,0001 <0,0001
Matrizes x Tipo de In6culo 6 <0,0001 <0,0001

* Matrizes de condicionamento do ago inoxiddvel: Agua, Leite desnatado, Leite integral.
** Tipo de Indculo: Pool de células vegetativas, Pool de esporos, Células vegetativas
ATCC, Esporos ATCC.

GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significancia < 0,05).

Observa-se na Tabela 4 que a interacdo entre as matrizes de condicionamento do ago
inoxidével e o tipo de indculo influenciou significativamente a adesao e formacao de biofilme
por B. cereus avaliada por contagem total de células e contagem de esporos. O efeito destas
interagdes € apresentado na Figura 5 a e b, na qual observa-se que ndo houve adesdo de
células vegetativas de B. cereus ao aco inoxidavel condicionado com &dgua, leite desnatado
ou leite integral, quando se inoculou células vegetativas, tanto do pool de B. cereus isolados

da industria lactea como da cepa de B. cereus ATCC 14579.
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Figura 5. Efeito da interacdo entre as matrizes de condicionamento do aco inoxiddvel e o
tipo de indculo sobre a adesdo e formacao de biofilme por B. cereus, para (a) contagem total
de células (log UFC/cm?) e (b) contagem de esporos (log UFC/cm?), (n=3).

AB Para cada matriz de condicionamento, letras maidsculas diferentes apresentam diferenga
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

b Para cada tipo de in6culo, letras mindsculas diferentes apresentam diferenga significativa pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

SLimite de detec¢do do método = 0,7 log UFC/cm?. Desvio padrio nio estabelecido.
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De acordo com Lindsay; Flint (2009), o estudo do processo de formacdo de biofilme
por bactérias formadoras de esporos, tais como B. cereus, € um desafio, uma vez que células
vegetativas e esporos apresentam distintas morfologias, cada um com seus diferentes
mecanismos e habilidade de adesdo. Assim, Parkar et al. (2001), reportaram que células
vegetativas possuem menor capacidade de adesdo ao aco inoxiddvel quando comparadas a
adesdo de esporos da mesma bactéria.

A nido adesdo de células vegetativas de B. cereus observada neste trabalho quando
comparada a outros autores pode estar relacionada a temperatura utilizada no estudo (55 °C),
que possivelmente inativou esse micro-organismo, que é mesofilico com temperatura 6tima
de crescimento ente 25 e 37 °C (FRANCO; LANDGRAF, 2002). Em estudos anteriores nos
quais se observou adesdo de células vegetativas de B. cereus, as temperaturas utilizadas na
formacdo de biofilme foram de 25 °C (WILLIAMS; FLETCHER, 1996), 30 °C
(ELHARIRY, 2011; KARUNAKARAN; BIGGS, 2011) e 37 °C (PAGEDAR; SINGH,
2012).

A ndo adesdo das células vegetativas de B. cereus associada as contagens total de
células (células vegetativas + esporos) e de esporos similares (Figura 5 a e b), indicaram que
a adesdo e formacdo de biofilme foi proveniente de esporos, € ndo de células vegetativas.
Scott et al. (2007), também observaram valores similares para contagem total de células e de
esporos de micro-organismos termoéfilos em amostras de leite, sugerindo que as bactérias
presentes nas amostras estavam predominantemente na forma de esporos.

No que diz respeito ao presente estudo, independente da matriz utilizada para o
condicionamento do aco inoxiddvel, a adesdo e formacdo de biofilme foi obtida por inéculos
que continham apenas esporos, tanto do pool de B. cereus isolados da inddstria lactea como
da cepa ATCC 14579. Quando se inoculou o pool de esporos de B. cereus, a adesdo e
formacdo de biofilme avaliada por contagem total de células e de esporos foi, em média, de
4,57 e 4,61 log UFC/cm?, respectivamente. No caso da inoculagio com esporos da cepa
ATCC essas contagens foram de 2,07 e 1,96 log UFC/cm?, respectivamente. As diferencas
de 0,04 e 0,11 log UFC/cm? observadas entre as contagens total de células e de esporos,
quando se inoculou o pool de esporos ou a cepa ATCC, respectivamente, podem ser
atribuidas as caracteristicas individuais e genéticas, além do método de preparo da suspensao

de esporos, que tem por objetivo alcangar em torno de 90 a 95% de esporulacdo. Desta forma,
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a discussao dos resultados com relacdo a adesdo e formagdo de biofilme foi baseada na
contagem de esporos.

Vale ressaltar a importancia dos esporos de B. cereus, uma vez que nas temperaturas
comumente utilizadas no processamento de produtos lacteos (45-75 °C), (RUCKERT;
RONIMUS; MORGAN, 2004), a forma esporulada é a usualmente encontrada devido a
elevada resisténcia dos esporos ao calor.

Observa-se na Figura 5 b, que o pool de esporos de B. cereus isolados da industria
lactea ou da cepa ATCC 14579 apresentaram ades@o ao ago inoxiddvel condicionado com
todas as matrizes estudadas, sendo que o comportamento de adesdo foi diferente para as
matrizes e para os tipos de indculo avaliados. Os esporos da cepa ATCC apresentaram menor
adesdo em todas as matrizes quando comparados ao pool de esporos de B. cereus isolados da
industria lactea, sugerindo uma maior capacidade de adesao dos isolados da indistria, uma
vez que podem ter sido expostos a condi¢des adversas devido a selecdo pelo meio em que
foram isolados (ELHARIRY, 2011).

Os esporos da cepa ATCC apresentaram maior adesdo em 4gua (2,45 log UFC/cm?)
do que em leite desnatado (2,00 log UFC/cm?) e leite integral (1,43 log UFC/cm?), sugerindo
que o condicionamento da superficie do agco inoxiddvel com matrizes lacteas nao favoreceu
a adesdo dos esporos dessa cepa (Figura 5 b).

Resultados similares foram encontrados por Parkar et al. (2001), que observaram que
o condicionamento do aco inoxiddvel com leite em p6 reconstituido a 1 € 10% de solidos
totais diminuiu a adesdo de esporos de Bacillus licheniformis quando comparado a superficie
de aco inoxiddvel sem prévio condicionamento. Diferente do observado para o esporo da
cepa ATCC, o pool de esporos de B. cereus isolados da industria lactea apresentou maior
adesdo ao ago inoxidével condicionado com leite integral (4,93 log UFC/cm?) do que com
leite desnatado (4,42 log UFC/cm?) ou dgua (4,48 log UFC/cm?), cuja adesdo nio diferiu
significativamente entre si.

A menor adesdo de esporos da cepa de B. cereus ATCC quando comparado ao pool
de esporos de B. cereus isolados da industria lactea, em qualquer uma das matrizes avaliadas,
pode estar relacionada a caracteristica das distintas cepas, uma vez que a literatura € farta no
que se refere a sugestdo de que a adesdo ao aco inoxidavel é cepa-dependente (FAILLE;
FONTAINE; BENEZECH, 2001; SEALE et al., 2008; FAILLE et al., 2010a; FAILLE et al.,
2010b; ELHARIRY, 2011). Associada a caracteristica cepa-dependente, a diferente
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composi¢ao das trés matrizes de condicionamento pode ter contribuido para diferentes
camadas formadas nas superficies do aco inoxiddvel, o que provavelmente resultaria em
diferentes comportamentos de adesdo das bactérias a essas superficies (DAT et al., 2014).

Assim como observado nesse estudo, Faille et al. (2010a) reportaram que esporos da
cepa de referéncia de B. cereus ATCC 14579 apresentaram menor adesdo em ago inoxidavel
quando comparados a esporos de B. cereus que foram isolados de processamento de produtos
lacteos, de ambiente e paciente com sintomas diarreicos. Os autores sugeriram que a maior
adesdo de cepas de B. cereus que foram isolados, € que podem existir mudangas na superficie
dos esporos devido as condi¢des ambientais que afetariam posteriormente as propriedades de
adesao.

Em relagcdo ao pool de esporos de B. cereus isolados da industria l4ctea, € possivel
que a maior adesdo ao aco inoxiddvel condicionado com leite integral se deva a presencga da
gordura na matriz de condicionamento, a qual € hidrofébica, assim como a superficie do
esporo, favorecendo sua adesdao (BARNES et al., 1999). Além disso, a gordura do leite € o
constituinte de maior diametro (2.000-6000 nm), quando comparado a micela de caseina
(360-300 nm), as proteinas do soro (4-6 nm) ou a lactose (0,5 nm) (Fennema; Damodaran;
Parkin, 2010), o que pode ter favorecido a criacdo de uma superficie propicia para a adesao.

O leite integral contém surfactantes naturais e fosfolipidios que sdo compostos de
superficie ativa presentes na membrana do glébulo de gordura do leite. Desta forma, Shaheen
et al. (2010), acreditam que a capacidade de algumas cepas de B. cereus em formar biofilmes
na presencga de leite integral estd associada a esses compostos de superficie ativa que podem
agir como surfactante necessario para a formacao de biofilme por algumas cepas de B. cereus.

Vale ressaltar que a membrana do glébulo de gordura do leite contém proteinas, que
além do cardter anfifilico, possuem estrutura e propriedades diferentes das caseinas e
proteinas do soro presentes no leite. Essas proteinas especificas, mesmo em baixo nivel (1 a
4% da proteina total do leite) também podem ter contribuido para a adesao do pool de esporos
de B. cereus devido as suas propriedades surfactantes (FOX; MCSWEENEY, 1998;
ROMBAUT; CAMP; DEWETTINCK, 2006).

