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RESUMO 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes matrizes na adesão e 

formação de biofilme em aço inoxidável por Bacillus cereus, bem como avaliar a eficiência 

dos procedimentos de higienização no controle de biofilmes de esporos desse micro-

organismo. Nas duas primeiras etapas, avaliou-se a capacidade de adesão e formação de 

biofilme por B. cereus em aço inoxidável, com e sem prévio condicionamento da superfície, 

utilizando-se água, leite UHT desnatado e integral como matrizes e quatro diferentes tipos 

de inóculos, pool de células vegetativas de B. cereus isolados da indústria láctea, pool de 

esporos de B. cereus isolados da indústria láctea, 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 influência da matriz condicionante (água e leite UHT integral), do meio de 

inoculação do pool de esporos de B. cereus (água e leite UHT integral) e do tempo de 

exposição (5 min (0,08h), 10, 24, 48 e 72 horas) sobre a adesão e formação de biofilme por 

B. cereus em aço inoxidável. Na quarta etapa, avaliou-se a eficiência de nove procedimentos 

de higienização na remoção dos biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus em 

aço inoxidável. Todos os experimentos foram repetidos três vezes e os dados estatisticamente 

avaliados.  A hidrofobicidade e o potencial zeta das superfícies dos esporos também foram 

avaliados. Os resultados das duas primeiras etapas indicaram que o pool de esporos de B. 

cereus isolados de indústria láctea apresentou a maior capacidade de adesão e formação de 

biofilme em aço inoxidável quando comparado aos outros tipos de inóculos, em todas as 

condições avaliadas. O maior grau de adesão de esporos de B. cereus (4,93 log UFC/cm2) foi 

observado ao se utilizar leite integral como matriz condicionante do aço inoxidável. 

Entretanto, sem o prévio condicionamento da superfície, uma menor adesão foi observada 

(3,01 log UFC/cm2) 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 adesão e 

formação de biofilme pelo pool de esporos de B. cereus foi maior quando inoculados em 

água, independente das matrizes de condicionamento. A adesão de B. cereus aumentou 1,02 

e 0,3 log UFC/cm2 ao longo do tempo de exposição, quando o pool de esporos de B. cereus 

foi inoculado em água e leite integral, respectivamente. O biofilme de esporos veiculados na 

água apresentou maior resistência aos procedimentos de higienização.  A sanitização com 
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hipoclorito de sódio foi mais eficiente na remoção dos biofilmes quando comparada ao ácido 

peracético. O pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea foi altamente 

hidrofóbico e apresentou carga negativa em uma ampla faixa de pH, com ponto isoelétrico 

de aproximadamente 3,0. Os esporos de B. cereus isolados da indústria láctea apresentaram 

maior capacidade de adesão ao aço inoxidável quando comparados aos outros inóculos 

avaliados, o que pode estar relacionado à alta hidrofobicidade e a baixa carga de superfície 

dos esporos.  

 

Palavras-chave: Bacillus cereus, esporos, biofilme, higienização. 
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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/cm2). However, lower adhesion (3.01 log CFU/cm2) 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/cm2 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 
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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. INTRODUÇÃO 
 

A ocorrência de bactérias formadoras de esporos do gênero Bacillus tem sido 

associada a produtos lácteos, uma vez que podem sobreviver à maioria dos tratamentos 

térmicos utilizados no processamento. Dentre as espécies desse gênero, a presença de 

Bacillus cereus tem sido associada à deterioração, além de causarem doenças transmitidas 

via alimentos, acarretando em possíveis problemas de saúde pública (SIMÕES; SIMÕES; 

VIEIRA, 2010), e prejudicando assim a qualidade e segurança microbiológica dos produtos 

lácteos (FAILLE; FONTAINE; BÉNÉZECH, 2001).  

Esse micro-organismo, na forma de células vegetativas ou esporos, possui a 

capacidade de adesão e formação de biofilme. Os esporos, por estarem dispersos no 

ambiente, como solo, ar e água, podem facilmente contaminar alimentos e superfícies, 

apresentando como importante característica a resistência ao tratamento térmico e aos 

agentes químicos empregados durante a higienização (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008a). 