Vale ressaltar que, segundo Rosmaninho et al. (2007), o fouling em industrias de
processamento de produtos lacteos se inicia, embora em nivel molecular e invisivel a olho
nu, assim que o produto entra em contato com superficies de aco inoxidavel. Esse fouling ou

pré-condicionamento da superficie do aco inoxiddvel pode alterar as caracteristicas das
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superficies devido aos constituintes presentes nas matrizes, o que implica na mudanga de
comportamento da superficie em relacdo ao processo de adesdo bacteriana (BERNARDES
et al., 2012).

Em resumo, no caso desse estudo cujo objetivo foi simular a obtencao de superficies
de aco inoxidavel cobertas com filme condicionante similar as condi¢des encontradas no
processamento de produtos lacteos (55 °C), os resultados indicaram que as células
vegetativas de B. cereus nao aderiram ao ago inoxidédvel, o que indica a maior preocupagdo
das industrias com a presenca dos esporos dessa bactéria. Neste caso, quando se utilizou
esporos de B. cereus isolados da industria lactea, estes apresentaram maior adesao ao ago
inoxidédvel condicionado com &gua, leite desnatado e leite integral quando comparados a
adesdo de uma cepa de referéncia do mesmo micro-organismo (ATCC 14579).

Esses resultados estao de acordo com o observado por Scott et al. (2007) e Burgess et
al. (2009), que afirmaram que o desenvolvimento de esporos € o fator mais preocupante para
as industrias l4cteas, devido principalmente ao seu mecanismo de resisténcia a diversas
condic¢des adversas.

No que diz respeito as diferentes matrizes utilizadas no trabalho, o leite integral
utilizado como matriz condicionante do aco inoxiddvel conferiu maior adesdo do pool de
esporos de B. cereus isolados da industria lactea, o que sugere que o processamento dessa
matriz lactea ou sub-produtos contendo gordura podem fornecer condi¢des para maior adesao

de esporos as superficies dos equipamentos utilizados no processamento.

4.2 Adesao de B. cereus em aco inoxidivel sem pré-condicionamento da

superficie.
O efeito do tipo de matriz, do tipo de in6culo, bem como da interagdo destes fatores

sobre a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células

e contagem de esporos € apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5. Resumo da andlise de variancia (ANOVA) para avalia¢do do efeito das matrizes,
do tipo de indéculo, e da interacdo entre esses fatores sobre a adesdo e formacao de biofilme

por B. cereus.

Valores de p
Contagem Contagem
Fatores GL
total de células  Esporos
Tipo de Matriz* 2 <0,0001 <0,0001
Tipo de In6culo** 3 < 0,0001 <0,0001
Tipo de Matriz x Tipo de In6culo 6 <0,0001 <0,0001

* Tipo de Matriz: Agua, Leite desnatado, Leite integral.
** Tipo de In6culo: Pool células vegetativas, Pool esporos, Células vegetativas ATCC,
Esporos ATCC. GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significancia < 0,05).

Observa-se na Tabela 5 que o tipo de matriz, o tipo de inculo, bem como a interacio
entre esses fatores afetaram significativamente a adesdo e formacgdo de biofilme por B.
cereus, avaliada por contagem total de células e contagem de esporos. A avaliacdo do efeito
da interagdo entre o tipo de matriz e o tipo de inéculo sobre a adesdo e formacao de biofilme
por B. cereus (Figura 6 a e b) mostrou que nas condigdes estudadas (55 °C), as células
vegetativas de B. cereus ndo aderiram ao aco inoxiddvel quando na forma de pool de B.
cereus isolados da industria lactea ou da cepa ATCC 14579.

Além disso, assim como observado anteriormente na primeira etapa, independente da
matriz utilizada, a adesdo e formacao de biofilme foi obtida por in6culos que continham
apenas esporos, tanto do pool de B. cereus isolados da industria lactea como da cepa ATCC
14579, uma vez que foram observadas contagens total de células e de esporos similares.
Neste caso, a adesdo e formacdo de biofilme avaliada por contagem total de células e de
esporos foi, em média, de 3,68 e 3,62 log UFC/cm? quando se inoculou o pool de esporos de
B. cereus, respectivamente e, 2,38 e 2,04 log UFC/cm? no caso da inoculagdo com esporos
da cepa ATCC. Desta forma, a discussdo dos resultados com relagdo a adesao e formacao de

biofilme foi baseada novamente na contagem de esporos.
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Assim como observado quando o ago inoxiddvel foi condicionado em 4gua, leite
desnatado ou integral, o pool de esporos de B. cereus isolados da industria lactea apresentou
maior adesdo do que os esporos da cepa ATCC em todas as matrizes avaliadas (Figura 6 b).
No entanto, diferente do observado anteriormente, ambos os indculos apresentaram
significativamente maior adesdo ao ago inoxiddvel quando foram inoculados em dgua do que
quando inoculados nas matrizes lacteas. A maior adesdo de B. cereus isolados de linhas de
processamento de produtos lacteos quando inoculados em dgua do que em leite ou caldo TSB
também foi observado por Shaheen et al. (2010).

Como pode ser observado na Figura 6 b, o pool de esporos de B. cereus isolados da
inddstria lactea apresentou maior adesao em ago inoxidavel quando inoculado em dgua (4,57
log UFC/cm?) do que em leite desnatado (3,28 log UFC/cm?) ou leite integral (3,01 log
UFC/cm?). Pode-se observar que os valores encontrados para a adesdo dos esporos
inoculados em dgua indicaram que quase todos os esporos presentes na suspensao inicial (5
log UFC/mL) aderiram ao aco inoxiddvel. O mesmo comportamento foi reportado por
Nanasaki et al. (2010), que observaram que ap6s 60 min, praticamente todos 0s esporos que
foram inoculados em dgua aderiram ao ago inoxidavel. No caso dos esporos da cepa ATCC
ndo se observou diferenca significativa na adesdo ao ago inoxidavel quando inoculados nas
matrizes lacteas (1,69 e 1,64 log UFC/cm? para leite desnatado e integral, respectivamente)
que foi menor do que a adesdo quando inoculados em 4dgua (2,78 log UFC/cm?).

Neste estudo, ao avaliar diferentes matrizes como meios de cultivo, a maior adesao
em aco inoxidavel quando B. cereus foi inoculado em dgua pode sugerir que existe uma
competi¢do do micro-organismo e da matriz lictea por sitios de ligacdo presentes na
superficie do aco inoxidadvel, sugerindo que houve uma redu¢do no nimero de sitios para
adesdo da bactéria.

Além disso, B. cereus pode ter maior facilidade de adesdao quando o meio de cultivo
foi 4gua, uma vez que praticamente nio existe interferéncia de constituintes que poderiam
alterar as propriedades de superficie que influenciariam na adesdo. O leite desnatado e
integral possui constituintes, como proteinas e gorduras, que podem contribuir para a
alteracdo das propriedades fisico-quimicas da superficie do aco inoxidavel que possivelmente
influenciaria na adesdo em maior ou menor grau de B. cereus (BERNARDES et al., 2012).

No caso do pool de esporos de B. cereus isolados da industria lactea inoculado em

leite integral, acredita-se que a menor adesdo ocorreu pelo fato da competicao pelo ago
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inoxidadvel entre a gordura presente no leite integral (constituinte hidrofébico) e o micro-
organismo que também possui uma superficie hidrofébica, além da prépria interagdo entre o
leite e o esporo.

Os valores encontrados nesse estudo, assim como na primeira etapa, sugerem que a
adesdo de B. cereus ao aco inoxidavel foi cepa-dependente, sendo amplamente relatado por
diversos autores (FAILLE; FONTAINE; BENEZECH, 2001; SEALE et al., 2008; FAILLE
et al., 2010a; FAILLE et al., 2010b; ELHARIRY, 2011). Wijman et al. (2007) observaram
que as duas cepas sequenciadas de B. cereus ATCC 14579 e ATCC 10987 apresentaram
comportamento de formacao de biofilme diferentes, uma vez que a cepa ATCC 10987 foi
capaz de formar biofilme em microplacas de poliestireno contendo caldo Luria Bertani a 30
°C, enquanto que a cepa ATCC 14579 nao formou biofilme nas mesmas condi¢des avaliadas.

Faille et al. (2010b) sugeriram que o tipo de cepa utilizada, mesmo sendo da mesma
espécie, foi responsdvel por aproximadamente 86% de variacio ao ago inoxidavel, uma vez
que quando inocularam uma suspensio de aproximadamente 103 esporos de B. cereus /mL
em 4gua, os autores observaram que a adesdo ao aco inoxidavel variou entre 3 e 5 log
UFC/cupom, dependendo da cepa. Resultados similares também foram encontrados por
Tauveron et al. (2006) quando inocularam uma suspensio de aproximadamente 10° esporos
de B. cereus /mL em 4gua e observaram que a adesdo ao ago inoxiddvel variou entre 4 e 6
log UFC/cm?, dependendo da cepa.