Além disso, a proteção conferida pela estrutura do biofilme e da capa presente na superfície 

dos esporos confere maior resistência aos tratamentos térmicos e procedimentos de 

higienização quando comparado às células vegetativas (MITCHELL et al., 2008).  

A composição e a estrutura dos biofilmes dependem de uma ampla variedade de 

fatores intrínsecos e extrínsecos, tais como espécie do micro-organismo, pH, presença de sais 

e nutrientes, meios de cultivo, temperatura do processo, condições de fluxo de processamento 

(MCLANDSBOROUGH et al., 2006). No que diz respeito ao micro-organismo, diversos 

fatores estão envolvidos diretamente na sua adesão em diferentes superfícies, tais como 

hidrofobicidade, carga de superfície, e aparatos celulares como fímbrias, pili e flagelos 

(ZOTTOLA; SASAHARA, 1994; WILLIAMS; FLETCHER, 1996; LI et al., 2009). 

Um dos fatores mais preocupantes para a indústria láctea é a capacidade de formação 

de esporos por B. cereus, uma vez que sua presença em biofilmes confere maior resistência 

à remoção por procedimentos de higienização quando comparados as células vegetativas 

(PENG; TSAI; CHOU, 2002; CARLIN et al., 2010). Uma das principais estratégias 

utilizadas no controle de biofilmes é a higienização, que consiste no uso combinado de 

detergentes e sanitizantes (FORSYTHE, 2013). Os processos de higienização de superfícies 

tornam-se mais difíceis e menos eficientes com a presença de micro-organismos aderidos, 

sendo este um potencial problema, principalmente nos procedimentos de higienização de 
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equipamentos que apresentem locais de difícil acesso que facilitam o processo de adesão 

(POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000). 

B. cereus foi selecionado para avaliar a adesão e formação de biofilmes no presente 

estudo por ser um dos parâmetros microbiológicos a ser pesquisado para leite em pó e outros 

produtos lácteos na Resolução RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2001). Estudos anteriores relataram a adesão e 

formação de biofilmes em plantas de processamento de leite e produtos lácteos por B. cereus 

(WIJMAN et al., 2007; SHI; ZHU, 2009; SALUSTIANO et al., 2010; MALEK, 2012; PEÑA 

et al., 2014). 

O objetivo geral do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes matrizes na adesão e 

formação de biofilme em aço inoxidável por células vegetativas e esporos de B. cereus, bem 

como avaliar a eficiência dos procedimentos de higienização na remoção de biofilmes de 

esporos desse micro-organismo. Avaliou-se também as características físico-químicas das 

superfícies dos esporos, como hidrofobicidade e carga elétrica e sua relação com a adesão e 

formação de biofilme por esporos de B. cereus. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Bacillus cereus 
 

Bacillus cereus é um bastonete Gram-positivo, anaeróbio facultativo, móvel por meio 

de flagelos peritríquios, formador de esporos termorresistentes, que podem ser centrais ou 

subterminais (FRANCO; LANDGRAF, 2002). A temperatura mínima de crescimento se 

encontra na faixa de 4 a 12 °C e a temperatura máxima em torno de 48 a 55 °C, sendo que 

geralmente são mesófilos, com temperatura ótima de crescimento entre 25 e 37 ºC. A faixa 

de pH na qual se multiplicam está situada entre 4,3 e 9,3 (BATT, 1999; FRANCO; 

LANDGRAF, 2002). 

É responsável por dois tipos de doenças transmitidas via alimentos, a “síndrome 

emética” e a “síndrome diarreica”. Na forma emética, a produção de toxinas ocorre no próprio 

alimento e é comumente associada com o consumo de arroz e outros alimentos farináceos 

nos quais os esporos sobrevivem ao cozimento, germinam e, uma vez que permanecem tempo 

suficiente em temperaturas moderadas, crescem consequentemente produzindo toxinas 

(BLACKBURN; McCLURE, 2009).  

A síndrome diarreica é causada pela ingestão de células e esporos que produzem 

enterotoxinas no intestino delgado, caracterizadas por duas toxinas termolábeis, a hemolisina 

BL (HBL) e a não hemolítica (NHE) (CARLIN et al., 2010). A diarreia está relacionada ao 

rompimento da integridade da membrana plasmática das células epiteliais no intestino 

delgado e está mais frequentemente associada à ingestão de carnes, vegetais, molhos e 

produtos lácteos (BLACKBURN; McCLURE, 2009). O consumo de alimentos 

contaminados, apresentando contagens superiores a 105 células de B. cereus por grama de 

alimento têm sido associados com surtos alimentares (RAJKOWSKI; BENNETT, 2003). As 

características das duas síndromes estão apresentadas na Tabela 1.  

Além da importância da segurança de alimentos, B. cereus está associado com a 

deterioração de leite e produtos lácteos, uma vez que produzem enzimas capazes de degradar 

esses produtos, como proteases, lipases e lecitinases (SCHMIDT et al., 2012). Esporos 

sobreviventes à pasteurização podem germinar, multiplicar e causar o defeito em leite 

pasteurizado conhecido como “bitty cream”, que resulta na agregação dos glóbulos de 

gordura do leite em consequência da ação da enzima lecitinase, que hidrolisa os fosfolipídios 

presentes na membrana do glóbulo de gordura (BLACKBURN; McCLURE, 2009; DE 
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JONGHE et al., 2010). Outro defeito típico de leite fluido é conhecido como “sweet 

curdling”, e tem sido associado à presença de proteases extracelulares termorresistentes 

produzidas por algumas cepas de B. cereus (RAY, 2003). As principais consequências da 

contaminação por B. cereus em leite e produtos lácteos incluem a redução da vida útil, 

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

LÜCKING et al., 2013).  

 

Tabela 1. Principais características das doenças transmitidas por B. cereus. 

Característica Síndrome emética Síndrome diarreica 

Dose 105 - 108 UFC/g alimento 105-107 células totais 
consumidas 

Sítio de produção da 
toxina 

Alimento Intestino delgado 

Sintomas 
Náuseas e vômitos, 

possivelmente diarreia 
Dores abdominais, diarreia, 

ocasionalmente náusea 

Tempo de incubação 1-5 h 8-16 h 

Duração dos sintomas 6-24 h 12-24 h 

Características das toxinas Peptídeos pequenos, 
termorresistente, estável ao 
ácido, hidrofóbica, estável a 
protease, não imunogênica 

Pelo menos duas 
enterotoxinas estão 

envolvidas, sensíveis ao 
calor e proteases, 

imunogênicas 

Alimentos mais comuns Arroz reaquecido, produtos 
farináceos 

Produtos cárneos, sopas, 
molhos, pudins e produtos 

lácteos 

Fonte: BLACKBURN; McCLURE, 2009. 

 

Bactérias formadoras de esporos são importantes contaminantes nas indústrias 

lácteas, principalmente do ponto de vista de segurança microbiológica e qualidade dos 

produtos, além de possíveis perdas econômicas. O controle dessas bactérias no 

processamento e produto final é ainda considerado uma tarefa difícil, uma vez que o 

conhecimento sobre sua origem e características como sua termorresistência, potencial de 

deterioração, toxicidade, é geralmente limitado (LUCKING et al., 2013). 
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Devido ao risco à saúde pública e sua associação com a deterioração de leite e 

produtos lácteos, diversos estudos têm investigado a ocorrência de B. cereus em produtos, 

tais como leite cru, pasteurizado, UHT (do inglês, Ultra High Tenperature) e iogurte 

(BARTOSZEWICZ; HANSEN; SWIECICKA, 2008; BLEL et al., 2008; CHITOV; 

DISPAN; KASINRERK, 2008; BANYKÓ; VYLETĚLOVÁ, 2009; DE JONGHE et al., 

2010; RATHER et al., 2011; FAILLE et al., 2014).  

A incidência de B. cereus em produtos lácteos 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 pó com níveis variando de 5 a 800 UFC/mL ou UFC/g (WONG; CHANG; FAN, 

1988). 

Reyes et al. (2007) avaliaram 381 amostras de produtos lácteos em pó distribuídos 

em escolas chilenas, e observaram que 175 amostras estavam contaminadas com B. cereus, 

constituindo-se então um risco potencial para a segurança microbiológica dos produtos 

reconstituídos. 