Em resumo, no primeiro conjunto de experimentos, o objetivo foi simular as
condic¢des de processamento de produtos lacteos, avaliando o efeito do filme condicionante
(Iacteo ou ndo) sobre a habilidade de adesdo e formagao de biofilme por células vegetativas
ou esporos de B. cereus a superficie do aco inoxiddvel. O segundo conjunto de experimentos
teve por objetivo simular as condi¢des de processamento de produtos lacteos através da
entrada de matéria prima contaminada por células vegetativas ou esporos de B. cereus e seu
efeito na adesdo e formacdo de biofilme por esse micro-organismo em ago inoxidavel. Na
simulacdo das condicdes de processamento de produtos lacteos utilizadas no estudo (55 °C/
20 h) ndo se observou adesdo de células vegetativas de B. cereus a superficie de aco
inoxiddvel em nenhuma das duas etapas. Além disso, a maior adesdo ao ago inoxiddvel foi
observada pelo pool de esporos de B cereus isolados da industria lactea em qualquer condi¢ao

avaliada neste trabalho.
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No caso do condicionamento da superficie do aco inoxiddvel, a maior adesao foi
observada apés utilizar o leite integral como matriz condicionante, possivelmente pela
melhor fixacdo do esporo nessa matriz. Por outro lado, a menor adesdo do esporo foi
observada quando o pool de B cereus foi veiculado no leite integral sem prévio
condicionamento da superficie. Em outras palavras, a presenca da gordura na superficie
condicionante favorece a adesdo, entretanto, sua presenca numa matriz contaminada,
desfavorece a adesdo de esporos de B cereus a superficie do aco inoxiddvel. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a gordura presente na matriz condicionante (leite integral) do aco
inoxiddvel possui afinidade pelo micro-organismo que foi inoculado previamente em solucao
aquosa, o que possivelmente favoreceu a adesdo. Enquanto que, quando o esporo foi
inoculado no leite integral, a gordura presente no leite e o esporo (ambos hidrofébicos)
competiram por sitios de ligacdo presentes no ago inoxidavel, o que pode ter desfavorecido
a adesao do esporo.

A partir dos resultados obtidos e apresentados na primeira etapa (com
condicionamento do aco inoxiddvel) e na segunda etapa (sem condicionamento do aco
inoxidavel), observou-se que o pool de esporos de B. cereus isolados da industria lactea
apresentou adesdo média de 4,61 e 3,62 log UFC/cm?, respectivamente, indicando condi¢des
de adesao mais favordveis quando o aco inoxidavel foi condicionado com diferentes matrizes.
O condicionamento com leite integral favoreceu significativamente a adesdo de B. cereus
quando comparado ao condicionamento com outras matrizes, conforme apresentado
anteriormente na Figura 5. Enquanto que, o condicionamento com dgua e com leite desnatado
conferiram significativamente a mesma adesdo de esporos de B. cereus. Sendo assim, a
continuacdo do trabalho, teve por objetivo avaliar o efeito do condicionamento do aco
inoxiddvel com uma matriz lactea (leite integral) e uma matriz ndo lactea (dgua), do meio de
inoculagdo do pool de esporos de B. cereus isolados da industria lactea (dgua e leite integral)
e do tempo de exposi¢cao (Smin, 10, 24, 48 e 72 h) sobre a adesdo e formagao de biofilme por

B. cereus.

4.3 Adesao de esporos de B. cereus em aco inoxidavel pré-condicionado ao longo

do tempo de exposicao
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O efeito das matrizes de condicionamento do aco inoxiddvel, dos meios de
inoculagdo, do tempo de exposicdo, bem como da interacao destes fatores sobre a adesdo e
formacdo de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de

esporos € apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Resumo da anélise de variancia (ANOVA) para avaliacio do efeito das matrizes
de condicionamento do ago inoxiddvel, dos meios de inoculag¢do, do tempo de exposicao e

das interagcdes entre esses fatores sobre a adesdo e formagao de biofilme por B. cereus.

Valores de p
Contagem
Contagem
Fatores GL total de
Esporos
células

Matrizes de Condicionamento* 1 0,756 0,161
Meios de Inoculagao™** 1 <0,0001 < 0,0001
4

Tempo de Exposicao*** <0,0001 <0,0001

Matrizes de Condicionamento x Meio de Inoculacio 1 0,400 0,025

Matrizes de Condicionamento x Tempo de Exposicdo 4 0,018 0,053
Meio de Inoculacido x Tempo de Exposi¢ao 4 0,001 <0,0001

Matrizes x Meio de Inoculacdo x Tempo de Exposicio 4 0,355 0,154

* Matrizes de Condicionamento: Agua, Leite integral
** Meios de Inoculagdo: Agua inoculada com pool de esporos, Leite integral inoculado com

pool de esporos
**+*Tempo de exposi¢do: Smin (0,08h), 10, 24, 48 e 72 h.
GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significancia < 0,05).

Pode-se observar na Tabela 6 que a interagdo entre os fatores matrizes de
condicionamento, meios de inoculagdo e tempo de exposi¢do ndo afetou significativamente
a adesdo e formacao de biofilme por B. cereus, avaliada tanto por contagem total de células
como por contagem de esporos.

Com relacdo aos efeitos separados, a Figura 7 apresenta a adesdo e formagdo de
biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de esporos para as

matrizes de condicionamento, meios de inoculagdo e tempo de exposicao.

49



(a)

Efeito das matrizes de condicionamento

3,50 4 3,18a 3,14a 3,202

3,07 a

Contagem de B. cerens
(log UFC/em?)
M
=l
=l

Agua Leite integral

[ Contagem Total de Células B Contagem de Esporos

(b) Efeito dos meios de inoculagédo
3533 3494

3,00 - 284b 55

Contagem de B. cereus
(log UF C/em?)
™~
[=]
=]

Agua + pool esporos Leite integral + pool esporos

O Contagem Total de Células B Contagem de Esporos

(C) Efeito do tempo de exposicéo
4,00 -
3,75

3,50 -

3,25 -

3,00

2,75
2,50 | 2.65b

Contagem de 8. cerens
(log UFCfem?)

2,25 -

2,00 T T
5 min 10h 24h 48h 72h

Tempo

~#—Contagem Total deCélulas ~ —s—Contagem de Esporos

Figura 7. Efeito das (a) matrizes de condicionamento, (b) meios de inoculacdo e (¢) tempo
de exposicao sobre a adesdo e formacgdo de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem

total de células e contagem de esporos (log UFC/cm?) (n = 3).

& ®] etras mindsculas diferentes, para contagem total de células ou contagem de esporos, apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Observa-se na Figura 7 a que as matrizes de condicionamento nao afetaram a adesao
e formacao de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de
esporos. Enquanto que, os meios de inoculacdo afetaram a adesdo e formacgdo de biofilme
por B. cereus (Figura 7 b). Nesse caso, a 4gua inoculada com o pool de esporos de B. cereus
isolados da industria lactea conferiu estatisticamente maior adesao média ao aco inoxidavel
(3,53 e 3,49 log UFC/cm?, para contagem total de células e de esporos, respectivamente)
quando comparada ao leite integral inoculado com esse pool de esporos, que apresentou
adesdo média de 2,84 e 2,72 log UFC/cm? para contagem total de células e de esporos,
respectivamente. Observa-se ainda que, os valores encontrados para a contagem total de
células (células vegetativas + esporos) e a contagem de esporos foram similares, sugerindo
que a adesdo e formacdo de biofilme foi proveniente da adesdo dos esporos do pool de B.
cereus i1solados da industria lactea que foram inoculados na dgua e no leite integral. Da
mesma forma, Scott et al. (2007), observaram valores similares para contagem total de
células e de esporos de micro-organismos terméfilos em amostras de leite, sugerindo que as
bactérias presentes nas amostras estavam predominantemente na forma de esporos.

Pode-se observar que a adesdo de B. cereus aumentou significativamente ao longo do
tempo uma vez que, este aumento foi, em média, de 0,76 log UFC/cm? entre 5 min (0,08h) e
72 h para contagem total de células e, de 0,65 log UFC/cm? para contagem de esporos (Figura
7 c¢). Observa-se ainda que houve um maior aumento inicial na adesdo ao se comparar 0s
valores entre 5 min e 10 h, e que a contagem de esporos mostrou que a adesao se estabilizou
apos 10 h de exposicao. Essa estabilizacio era esperada, uma vez que esporos sao estruturas
dormentes (metabolicamente inativos) que ndo possuem a capacidade de multiplicacao
(BLACKBURN; McCLURE, 2009). Além do que, este fato pode indicar que a superficie do
aco inoxidavel ndo estava ainda completamente saturada com os esporos até 10 h de
exposicdo conforme também observado por Wijman et al. (2007).

Com relacdo a contagem total de células, observou-se um aumento na adesao apdos 72
h quando comparada aos valores de 10 h, sugerindo que os esporos poderiam estar
germinando, resultando assim em maiores valores para contagem total de células, pela
consequente adesdo de células vegetativas. Esses dados podem justificar a menor adesdo de
esporos apos 48 h, uma vez que ocorreu um distanciamento nos valores de adesao entre a

contagem total de células e de esporos apds esse tempo de exposicao (Figura 7 c).
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O efeito da interacdo entre os meios de inoculagdo e o tempo de exposi¢ao sobre a
adesdo e formacgdo de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e de

esporos, € apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Efeito da interacdo entre os meios de inoculacdo e o tempo de exposi¢do sobre a
adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus, para (a) contagem total de células e (b)
contagem de esporos, em log UFC/cm? (n=3).

ABT etras maitisculas diferentes entre os meios de inoculagio apresentam diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

ab 1 etras mindsculas diferentes ao longo do tempo de exposi¢do apresentam diferenca significativa
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Observa-se na Figura 8 que, independente das matrizes de condicionamento, o pool de
esporos de B. cereus inoculado em 4gua favoreceu significativamente a adesdo e formagao
de biofilme por B. cereus, quando comparado ao pool de esporos de B. cereus inoculado em
leite integral, em todos os tempos de exposi¢do estudados. A adesdo de B. cereus ao aco
inoxiddvel quando foi inoculado em dgua também foi relatada por Nanasaki et al. (2010),
que observaram que esporos de Geobacillus stearothermophilus e Bacillus subtilis
apresentaram adesdo ao ago inoxidavel sem qualquer prévio condicionamento da superficie.