Malek (2012) afirma que existe uma ampla disseminação de B. cereus (10 a 21%) em 

ambientes de processamento de produtos lácteos, uma vez que diversos pontos de 

contaminação foram identificados ao longo de uma linha de produção de cinco indústrias 

lácteas. A contaminação desse micro-organismo, principalmente em leite pasteurizado pode 

ser proveniente de diversas fontes, tais como leite cru, superfícies de processamento e 

materiais de embalagens. 

Um dos fatores mais preocupantes para a indústria láctea é a capacidade de formação 

de esporos por B. cereus que são extremamente resistentes ao calor, agentes químicos, ampla 

faixa de pH, desidratação, irradiação e outros estresses ambientais, o que favorece a 

contaminação desse micro-organismo em produtos, uma vez que estão amplamente 

distribuídos 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 número de esporos de B. cereus. A presença de algumas 

cepas foi relacionada aos diferentes ambientes das indústrias, enquanto que certas cepas 

podem ser selecionadas devido ao ambiente encontrado nos tanques. Os autores relataram 

que provavelmente o sistema de limpeza dos tanques não era satisfatório devido à elevada 

resistência ao calor dessas cepas ( 
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Esporos são estruturas dormentes, com um núcleo central protegido do ambiente 

externo por uma espessa camada de proteína e córtex. A camada de proteína é extremamente 

resistente a danos químicos ou à radiação, e o córtex possui a função de proporcionar baixa 

atividade de água em torno do núcleo, por meio da diferença de pressão osmótica entre o 

córtex e o protoplasma ou expansão do córtex sobre o protoplasma, o que pode explicar sua 

alta resistência ao calor (BLACKBURN; McCLURE, 2009). Além disso, a membrana 

externa e a capa do esporo possuem proteínas e carboidratos e, algumas espécies de Bacillus 

sp. possuem uma estrutura externa à capa, que pode apresentar apêndices, chamada exospório 

(PLOMP et al., 2005). 

Esporos que são metabolicamente inativos podem permanecer sob a forma dormente 

por vários anos, entretanto, uma vez expostos às condições favoráveis como a presença de 

nutrientes e temperatura ótima, os mesmos são capazes de germinar e se tornarem células 

vegetativas novamente. A destruição ou prevenção da germinação de esporos é de extrema 

importância durante o processamento de alimentos, uma vez que esporos não germinados 

não causam deterioração ou transmissão de doenças através dos alimentos (RAY, 2003). A 

elevada resistência dos esporos contribui para a sobrevivência de B. cereus ao longo das 

etapas de processamento de produtos lácteos. 

Diversos fatores são atribuídos à elevada resistência dos esporos, tais como a genética 

da bactéria formadora de esporo, temperatura de esporulação, conteúdo limitado de água 

presente no núcleo e na capa do esporo, dentre outros (LINDSAY; FLINT, 2009). A estrutura 

específica de esporos bacterianos é diferente da estrutura das células vegetativas, sendo que 

a capa do esporo, composta principalmente por camadas de proteínas, também tem sido 

associada à sua elevada resistência (RAY, 2003). 

Além da sobrevivência por longos períodos, o fato dos esporos serem muito mais 

resistentes do que as células vegetativas pode também resultar na contaminação de 

superfícies que estão em contato com alimentos (RYU; BEUCHAT, 2005; KRESKE et al., 

2006). Na literatura tem sido reportada que algumas cepas de B. cereus são capazes de aderir 

e formar biofilmes em plantas de processamento de leite e produtos lácteos (WIJMAN et al., 

2007; SHI; ZHU, 2009; SALUSTIANO et al., 2010; MALEK, 2012; PEÑA et al., 2014). 

Tanto células vegetativas como esporos são capazes de interagirem com o aço 

inoxidável e com compostos presentes em incrustações de leite (PARKAR et al., 2001; 

FLINT et al., 2001; SEALE et al., 2008). No entanto, os esporos aderem com mais facilidade 
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na superfície de aço inoxidável, devido principalmente às suas propriedades hidrofóbicas 

(RYU; BEUCHAT, 2005). Os esporos aderidos se tornam mais resistentes à higienização 

podendo recontaminar o alimento processado e, quando houver condições ambientais 

favoráveis, os esporos podem germinar convertendo-se em células vegetativas e, assim 

causarem deterioração ou transmitirem doenças por meio dos alimentos (ELHARIRY, 2011). 