Pode-se observar que a adesdo de B. cereus aumentou ao longo do tempo de exposicao
de forma diferente para os meios de inoculacdo, uma vez que houve um maior aumento de
adesdo de B. cereus ao ago inoxiddvel quando o pool de esporos foi inoculado em dgua do
que quando inoculado em leite integral. Apds 72 h, a contagem total de células (células
vegetativas + esporos) aumentou (p < 0,05) 1,01 log UFC/cm? quando o pool de esporos de
B. cereus foi inoculado em 4gua e 0,51 log UFC/cm? quando inoculado em leite integral
(Figura 8 a).

No que diz respeito a contagem de esporos (Figura 8 b), observou-se que a adesao e
formacdo de biofilme por B. cereus apresentou um aumento (p < 0,05) de 1,02 e 0,3 log
UFC/cm? quando o pool de esporos de B. cereus foi inoculado em 4gua e leite integral,
respectivamente.

A menor adesdo de B. cereus em ago inoxiddvel quando inoculado em leite integral
pode ser explicada pela presenga da gordura nessa matriz, a qual é hidrofébica e, que pode
ter interagido com a superficie hidrofébica do aco inoxiddvel, competindo por sitios de
ligacdo da superficie, assim com a bactéria (BARNES et al., 1999).

Com relacdo aos resultados apresentados na Figura 8, pode-se sugerir que ocorre
germinacdo dos esporos que foram inoculados em leite integral, assim como mencionado
anteriormente nos resultados apresentados na Figura 7 c. Essa observacao pode ser melhor
visualizada na Figura 9, que apresenta o desenvolvimento de adesdo e formacao de biofilme
por B. cereus, avaliada por contagem total de células e de esporos, para os meios de

inoculagdo ao longo do tempo de exposi¢ao.
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Figura 9. Desenvolvimento da adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus, avaliada por
contagem total de células e contagem de esporos, expressas em log UFC/cm?, para os meios

de inoculacao ao longo do tempo de exposicao.

Observa-se na Figura 9, assim como foi observado na Figura 8, que a adesdo de B.
cereus ao aco inoxiddvel foi maior quando o pool dos esporos foi inoculado em dgua do que
quando inoculado em leite integral. Pode-se observar ainda, que quando o pool de esporos
foi inoculado em dgua, a contagem total de células (células vegetativas + esporos) e a
contagem de esporos foram similares, sugerindo que a adesdo em ago inoxidavel nesse meio
de inoculagdo ocorreu apenas por esporos, € que os mesmos nao germinaram. Por outro lado,
quando os esporos foram inoculados no leite integral, observou-se que a partir de 48 h a
adesdo de esporos de B. cereus diminuiu (contagem de esporos) e a contagem total de células
aumentou, o que sugere também adesdo de células vegetativas, indicando que o leite
favoreceu a germinagdo dos esporos.

Esse fato indicou que ap6s 48 h de exposi¢do, provavelmente ocorreu germinagao dos
esporos, uma vez que os valores de contagem de esporos comecgaram a se distanciar dos
valores de contagem total de células, como pode ser observado na Figura 9. Com relacdo a
contagem total de células, que representa a contagem de células vegetativas e esporos, a
adesdo de B. cereus foi de 3,06 log UFC/cm? e, para a contagem de esporos de 2,78 log
UFC/cm? ap6s 72 h de exposicdo. Esses dados corroboram com os valores obtidos para o

meio de inoculacdo (leite), que apresentou contagens de B. cereus de 5,67 log UFC/mL para

54



contagem total de células e 5,29 log UFC/mL para contagem de esporos, sugerindo
novamente que o leite favoreceu a germinagdo dos esporos, provavelmente pelo contato dos
€sporos com os nutrientes presentes em sua composi¢ao.

A germinagdo dos esporos sugerida nesse estudo também foi observada por Shaheen
et al. (2010), no qual relataram que esporos de B. cereus isolados de industria lactea
inoculados em leite integral foram capazes de formar biofilme e germinar apds 48 h de
exposicao ao aco inoxiddvel. Além disso, os resultados obtidos que sugerem essa germinagao
corroboram com os dados apresentados na Figura 10, que apresenta o efeito da interacdo
entre as matrizes de condicionamento e os meios de inoculacdo sobre a adesdo e formagao

de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem de esporos.
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Figura 10. Efeito da interacdo entre as matrizes de condicionamento e os meios de
inoculag@o sobre a adesdo e formacao de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem de
esporos, em log UFC/cm? (n=3).

AB Letras maidsculas diferentes entre as matrizes de condicionamento apresentam diferenga
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).
g p y(p

b etras mintsculas diferentes entre os meios de inoculagio apresentam diferenca significativa pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Com relagdo a contagem de esporos, observa-se maior adesdo de B. cereus ao aco
inoxidével apés o condicionamento com dgua (2,82 log UFC/cm?) do que com leite integral
(2,62 log UFC/cm?) (Figura 10). Esse resultado corrobora com o resultado apresentado
anteriormente, no qual a camada condicionante com leite integral e seus constituintes pode
ter favorecido a germinacao dos esporos que foram inoculados no leite e, por iSso a menor

adesdo foi observada nessa condi¢do. Observa-se que a adesao e formacao de biofilme por
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B. cereus foi significativamente maior quando o pool de esporos de B. cereus foi inoculado
em dgua do que em leite integral, em ambas as matrizes de condicionamento. Por outro lado,
nao foi observada diferenga na adesdo quando o pool de esporos de B. cereus foi inoculado
em 4gua ap6s o condicionamento com as matrizes dgua (3,47 log UFC/cm?) e leite integral
(3,52 log UFC/cm?).

O efeito da interac@o entre as matrizes de condicionamento e o tempo de exposicao
sobre a adesdo e formacao de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células,

¢ apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Efeito da interacio entre as matrizes de condicionamento e o tempo de exposicao
sobre a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus, para contagem total de células, em log
UFC/cm? (n=3).

AB T etras maidsculas diferentes entre as matrizes apresentam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p < 0,05).

“b 1 etras mindsculas diferentes ao longo do tempo de exposi¢do apresentam diferenca significativa
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Observa-se na Figura 11 que o condicionamento do ago inoxiddvel com &4gua
favoreceu inicialmente (5 min) a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus (2,86 log
UFC/cm?) quando comparada a adesdo ap6s o condicionamento com leite integral (2,53 log
UFC/cm?). De acordo com Dickson; Koohmaraie (1989), o condicionamento da superficie
de aco inoxidavel pode alterar as propriedades fisico-quimicas da superficie, tais como cargas

eletrostdticas, mudancas na hidrofobicidade e que podem afetar a ordem dos eventos
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microbianos, consequentemente a adesdao. Dessa forma, neste trabalho, esse fendmeno foi
observado principalmente no inicio da formag¢do do biofilme.

No que diz respeito aos outros tempos de exposi¢do avaliados, a adesdo foi a mesma
para ambas as matrizes de condicionamento. Quando o a¢o inoxidavel foi condicionado com
dgua, independente dos meios de inoculacdo, a adesdo e formacdo de biofilme por B. cereus
aumentou 0,5 log UFC/cm? entre 5 min (0,08h) e 72 h, cujos valores foram 2,86 log e 3,36
log UFC/cm?, respectivamente. Enquanto que, independente dos meios de inoculagdo, a
adesdo e formagio de biofilme por B. cereus aumentou 1,03 log UFC/cm? ao longo do tempo
de exposi¢do quando o acgo inoxidavel foi condicionado com leite integral.

Em resumo, os resultados apresentados nesta etapa indicaram que a adesdo e
formacdo de biofilme pelo pool de esporos de B. cereus isolados da industria lactea se
estabilizou em torno de aproximadamente 10 h, ndo havendo um aumento significativo dessa
adesdo apos esse tempo (Figura 7 c). Sendo assim, para a avaliacdo da eficiéncia dos
procedimentos de higienizacgdo, selecionou-se os biofilmes formados apds 24 h, uma vez que
esse tempo € similar ao tempo de processamento encontrado no processamento de leite em
po (16 a 20 h), antes de um procedimento padrao de higienizacdo CIP. Os quatro biofilmes
avaliados foram os mesmos estudados na terceira etapa do trabalho, com duas matrizes de
condicionamento do ago inoxiddvel (4gua e leite integral) e dois meios de inoculagdo do pool

de esporos de B. cereus isolados da industria lactea (dgua e leite integral).

4.4 Avaliacao de procedimentos de higienizacio na remociao de biofilmes de

esporos de B. cereus
A Tabela 7 apresenta a adesdo e formacgdo de biofilme pelo pool de esporos de B.

cereus ap0Os 24 h, avaliada por contagem de esporos, que foram utilizados na avaliagdo da

eficiéncia dos procedimentos de higienizacao.

57



Tabela 7. Adesdo e formacdo de biofilme pelo pool de esporos de B. cereus apds 24 h,

avaliada por contagem de esporos, em log UFC/cm? (n=3).

Biofilme

Procedimento para formacao de
biofilme

Contagem de
esporos
(log UFC/cm?)

Biofilme dgua/dgua

Biofilme sguasteite integral

Biofilme sguasteite integral

Biofilme (eite integral/leite integral

Cupons condicionados em &dgua (200
rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de
imersdo em dgua inoculada com pool
de esporos de B. cereus (200 rpm, 55
°C por 24 h)

Cupons condicionados em agua (200
rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de
imersdo em leite integral inoculado
com pool de esporos de B. cereus (200
rpm, 55 °C por 24 h)

Cupons condicionados em leite integral
(200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de
imersdo em 4gua inoculada com pool
de esporos de B. cereus (200 rpm, 55
°C por 24 h)

Cupons condicionados em leite integral
(200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de
imersdo em leite integral inoculado
com pool de esporos de B. cereus (200
rpm, 55 °C por 24 h)

3,62

2,73

3,59

2,63

O efeito dos nove procedimentos de limpeza e sanitizacdo sobre a remocdo dos

biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus, avaliado por contagem de esporos, é

apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Efeito dos procedimentos de limpeza e sanitiza¢do sobre a remog¢do do (a) biofilme sgua/sgua, (b) biofilme sguasteite integral,
(c) biofilme ieite integrav/agua, (d) biofilme ieite integral/teite integral formados pelo pool de esporos de B. cereus, avaliado por contagem de

esporos, em log UFC/cm? (n=3).
4> Para cada biofilme, letras mintisculas diferentes apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05); *Limite de
deteccdo do método = 0,7 log UFC/cm?. Desvio padrio ndo estabelecido.
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Pode-se observar na Figura 12 que a utilizacdo do CIP completo (detergente
tensoativo anionico e dcido), seguido de sanitiza¢cdo com hipoclorito de sédio, foi o tnico
procedimento de higienizagdo capaz de remover todos os biofilmes formados pelo pool de
esporos de B. cereus isolados da industria lactea. Por outro lado, observa-se que a eficiéncia
dos outros procedimentos de higieniza¢do na remocao dos biofilmes apresentou diferencas
na remog¢ao ou reducdo das contagens de B. cereus.

Observa-se na Figura 12 a que todos os procedimentos, exceto o uso exclusivo do
dcido peracético, reduziram as contagens de B. cereus presente no biofilme seuasigua. O
biofilme mostrou-se resistente a aplicacdo apenas do acido peracético, uma vez que apos esse
procedimento a contagem de B. cereus (3,43 log UFC/cm?) ndo diferiu significativamente da
contagem inicial do cupom controle (3,62 log UFC/cm?), que ndo foi submetido a nenhum
procedimento de higienizacdo. Enquanto que, a aplicacdo isolada do hipoclorito de sdédio
reduziu 1,37 log UFC/cm?, apresentando contagem residual de B. cereus de 2,25 log
UFC/cm?.

Somente o uso de um CIP completo, utilizando hipoclorito de sédio como sanitizante,
resultou na remocdo total desse biofilme, com contagens residuais de B. cereus nas
superficies de aco inoxiddvel abaixo do limite de detec¢iio do método (< 0,7 log UFC/cm?).
Por outro lado, esse biofilme mostrou-se resistente ao CIP completo seguido de sanitiza¢ao
com 4cido peracético, com reducdo de apenas 1,49 log UFC/cm? da populacio de B. cereus.
Em geral, os resultados mostram que apenas um dos nove procedimentos utilizados no estudo
foi eficiente na remocao total desse biofilme, o que indica que se os outros procedimentos
forem utilizados na tentativa de remocao, 0os micro-organismos ainda estardo presentes e,
podem aderir a outras superficies e formarem novos biofilmes (Figura 12 a). Possivelmente
os apéndices celulares (esporos) e as interacOes hidrofébicas (superficie e esporo) que
provavelmente governaram essa adesdo, eram fortes e contribuiram para a maior resisténcia
desse biofilme aos procedimentos de higienizacao.

No que diz respeito ao biofilme sguaieite integral, @ sanitizagdo com uso exclusivo do dcido
peracético foi o unico procedimento que ndo foi eficiente na remogdo total do biofilme,
apresentando contagem de B. cereus de 2,00 log UFC/cm? (Figura 12 b). Assim como no
biofilme sguaragua, 0 4cido peracético foi o procedimento menos eficiente na remoc¢do do
biofilme e, os demais procedimentos de higieniza¢do promoveram a reducio das contagens

de B. cereus para niveis ndo detectdveis (< 0,7 log UFC/cm?). Acredita-se que as interacdes
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que mantinham os esporos aderidos a esse biofilme eram mais fracas que as interagdes
presentes no biofilme anterior, o que também pode ser comprovado pela menor adesdo dos
esporos de B. cereus no cupom controle (2,73 log UFC/cm?) quando comparado  adesdo no
biofilme seuaagua que foi de 3,62 log UFC/cm?.

Com relacdo ao biofilme ieite integral/agua, dois procedimentos de higienizacdo foram
capazes de remover completamente o biofilme, apresentando contagens residuais nas
superficies de aco inoxiddvel abaixo do limite de detec¢dio do método (< 0,7 log UFC/cm?),
sendo o procedimento de limpeza com detergente tensoativo anidnico, seguido de sanitiza¢ao
com hipoclorito de sédio e o procedimento CIP completo com o uso do hipoclorito de s6dio
(Figura 12 c¢). Os demais procedimentos de limpeza e sanitizacdo utilizados ndo foram
eficientes na remocao total desse biofilme, entretanto, reduziram as contagens de B. cereus.
Os procedimentos que conferiram maior reducdo nas contagens foram a limpeza com
detergente tensoativo anidnico e com tensoativo anidnico seguido de detergente acido, uma
vez que reduziram as contagens de B. cereus para 1,56 e 1,58 log UFC/cm?, respectivamente.
A aplicacdo do sanitizante dcido peracético reduziu a contagem de B. cereus para 2,40 log
UFC/cm?, sendo o procedimento que apresentou menor redugio na contagem do micro-
organismo. Acredita-se que a condicdo do biofilme ieite integralzagua apresentava interacdes mais
fortes que mantinham os esporos aderidos a esse biofilme, por meio principalmente das
interacdes hidrofébicas, o que pode ser explicado pela maior resisténcia desse biofilme aos
agentes de higienizacao.

Assim como observado nos dois biofilmes anteriores, a aplicagdo isolada do
sanitizante dcido peracético ndo foi suficiente para remover o biofilme, sendo também o que
conferiu menor reducio nas contagens de B. cereus conforme apresentado anteriormente nos
resultados do biofilme seua/agua € do biofilme sguasteite integral-

Pode-se observar na Figura 12 d que todos os procedimentos de limpeza e sanitizacao
foram eficientes na remo¢do do biofilme ieite integralicite integral, qUE apresentou contagens
residuais de B. cereus nas superficies de aco inoxiddvel abaixo do limite de deteccdo do
método (< 0,7 log UFC/cm?). Uma possivel explicacdo é que esse biofilme ndo estava
completamente maduro, o que pode ter facilitado a acdo dos detergentes e sanitizantes sobre
os biofilmes, que sdo removidos com mais facilidade (SREY; JAHID; HA, 2013). Tem sido
relatado que uma mesma espécie de micro-organismo pode formar diferentes biofilmes e

com diferentes graus de maturidade, o que depende de diversos fatores como as condicoes
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do meio, presenca ou nao de nutrientes, mudancas nas interagdes eletrostiticas. A presenca
de leite no meio de cultivo e como filme condicionante pode ter alterado as propriedades
fisico-quimicas da interacdo superficie/esporo, sugerindo a presenca de uma fraca adesao
para esse biofilme (DICKSON; KOOHMARALIE, 1989).

Neste caso, o procedimento de limpeza por meio do detergente tensoativo anidnico
foi capaz de remover os constituintes do leite integral (gorduras, proteinas e carboidratos),
além do detergente 4cido que possui a capacidade de solubilizar os minerais envolvidos na
interacdo biofilme-superficie ou de romper ligacdes, promovendo a liberagdao das células
remanescentes fortemente aderidas a superficie do aco inoxiddvel (FERNANDES;
KABUKI; KUAYE, 2015). Outra explicacdo € que a utilizacdo da temperatura de 40 °C (acdo
térmica) e agitacdo (340 rpm) que simula a aplicac@o de energia mecanica na superficie foram
utilizadas em combinacdo com os detergentes (acdo quimica), auxiliando assim a eficiéncia
do processo de limpeza (FORSYTHE, 2013). A acdo mecanica e quimica tem um efeito
sinergistico, sendo que ambos desempenham importante papel na remocao da célula aderida
e do biofilme (SREY; JAHID; HA, 2013).

Quando houve apenas aplica¢do dos sanitizantes, a temperatura ambiente, pode-se
sugerir que a utilizagdo de acdo mecanica (340 rpm) juntamente com a a¢ao antimicrobiana
dos santizantes foram suficientes, neste caso, para remover completamente o biofilme. Sendo
assim, as células que estavam fracamente aderidas ou envoltas na matriz do biofilme foram
liberadas, levando a diminuicao das contagens dos micro-organismos (FISHER; PHILLIPS,
2009).

De acordo com Hinton et al. (2002), durante a producdo de leite em pd, os micro-
organismos estdo aderindo e sendo removidos ao mesmo tempo das superficies dos
equipamentos. Resultados diferentes desse trabalho foram observados por esses autores que
constataram que a limpeza de uma superficie de aco inoxidavel com NaOH 2% (p/v) a 65 °C
ndo inativou Geobacillus stearothermophilus que estava aprisionado na matriz lactea, além
de que, uma vez que o fouling € removido pelo detergente, a bactéria ali presente pode
recontaminar o proximo produto que seré processado. Rosmaninho et al. (2007), apds simular
a formacao de um filme condicionante com leite integral em ago inoxidavel, observou que a
adesdo de esporos de B. cereus apresentou contagens de 1,43 x 10* UFC/cm? e, que ap6s um

procedimento CIP utilizando NaOH 0,5% (p/v) a 60 °C, o nimero de esporos residuais
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aderidos nas superficies foi de aproximadamente 1,5 X 10! UFC/cm?, indicando a resisténcia
desse biofilme .