 

2.2 Adesão e formação de biofilmes bacterianos na indústria de alimentos 
 

A adesão de micro-organismos é um fenômeno que ocorre naturalmente quando 

qualquer célula microbiana entra em contato com uma superfície sólida. Este fato pode 

acarretar em diversas implicações sobre a qualidade microbiológica de um alimento e a 

consequente formação de biofilme fornece proteção às células contra a remoção por limpeza, 

aumentando assim sua resistência aos sanitizantes (RAY, 2003). 

Bactérias em seu habitat natural podem existir em duas formas: livres ou associadas 

a uma superfície. As células livres são designadas planctônicas e as associadas a uma 

superfície em processo de adesão e formação de biofilmes são denominadas sésseis 

(ANDRADE; BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998). 

As propriedades superficiais (tensão superficial, composição da superfície) das 

interfaces dos suportes de adesão (aço, polímero, mármore, entre outros) e dos micro-

organismos desempenham papel importante na adesão dos micro-organismos a essas 

superfícies. Além do que, as propriedades microbiológicas e as características do meio 

circundante determinam em muitos sistemas o processo de adsorção (UBBINK; SCHÄR-

ZAMMARETTI, 2007; ARAÚJO et al., 2010). 

A definição de biofilmes é relatada por diversos autores, sendo que Schneider (2007) 

propôs sua diferenciação das células planctônicas, além de incluir todas as formas de vida 

microbiana com característica de biofilme. Desta forma, “biofilmes são comunidades de 

micro-organismos, aderidas a superfícies ou suspensas em solução, cujas células podem ou 

não estar envoltas por uma matriz de exopolímeros, onde a posição espacial relativa dos 

organismos individuais é fixa durante uma geração e relativamente fixa também nas gerações 

seguintes”. 

Biofilme em ambientes de processamento de leite e produtos lácteos desenvolve-se 

inicialmente pelo acúmulo de matéria orgânica em uma superfície, a qual é colonizada por 

bactérias ou esporos. Durante o processamento de leite e produtos lácteos, as proteínas e 
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minerais presentes no leite podem formar depósitos nos trocadores de calor e evaporadores 

devido a elevada temperatura encontrada nessas regiões (BREMER et al., 2009).  

De acordo com Seale et al. (2008), biofilmes de Bacillus sp. são formados 

principalmente quando esporos presentes em leite cru sobrevivem à pasteurização, aderem 

às superfícies de aço inoxidável e germinam sob condições 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 são caracterizados pelas condições do meio e pelas superfícies colonizadas, 

pelos genes de bactérias ativados e requeridos para formar e mantê-lo, e pelos tipos de 

produtos extracelulares que são concentrados na matriz do biofilme. Uma mesma bactéria 

pode formar diferentes tipos de biofilmes sob diversas condições ambientais, que podem ser 

constituídos por uma única camada ou estruturas tridimensionais (MARCHAND et al., 

2012). A composição e a estrutura dos biofilmes dependem de uma ampla variedade de 

fatores intrínsecos e extrínsecos, tais como espécie do micro-organismo, pH, presença de sais 

e nutrientes, meios de cultivo, temperatura do processo, condições de fluxo 

(MCLANDSBOROUGH et al., 2006). 

Seale et al. (2010) observaram que a adesão de esporos de Geobacillus sp foi 

dependente do pH, uma vez que em valores de pH próximo ao ponto isoelétrico tanto dos 

esporos como da superfície de aço inoxidável, o número de esporos aderidos aumentou, 

quando comparado às condições de pH neutro. A adesão de esporos ao aço inoxidável foi 

três vezes maior em pH 3 quando comparado ao pH 7. 

O efeito da temperatura (48, 55 e 60 ºC) foi avaliado na formação de biofilme de 

esporos de Anoxybacillus flavithermus utilizando um reator de fluxo contínuo de escala 

laboratorial. Os autores observaram a formação de biofilme com 10 a 50% de esporos de A. 

flavithermus a 55 e 60 ºC. Entretanto, nenhum esporo foi detectado na temperatura de 48 ºC. 