De modo geral, nesse estudo, o hipoclorito de sédio foi o sanitizante mais eficiente,
removendo o biofilme sguateite integral € O biofilmeieite integraleite integral, quando aplicado sem
qualquer outro procedimento complementar. Sua efici€éncia foi maior quando se utilizou um
tratamento de limpeza anterior, no caso o uso do detergente tensoativo anionico seguido do
detergente 4cido, contribuindo para que este fosse o unico procedimento de limpeza e
sanitizagdo dos nove testados que foi capaz de remover totalmente todos os biofilmes
estudados no trabalho, a niveis de contagem de esporos de B. cereus abaixo do limite de
deteccdo do método (< 0,7 log UFC/cm?).

O mecanismo de inativacdo de esporos de B. subtilis por meio da utilizacdo de
hipoclorito de sddio ou didxido de cloro foi atribuido ao dano causado na membrana interna
dos esporos, resultando assim na inibi¢ao da sua germinacdo (YOUNG; SETLOW, 2003).

Esses resultados sdo diferentes dos encontrados por Fernandes (2014), no qual o
sanitizante 4cido peracético foi mais eficiente quando comparado ao hipoclorito de sédio na
remog¢do de biofilme multi-espécie de B. cereus e Enterococcus spp. Vale ressaltar que
diferentes cepas, contagem inicial dos micro-organismos aderidos, diferentes matrizes e
condi¢des de formacdo dos biofilmes, diferentes métodos de higienizagdo dificultam a
comparacao de estudos.

Em resumo, o biofilme sguasgua fO1 0 que apresentou maior resisténcia a maioria dos
procedimentos de limpeza e sanitizacdo testados neste trabalho, o que indica uma grande
preocupacdo da industria, principalmente com a dgua que serd utilizada posteriormente na
limpeza dos equipamentos. Os esporos aderidos ao ago inoxiddvel nestas condicdes se
mostraram resistentes a higienizacdo e fortemente aderidos ao ago inoxidavel. Oliver;
Jayarao; Almeida (2005) relataram que as superficies dos equipamentos podem ser uma fonte
de contaminacdo para micro-organismos deteriorantes e patogénicos, no entanto, essa
contaminacdo também pode ser proveniente da dgua utilizada para a higienizacdo dessas
superficies encontradas nas plantas de processamento de produtos lacteos.

Ao avaliar os resultados, observou-se que a maior eficiéncia dos procedimentos de
higienizacdo ocorreu quando utilizou-se o leite como meio de inoculagio (biofilme sgua/ieite
integral € b10f1lME 1eite integral/teite integral). Acredita-se que a interacao do esporo com a matriz lactea

presente no meio de cultivo, principalmente por meio de interagdes hidrofdbicas, contribuiu
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para a menor adesao dos esporos no cupom controle, sugerindo interacdes de adesao fracas
e que foram mais facilmente eliminadas por meio dos procedimentos de higienizacdo. Isso
indica que quando os esporos foram inoculados em 4gua (biofilme sguasgua € biofilme ieite
integral/igua) OS mesmos aderiram mais fortemente as superficies, contribuindo para a maior
resisténcia aos procedimentos de higieniza¢do. A maior resisténcia pode ser explicada pelo
carater hidrofilico da dgua e hidrofébico do esporo, que naturalmente se repelem, sugerindo
maior adesdo do esporo ao ago inoxidadvel, que também € hidrofébico.

Os resultados encontrados no trabalho sdo preocupantes (valores de adesdao de B.
cereus reportados em log UFC/cm?) uma vez que, ao se pensar na 4rea total de equipamentos
utilizados no processamento de leite e produtos lacteos, esse nimero se torna um valor critico
para a contaminacdo dessas superficies, pois o desprendimento das células de B. cereus
podera prejudicar a seguranca microbioldgica, além de afetar a qualidade do produto. Bremer
et al. (2009) relataram que trocadores de calor a placas, incluindo pasteurizadores e secoes
de evaporadores estdo entre as dreas mais criticas para formacdo de biofilme uma vez que
compreendem uma grande drea superficial.

Com relacdo a esse estudo, resultados similares foram observados por Wirtanen et al.
(1996), no qual ap6s um procedimento CIP com detergente alcalino e 4cido, esporos de B.
cereus NCTC 2599 apresentaram maiores contagens residuais nas superficies de acgo
inoxiddvel sem condicionamento quando comparado as contagens em aco inoxiddvel
previamente condicionado com leite. A mesma tendéncia foi observada por Faille; Fontaine;
Bénézech (2001), que observaram que esporos de B. cereus, isolados do processamento de
produtos l4cteos e resuspensos em solucdo salina apresentaram adesdo em torno de 6,5 log
UFC/cm?, e ap6s o procedimento CIP utilizando um detergente alcalino comercial 1% (v/v)
a 50 °C, as contagens reduziram 1 log aproximadamente, resultando em valores proximos a
5,5 log UFC/cm? de esporos remanescentes. Esses resultados sdo similares ao encontrados
para a remog¢do do biofilme sguaigua, O qual se mostrou extremamente resistente a diferentes
procedimentos de higienizagao.

Shaheen et al. (2010), relataram que a adesdo de esporos aos equipamentos de aco
inoxiddvel encontrados em industrias lacteas pode representar um mecanismo para a sua
sobrevivéncia, pois a forte adesdo seria uma vantagem ao pensar que os esporos poderiam se
espalhar através da 4gua utilizada na industria. Acredita-se também que as condicdes

utilizadas em um procedimento CIP afetariam as propriedades dos esporos e portanto
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poderiam modificar sua habilidade em aderir novamente ao ago inoxiddvel apds seu
desprendimento dos biofilmes (FAILLE et al., 2010a).

Os danos causados a superficie dos esporos, principalmente por altas temperaturas
utilizadas no processo de limpeza podem modificar suas propriedades fisico-quimicas, tais
como hidrofobicidade, que pode apresentar um papel na adesao de esporos ao aco inoxidavel
(FAILLE et al., 2002).

Esporos de Geobacillus sp. apds tratamento com NaOH 1% (p/v) foram seis vezes
mais hidrofébicos e apresentaram significativamente maior habilidade de adesdo em ago
inoxiddvel quando comparados a esporos que nao sofreram esse tratamento. A maior
hidrofobicidade desses esporos foi relacionada a hidrdlise parcial da capa do esporo devido
a acao do NaOH que contribuiu para a liberacdo de mais grupos hidrofébicos presentes dentro
da capa do esporo, conforme os autores observaram por meio de microscopia eletronica de
transmissdo (SEALE et al., 2010). Faille et al. (2002) observaram que esporos hidrofébicos
de B. cereus aderiram em maior quantidade e apresentaram maior resisténcia aos
procedimentos de limpeza com detergente alcalino quando comparados a esporos de B.
subtilis.

Os agentes tensoativos diminuem a tensdo superficial da d4gua auxiliando o contato
entre os residuos e os agentes de limpeza, além de contribuir para o enfraquecimento das
ligacdes formadas entre a superficie e o residuo (SALUSTIANO et al., 2010). No caso deste
trabalho, provavelmente o detergente tensoativo anidnico ndo foi suficiente para
desempenhar seu papel na remocdo dos esporos que ndo estavam protegidos pela matriz
lactea. Acredita-se que o detergente pode ter desempenhado essa funcdo quando os esporos
foram inoculados na matriz l4ctea, agindo principalmente no enfraquecimento das ligacoes
formadas pelas proteinas e na emulsificacdo da gordura presentes no leite e,
consequentemente os esporos foram removidos juntamente com essa matriz, por sua vez, 0
mesmo desempenho ndo foi observado quando os esporos foram inoculados na dgua.

Um estudo comparando os efeitos dos sanitizantes utilizando os compostos ativos de
NaOCl, HCl, H202, 4cido acético e amodnio quaternario, Black et al (2008) concluiu que
compostos contendo hipoclorito foram mais efetivos contra esporos de B. cereus, e produtos
contendo derivados de HCI e H>O> reduziram significativamente o nimero de esporos
embora em menor taxa. A maioria dos sanitizantes com principio ativo de NaOClI reduziram

os esporos a niveis sensiveis em 10 min a 25 °C.
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A utilizacdo apenas de hipoclorito de sédio na concentra¢do de 200 ppm por 10 min
e 300 ppm por 5 min foi capaz de eliminar B. cereus (< 0,70 log UFC/cupom) que estava
presente em biofilme em aco inoxiddvel. Apds a remoc¢do da matriz do biofilme por
procedimento de limpeza, B. cereus foi eliminado apds tratamentos com 100 ppm por 10min,
200 ppm por 5 min e 300 ppm por 3 min, sugerindo a maior eficiéncia do hipoclorito de sédio
ap6s um procedimento de limpeza (LEE et al., 2010).

Assim como observado nesse estudo, o dcido peracético foi menos eficiente em
inativar ou remover esporos de B. cereus presentes em biofilme formado em ago inoxidavel
contendo caldo TSB quando comparado ao hipoclorito de s6dio (RYU; BEUCHAT, 2005).
Sugere-se que a inefici€éncia do dcido peracético em alguns biofilmes esta relacionada ao fato
dos aldeidos ndo degradarem o biofilme, sendo capazes de até estabilizar o mesmo (SREY;
JAHID; HA, 2013).

Bactérias podem sobreviver e produzir biofilmes em superficies de a¢o inoxidéavel
mesmo apos a higienizagdo por meio do sistema CIP (SHI; ZHU, 2009). Este fato pode ser
atribuido ao uso indevido de agentes antimicrobianos utilizados no controle de biofilmes,
uma vez que ndo existem métodos quantitativos padronizados para a sele¢do de protocolos
eficientes no controle de biofilmes (LEMOS et al., 2015).

Conforme mencionado anteriormente, esporos de B. cereus sao mais hidrofébicos do
que esporos de outros Bacillus spp., tornando mais dificil sua remocdo de equipamentos
durante o processo de limpeza (GRANUM; LUND, 1997). Além disso, Shaheen et al. (2010)
observaram que esporos de B. cereus recuperados de um silo de leite apds limpeza alcalina
foram capazes de germinar e formar biofilme, mostrando sua elevada resisténcia.

A eficiéncia da remocdo dos esporos durante os procedimentos de limpeza e
sanitizacdo € altamente influenciada pela susceptibilidade da superficie dos esporos aos
agentes quimicos, que podem enfraquecer a interacao entre os esporos e a superficie ao longo
do tempo (FAILLE et al., 2013).

A resisténcia de biofilmes a agentes antimicrobianos, tais como sanitizantes, tem sido
atribuida ao controle ineficiente dos biofilmes por meio de processos de higienizagcdo
convencionais (MALEK, 2012). A elevada resisténcia das células presentes em biofilme
pode ser explicada pela baixa difusdo dos agentes antimicrobianos através da matriz do

biofilme, dificultando assim o alcance das camadas mais profundas do biofilme. Acredita-se
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que a taxa de difusdo dos agentes quimicos através das camadas do biofilme pode ser de 60
a 80% menor (KROLASIK et al., 2010).

De qualquer forma, procedimentos tais como limpeza e sanitizagcdo sdo
indispensdveis para a redu¢ao dos micro-organismos a niveis aceitdveis (SREY; JAHID; HA,

2013).
4.5 Caracteristicas fisico-quimicas da superficie dos esporos
4.5.1 Potencial Zeta
A Figura 13 apresenta os valores de potenciais zeta (mV) em funcdo do pH das

suspensoes dos esporos de B. cereus utilizadas nos testes de adesio e formacao de biofilme

e a Tabela 7 apresenta o ponto isoelétrico desses esporos.

Potencial Zeta [m\)

—e—B. cereus 176 —@— B. cereus 174 B. cereus 167

B. cereus 164 —4— pool de B. cereus =— B. cereus ATCC 14579

Figura 13. Potenciais zeta das suspensdes de esporos de B. cereus em funcao da faixa de pH
de2a’.
Valores representam a média de duas replicatas e a barra de erros representa o desvio padrao

das médias.
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Tabela 7. Ponto isoelétrico das suspensdes de esporos de B. cereus

(n=2).
Cepas Ponto Isoelétrico (pH)

B. cereus 176 2,75 +0,01

B. cereus 174 2,78 £ 0,03

B. cereus 167 3,25 +£ 0,00

B. cereus 164 2,47 +0,03

Pool de B. cereus 2,79 £ 0,08

B. cereus ATCC 14579 3,38 £ 0,08

Pode-se observar na Figura 16 que todas as cepas apresentaram um decréscimo no
potencial zeta (mV) com um aumento do pH, o que indica que a carga da superficie da
bactéria € altamente dependente do pH. O pH no qual o valor do potencial zeta € zero é
definido como o ponto isoelétrico da célula (KARUNAKARAN; BIGGS, 2011). As cepas
apresentaram carga negativa em uma ampla faixa de pH e no geral, apresentaram ponto
isoelétrico similares, com pH variando de 2,5 a 3,5, como pode ser observado na Tabela 7.

Resultados similares foram encontrados por Seale et al. (2008) no qual esporos de
Geobacillus spp. apresentaram valores de potencial zeta negativos em ampla faixa de pH,
com ponto isoelétrico variando entre pH 3,0 e 4,0.

A maioria das bactérias possuem em sua superficie cargas negativas, uma vez que
podem se originar dos lipopolissacarideos do envelope celular e/ou dos grupamentos
funcionais 4acidos das proteinas presentes na pili (BAYER e SLOYER, 1990). O pH do meio
em que se encontra a bactéria controla a protonacao e a desprotonacao dos grupos funcionais
de superficie e, portanto, a carga da superficie celular pode variar de acordo com o pH
(MARSHALL, 1976).

O ponto isoelétrico de dcidos carboxilicos associados a proteinas encontra-se na faixa
de pH 4,0 e 5,0, enquanto que o ponto isoelétrico dos 4cidos carboxilicos associados aos

polissacarideos € mais préximo de pH 3,0 (SEALE et al., 2010). O ponto isoelétrico da cepa
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ATCC 14579 encontrado neste trabalho foi de 3,38 e apresentou resultados similares aos
encontrados por Karunakaran; Biggs (2011) para esta mesma cepa que apresentou ponto
isoelétrico de 3,4.

A carga da superficie celular estd frequentemente associada a adesdo das bactérias as
superficies (UKUKU; FETT, 2002; KARUNAKARAN; BIGGS; 2011). Superficies como o
aco inoxiddvel normalmente possuem carga negativa em pH neutro, o que naturalmente
resulta na repulsao de células carregadas negativamente (HERMANSSON, 1999). Os ions
presentes no meio de cultivo podem se adsorver a superficie do aco inoxidavel, alterando
assim a carga elétrica do mesmo. Os meios de cultivo utilizados neste estudo apresentaram,
em geral, valores de pH que variaram de 5,9 a 6,7, o que indica que os esporos possuiam
carga negativa no momento da adesdo, sugerindo também que o aco inoxiddvel apresentava
carga negativa.

As superficies das células bacterianas e/ou esporos podem possuir dominios com
cargas carregadas positivamente que podem mediar a adesdo apesar da repulsao eletrostatica,
além de que outras propriedades fisico-quimicas como hidrofobicidade, for¢as de Van der
Waals e forgas estéricas podem superar as interagdes eletrostiticas no processo de adesdo
(PALMER et al., 2010). De acordo com Daniels; Vanderleyden; Michiels (2004), a presenca
de flagelos pode superar as forcas repulsivas presentes nas superficies do substrato e, assim
favorecer a formagdo de uma camada de células na superficie do material.

Para os esporos de B. cereus, a adesiao pode ser explicada pela presenca de apéndices
em sua superficie que tem a funcdo de mediar principalmente a adesao inicial dos esporos a
superficie do material. Esses apéndices foram visualizados por meio de microscopia
eletronica de transmissdo por diversos autores (FAILLE et al., 2002; FAILLE et al., 2010b;
ANKOLEKAR; LABBE, 2010). Segundo Houry et al. (2010), a adesdo de B. cereus as

superficies € altamente influenciada pela carga de superficie celular e presenca de flagelos.
4.5.2. Hidrofobicidade

A Figura 14 apresenta a porcentagem de hidrofobicidade das suspensdes de esporos

de B. cereus utilizadas neste trabalho na adesdo e formacao de biofilme.
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Figura 14. Porcentagem de hidrofobicidade das suspensdes de esporos de B. cereus.
b etras mindsculas diferentes apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p <0,05).

Pode-se observar na Figura 17 que, os esporos das cepas que foram isoladas do
ambiente de processamento de produtos lacteos apresentaram altos valores de
hidrofobicidade. De acordo com Karunakaran; Biggs, (2011) para uma bactéria ser
considerada hidrofébica, o valor de hidrofobicidade deve ser igual ou maior que 50% e, desta
forma, a cepa ATCC 14579 estava perto do limite entre ser considerada hidrfofobica ou nao,
uma vez que apresentou valor de 47,58%.

Esse resultado sugere que esse menor valor para os esporos de B. cereus da cepa
ATCC 14579 pode estar relacionado a menor adesdo dos mesmos nas duas primeiras etapas
do trabalho, quando comparada a adesdo dos esporos do pool de B. cereus isolados da
industria lactea. Faille et al. (2002) também mostraram que esporos de B. cereus isolados do
processamento de industrias lacteas apresentaram altos valores para hidrofobicidade (87%).

Resultados similares foram obtidos por Elhariry (2011), que observou que os esporos
da cepa de referéncia B. cereus DSMZ 345 apresentaram significativamente menor
hidrofobicidade quando comparados aos esporos de B. cereus isolados de agua. O autor
relatou que a maior hidrofobicidade de micro-organismos isolados quando comparados a
cepa de referéncia pode estar relacionada a sua exposi¢do a condi¢des adversas, que podem
levar a alteracdes nas propriedades de superficie das bactérias e, sugeriu que ao simular
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condi¢des de biofilme, o melhor € utilizar isolados e ndo cepas de referéncia para uma
representacao mais real das situagdes encontradas. Nesse mesmo estudo, a maior adesdo dos
esporos em superficie de poliestireno foi atribuida a alta hidrofobicidade dos mesmos quando
comparados as células vegetativas.

Interagdes hidrofébicas apresentam um importante papel na adesdo de bactérias as
superficies, principalmente com relacdo a esporos de Bacillus sp. (GILBERT et al., 1991;
LIU et al., 2004). A alta hidrofobicidade da superficie de uma bactéria pode auxiliar na
adesdo a superficie de diferentes materiais e, no caso da superficie bacteriana e a superficie
do material serem mais hidrofébicas que a fase aquosa (meio de cultivo), isso pode indicar
um aumento na intera¢do hidrofébica entre a bactéria e o substrato pois facilita a remog¢ao do
filme de 4dgua existente entre as duas interfaces (LIU et al., 2004).

As intera¢des hidrofébicas sdo consideradas as mais fortes dentre as interagdes ndo
covalentes, o que pode sugerir que durante a adesdo ao aco inoxidavel, os esporos
apresentardo maior adesao quando comparados as células vegetativas (HARIMAWAN et al.,
2013). A forte adesdo de B. cereus tem sido atribuida ao caréter hidrofébico do exospoério
que pode estar presente em algumas cepas (HUSMARK; RONNER, 1990; FAILLE et al.,
2002; FAILLE et al., 2010b; ANKOLEKAR; LABBE, 2010).