Os autores também demonstraram que tanto células vegetativas quanto esporos de A. 

flavithermus foram capazes de formar biofilme, sendo que a formação de esporos e do 

biofilme pareceu ser um evento que ocorre simultaneamente (BURGESS et al., 2009). 

Existem diversas teorias em relação à adesão e formação de biofilmes. Segundo 

Wirtanen; Salo (2005), existem duas etapas bem definidas, no qual a primeira é denominada 

como reversível, pois nesta etapa o micro-organismo ainda está fracamente aderido à 

superfície por meio de forças de Van der Waals e interações eletrostáticas, e desta forma, 
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pode ser removido facilmente através da simples lavagem. A segunda é considerada como 

irreversível, pois nesta etapa ocorre a adesão física da célula à superfície por material 

extracelular de natureza polissacarídica ou protéica produzido pelo micro-organismo, 

denominado de exopolissacarídeo (EPS). O EPS forma um complexo com o material da 

superfície e/ou ligações específicas de receptores localizados no pili, fímbrias e flagelos dos 

micro-organismos, através de interações como dipolo-dipolo, pontes de hidrogênio, ligações 

iônicas e covalentes, etc. 

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

sequência de etapas apresentadas na Figura 1.  

 

 

Figura 1. Etapas envolvidas na formação de biofilmes.  

1) pré-condicionamento da superfície tanto por macromoléculas ou coberturas intencionais; 2) 

transporte de células planctônicas do fluido até a superfície; 3) adsorção de células; 4) desorção de 

células aderidas reversivelmente; 5) adsorção irreversível; 6) produção 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, replicação e produção de exopolissacarídeos; 9) remoção parcial do 

biofilme através do desprendimento das células ou erosão.  

Fonte: (BRYERS; RATNER, 2004). 

 

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

de processamento, é a formação de um filme condicionante, que na indústria de produtos 
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lácteos consiste principalmente dos componentes orgânicos e inorgânicos provenientes do 

leite, e que normalmente ocorre nos primeiros 5 a 10 segundos após limpeza ineficiente da 

superfície (MITTELMAN, 1998). Esse condicionamento também altera as propriedades 

físico-químicas da superfície, tais como variação na energia livre de Gibbs de interação 

hidrofóbica e variação na energia livre de Gibbs de adesão, que podem afetar a ordem dos 

eventos microbianos (DICKSON; KOOHMARAIE, 1989). Durante o segundo estágio de 

formação do biofilme, células únicas são transportadas para as superfícies e pontes 

reversíveis são formadas entre a interface celular e a interface do substrato.  

A fixação de bactérias pode ser mediada por apêndices celulares como fímbrias, pili 

e flagelos, sendo que as substâncias poliméricas extracelulares (exopolissacarídeos) agem 

como uma ponte entre as bactérias e o filme condicionante (KOKARE et al., 2009). No 

entanto, a adesão de bactérias à superfície não está condicionada à produção de 

exopolissacarídeos, visto que a adesão e consequente formação de biofilme podem ocorrer 

mesmo na ausência destes (HOOD; ZOTTOLA, 1997). Apesar de não produzirem 

exopolissacarídeos, esporos podem formar biofilmes em superfícies de processamento de 

alimentos (ROSADO, 2009). A adesão de esporos de B. cereus é atribuída principalmente a 

três fatores, alta hidrofobicidade, baixa carga de superfície e presença de apêndices celulares 

(HUSMARK; RÖNNER, 1990; ANDERSSON; RONNER; GRANUM, 1995; LINDSAY; 

FLINT, 2009). 