De acordo com Seale et al. (2008), as superficies dos esporos sdo heterogéneas e
contém uma combinacdo de grupos funcionais tais como carboxilas, aminas e grupos
fosfatos, que podem contribuir para a variacdo encontrada entre os testes utilizados para
avaliar a hidrofobicidade de um micro-organismo, dificultando assim a comparagdo de
resultados.

Pode-se observar que os dados obtidos com relacdo as caracteristicas de superficie
dos esporos demonstram a importincia de avaliar diversos fatores, tais como a
hidrofobicidade e a carga elétrica, para o entendimento da habilidade de adesdo e formacao
de biofilme por micro-organismos. Sendo assim, as propriedades de superficie de B. cereus,
tais como o potencial zeta e a hidrofobicidade avaliadas neste trabalho, além da presencga do
exosporio e apéndices relatados na literatura, podem contribuir para a persisténcia de B.
cereus nas superficies de equipamentos, contribuindo assim para a adesdo e formagdo de

biofilme.
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5. CONCLUSOES

Os esporos do pool de B. cereus isolados da industria lactea apresentaram maior
adesdo ao aco inoxidavel quando comparados aos esporos da cepa de referéncia de B.
cereus ATCC 14579, o que pode ser atribuido as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie dos esporos, uma vez que os esporos de B. cereus isolados da industria
lactea apresentaram alta valor para hidrofobicidade. O condicionamento do ago
inoxiddvel com leite integral favoreceu significativamente a adesdo desses esporos

inoculados em 4gua quando comparados ao ndo condicionamento do aco inoxidével.

O tempo de exposi¢dao dos cupons aos meios de inoculagdo contendo um pool de
esporos de B. cereus afetou significativamente a adesdo desse micro-organismo ao
aco inoxiddvel, sendo que, apds aproximadamente 10 h ocorreu uma estabilizacao do
biofilme. Quando os esporos foram inoculados em dgua houve maior adesdo quando
comparados a inoculagdo em leite integral, independente das matrizes de
condicionamento do ago inoxiddvel, possivelmente devido as interacdes hidrofébicas

mais fortes.

Todos os procedimentos de higienizacdo foram eficientes na remo¢do do biofilme
que foi formado por meio do condicionamento do aco inoxidavel com leite integral,
seguido por inoculagdo do pool de esporos de B. cereus em leite integral. O
sanitizante hipoclorito de sédio foi significativamente o mais eficiente em
comparacao ao dcido peracético na remocao de todos os biofilmes. Além disso sua
associacao com prévia limpeza com detergente tensoativo anidnico e dcido, aumentou

a sua eficiéncia, reduzindo as contagens de B. cereus a niveis ndo detectdveis.
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ANEXO 1

POTENCIAL ZETA DAS DIFERENTES CEPAS DE ESPOROS DE B. cereus

Autotitration Report l.
Malvern

Miaivern Insfruments Lid - © Copyright 2008

Sample Details
Titration Type: pH Titration Measurement Type(s): Zeta
Sample Name: 176 esporo_7a2_rep 6
SOP Name: mansettings nano

General Notes:

File Mame: 140115.dts

Record Number: 14 Measurement Date and Time: quaria-feira, 14 de jansiro de...
System
Cell Description: Clear disposable zeta cell
Titrants Type MHame
Bottle 1: Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base NaOH 0,500
Bottle 3:  Acid HCI 0,500
Results

Total Injected Volume {mL): 0,307

Isoelectric Titration Graph
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L} Feta Potential (176 esporo_T a 2)

Weighted Mean Zeta Potential (178 esporo_7 a 2)
Isoelectric Point (176 esporo_7T a 2)

Zeta Potential (178 espora_7T a 2_rep)

—— Weighted Mean Zeta Potential (176 esporo_7 a 2_rep)
—— Isoelectric Point (176 espore_7 a 2_rep)
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Autotitration Report

v2.0

VN
Malvern

Miaivern Instruments Lid - & Copyrightt 2008

Sample Details

Titration Type:
Sample Name:
S0P Hame:

General Notes:

pH Titration
174 esporo_7a2 rep 6

mansettings.nano

Measurement Type(s): Zeta

File Name: 150115.dt=
Record Mumber: 28 Measurement Date and Time: guinta-feira, 15 de jansiro de...
System
Cell Degcription: Clear disposable zeta cell
Titrants Type Mame
Bottle 1: Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base NaOH 0,500
Bottle 3: Acid HCI 0,500
Results
Total Injected Volume {(mL): 0,230
Isoelectric Titration Graph
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T
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pH
u Zeta Potential (174 esporo_T a 2)
Weighted Mean Zeta Potential (174 esporo_7T a 2)
Isoelectric Point (174 esporo_7 a 2)
B Zeta Potential (174 esporo T a 2_rep)
Weighted Mean Zeta Potential (174 esporo_T a 2_rep
—— |soelectric Point (174 esporo 7 & 2_rep)
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Autotitration Report I.
Malvern

Maivern instrumentz Lid - © Copyright 2002

Sample Details
Titration Type: pH Titration Measurement Type(s): Zeta
Sample Name: 167 esporo_Ta25
S0P Mame: mansettings_nano

General Notes:

Filz Mame: 120115_M.dts

Record Humber: 23 Measurement Date and Time: segunda-feira, 12 de janeiro ...
System
Cell Description: Clear disposable zeta cell
Titrants Type Mame
Bottle 1: Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base NaOH 0,500
Bottle 3:  Acid HCI 0,500
Results

Total Injected Volume {mL): 2,27

Isaelectric Titration Graph
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pH

u Zeta Potential (167 esporo_T a 2)

Weighted Mean Zeta Potential (187 esporo_T a 2)
i Zeta Potential (167 esporo_T a 2)

Weighted Mean Zeta Potential (187 esporo_7T a 2)
—— Isoelectric Point (167 esporo 7 a 2)
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va.0

Autotitration Report l.

Malvern

Miaivem Insruments Lid - © Copyright 2008

Sample Details

Titration Type:
Sample Name:
SOP Name:

General Hotes:

pH Titration Measurement Type(s): Zeta
167 esporo_7 a 2

mansettings.nano

File Mame: 120115_M . dis
Record Number: 31 Measurement Date and Time: terga-feira, 13 de janeiro de .
System
Cell Description: Clear disposable zeta cell
Titrants Type Mame Concentration (M)
Bottle 1: Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base NaOH 0,500
Bottle 3:  Acid HCI 0,500
Results
IEP(g) in (pH): 325 Total Injected Volume (mL): 0,284
Isaelectric Titration Graph
Wra
10t B

Zeta Potential {(mv)
=

] Zeta Potential (167 esporo_T a 2)
Weighted Mean Zeta Potential (187 esporo_T a 2
—— |sgelectric Point (167 esporc 7 a 2)
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v2.0

Autotitration Report l.

Malvern

Maivern insruments Lid - & Copyright 2005

Sample Details

Titration Type:
Sample Name:
SOP Name:

General Hotes:

pH Titration Measurement Type(s): Zeta
164 esporo 7 a 2_rep

mansettings nano

File Hame: 150115.dts
Record Number: 8 Measurement Date and Time: quinta-feira, 15 de janeiro de...
System
Cell Description: Clear dizsposable zeta cell
Titrants Type Mame Concentration (M)
Bottle 1@ Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base NaOH 0,500
Bottle 3:  Acid HCI 0,500
Results
IEP(3) in (pH): 2,49 Total Injected Volume (mL): 0,273

Zeata Poential (mV)

Isoelectric Titration Graph

u Zeta Potential (184 espora_T a 2)

Weighted Mean Zeta Potential (1684 esporo_T a 2)
Isaelectric Point (184 esporo_7 a 2)

] Feta Potential (184 espora_T a 2_rep)

Weighted Maan Zeta Potential (184 esporo_7T a 2_rep
|sgelectric Point (164 esporo 7 a 2_rep)
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va2.0

Autotitration Report l.

Malvern

Iataiverm Insfruments Lid - © Copiightt 2008

Sample Details

Titration Type:
Sample Hame:
SOP Name:

General Hotes:

pH Titration Measurement Type(s): Zeta
Pogl esporo esporo_T a 2_rep2

mansettings_nano

File Hame: 200115.dis
Record Number: 15 Measurement Date and Time: terga-feira, 20 de janeiro de ...
System
Cell Description: Clear disposable zeta cell
Titrants Type Mame Concentration (M)
Bottle 1: Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base NaOH 0,500
Bottle 3:  Acid HCI 0,500
Results
IEP(s) in (pH): 2,85 Total Injected Volume (mL): 0,267
Isgelectric Titration Graph
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Weighted Mean Zeta Potential (Pool esporo esporo_7 a 2_rep)
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Autotitration Report

va2.0

V) N
Malvern

Maivern Instruments Lid - © Copyright 2008

Sample Details

Titration Type:
Sample Hame:
S0P Name:

General Notes:

File Name:

Record Mumber:

pH Titration Measurement Type(s): Zeta
ATCC esporo_7 a2 _rep

mansettings.nano

200115.dts

29 Measurement Date and Time: terca-feira, 20 de janeiro de __.

System

Cell Description:

Clear dizsposable zeta cell

Titrants Type Mame Concentration (M)
Bottle 1: Mot used HCI 0,500
Bottle 2: Base MNalH 0,500
Bottle 3:  Acid HCI 0,500
Results
IEP(2) in (pH): 344 Total Injected Volume (mL): 0,260
Isaelectric Titration Graph
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| | Feta Potential (ATCC esporo_7T a 2)
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Isoelectric Point (ATCC esporo_T a 2)

& Feta Potential (ATCC esporo_7T a 2_rep)

Weighted Mean Zeta Potential (ATCC espara_T a 2_rep)
Isoelectric Point (ATCC esporo_7 a 2_rep)
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