Acredita-se que diversos fatores estão envolvidos na adesão bacteriana em diferentes 

superfícies e interfaces, tais como hidrofobicidade, carga elétrica de superfície, temperatura, 

presença de substrato e aparatos celulares como fímbrias, pili e flagelos (ZOTTOLA; 

SASAHARA, 1994; WILLIAMS; FLETCHER, 1996; LI et al., 2009). As características 

físico-químicas da superfície dos micro-organismos, tanto de células vegetativas quanto de 

esporos de Bacillus sp, têm 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 superfície celular está relacionada a componentes hidrofóbicos 

presentes na membrana externa dos micro-organismos (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994), 

além do que, interações hidrofóbicas tendem a aumentar com o aumento da natureza não 

polar das superfícies envolvidas, sejam elas da célula e/ou do substrato, sendo assim, um 

fator importante na adesão (DONLAN, 2002).  
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A adesão de B. cereus às superfícies de contato é afetada pela interação das 

características físico-químicas da superfície do micro-organismo e da superfície de contato 

(BERNARDES et al., 2010). De acordo com Drenkard; Ausubel (2002), além das bactérias 

aderirem às superfícies, as interações hidrofóbicas também podem contribuir para a adesão 

entre elas. A combinação dos parâmetros de hidrofobicidade e carga elétrica de superfície da 

bactéria normalmente fornece indicações com relação a adesão não específica das células às 

superfícies (UBBINK; SCHÄR-ZAMMARETTI, 2007). 

A habilidade de esporos de Bacillus sp. em aderir às superfícies de seis diferentes 

materiais incluindo aço inoxidável foi avaliada por Faille et al. (2002). Os autores observaram 

que esporos de  B. cereus com natureza mais hidrofóbica apresentaram maior adesão quando 

comparados aos esporos de Bacillus subtilis em superfícies do mesmo material, sugerindo 

que interações hidrofóbicas possuem influência na adesão de micro-organismos. 

A presença de apêndices extracelulares (flagelos, pilli, fímbria), que podem variar em 

tamanho e rigidez, também pode favorecer a adesão de micro-organismos às superfícies 

(DONLAN, 2002; ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008a). Normalmente esses apêndices estão 

carregados positivamente, assim são capazes de sobrepor a repulsão eletrostática que pode 

existir entre o substrato e a bactéria (PALMER et al., 2010). 

Além disso, a forte adesão de B. cereus tem sido atribuída ao caráter hidrofóbico do 

exospório. Um estudo conduzido por Faille et al (2007), demonstrou que esporos de B. cereus 

sem a presença do exospório ou com o mesmo danificado, apresentaram significativamente 

menor adesão quando comparados a esporos com o exospório intacto. 

Informações relacionadas às características da adesão de esporos bacterianos em 

diversos tipos de superfícies de contato com alimentos são importantes, uma vez que deve-

se evitar a adesão ou inativar os esporos por meio do processo de higienização (NANASAKI 

et al., 2010). 

Estudos propõem que durante a formação de um biofilme, células bacterianas podem 

modificar a superfície a ser colonizada em resposta às condições do meio em que se 

encontram, ou seja, elas podem adotar medidas adaptativas, criando microambientes durante 

o desenvolvimento microbiano sobre uma superfície, resultando na formação de 

comunidades complexas e fenotipicamente heterogêneas (KLAUSEN et al., 2006; MONDS; 

O’TOOLE, 2009). Em ambientes onde há limitação de nutrientes e fluxo turbulento, 

biofilmes são considerados como mecanismo de sobrevivência, proteção e propagação de 
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bactérias, uma vez que essas condições são consideradas adversas à sobrevivência do micro-

organismo (DAVEY; GEORGE; TOOLE, 2000). 

Os biofilmes por serem constituídos de agregados de células, se tornam um ambiente 

propício para a comunicação célula-célula, denominado quorum sensing. Esta comunicação 

pode desempenhar um papel tanto na ligação de células quanto no desprendimento de 

biofilmes (BASSLER, 2002; DONLAN, 2002). O processo de quorum sensing fornece um 

importante mecanismo para auto-organização e regulação de células microbianas (Parsek; 

Greenberg, 2005), uma vez que envolve um sistema sinalizador (moléculas sinalizadoras ou 

autoindutoras (AI)) que permite a bactéria monitorar e responder sinais de acordo com a sua 

própria densidade populacional.  

Após a etapa de adesão e formação de biofilme, ocorre comumente a contaminação 

do produto final durante o processo como consequência do desprendimento de células 

individuais ou liberação 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 é conhecido como potencial de biotransferência, uma vez que observaram a 

liberação e o desprendimento de células vegetativas e esporos de Geobacillus 

stearothermophilus em fluxo de leite após a formação de biofilme em aço inoxidável. 

A permanência em biofilmes confere proteção às células vegetativas e esporos 

principalmente no que se refere a resistência à limpeza, sanitizantes, antibióticos, radiação 

UV e desidratação (ELASRI; MILLER, 1999; RYU; BEUCHAT, 2005; LEBERT; LEROY; 

TALON, 2007). Além do prejuízo à qualidade e segurança microbiológica do produto 

(PARKAR; FLINT; BROOKS, 2004), a formação de biofilmes pode causar perda de energia 

nos trocadores de calor, redução do fluxo de alimentos devido a obstruções de equipamentos, 

aceleração da corrosão do aço inoxidável devido aos metabólitos bacterianos e deterioração 

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 aço inoxidável seja amplamente empregado na indústria láctea, uma vez que é 

química, bacteriológica e sensorialmente neutro em relação ao alimento. Além disso, 

apresenta facilidade de higienização e durabilidade, principalmente em relação à corrosão e 

ao envelhecimento. Outros fatores que estão relacionados à preferência da indústria láctea 

por aço inoxidável são as características mecânicas, coeficiente de expansão, condutividade 
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térmica e facilidade de utilização (BREMER et al., 2009). No entanto, o aço inoxidável pode 

apresentar fissuras ou fendas com tamanho suficiente para alojar micro-organismos. A 

ocorrência destas imperfeições origina regiões de difícil acesso que podem reduzir a 

eficiência de procedimentos de higienização e favorecer a adesão de micro-organismos com 

consequente formação de biofilmes (BOWER; MCGUIRE; DAESCHEL, 1996). 

Nas indústrias lácteas, acredita-se que o leite cru é a principal fonte para a entrada de 

B. cereus no processamento desses produtos (PEÑA et al., 2014) e as superfícies de 

equipamento pós pasteurização são reconhecidas como a principal causa de recontaminação 

de leite e produtos lácteos uma vez que podem favorecer a adesão e formação de biofilmes 

por micro-organismos (SVENSSON et al., 1999; BROOKS; FLINT, 2008; SALUSTIANO 

et al., 2010).  

Biofilmes presentes em indústrias lácteas são difíceis de remover principalmente 

devido à presença de resíduos de proteínas e minerais (fosfato de cálcio), além das 

dificuldades associadas ao processo de higienização dos equipamentos e ambientes de 

processamento (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006). Marchand et al (2012) relatam 

que para cada célula planctônica detectada pode existir em torno de 1000 organismos 

presentes em biofilmes. 

 

2.3 Controle da formação de biofilmes e influência das etapas de higienização 
 

A higienização dos equipamentos de processamento de alimentos é de extrema 

importância para o controle da contaminação microbiológica dos produtos, entretanto, esse 

processo se torna cada vez mais difícil devido a elevada resistência das células aderidas aos 

sanitizantes e a outros agentes antimicrobianos (BLOOMFIELD; ARTHUR, 1993; MAH; 

O’TOOLE, 2001; BRIDIER et al., 2011). A eficiência dos produtos disponíveis no mercado 

é baseada em testes realizados com células planctônicas, que podem ser fisiologicamente 

diferentes das células presentes em biofilmes, o que pode implicar na menor eficiência dos 

produtos na remoção de biofilmes (HOOD; ZOTTOLA, 1995). 

O controle ineficiente de biofilmes por meio de métodos tradicionais de limpeza e 

sanitização nas indústrias de alimentos tem sido associado com a resistência dos micro-

organismos. As bactérias submetidas à ação de agentes sanitizantes têm demonstrado alta 

resposta adaptativa ao meio em que se encontram, apresentando elevada resistência 

(SIMÕES; SIMÕES; VIEIRA, 2009). Kim et al. (2009), acreditam que a presença de células 



14 

 

dormentes nos biofilmes é a principal razão para essa elevada resistência antimicrobiana. 

Micro-organismos patogênicos, tanto na forma vegetativa quanto na forma de esporo, 

aderidos em superfícies de contato com alimentos, apresentam um risco potencial devido à 

contaminação cruzada, sendo que a higienização adequada dessas superfícies é importante 

para prevenir este tipo de contaminação (LEE et al., 2010). 

A forma mais direta para prevenir a contaminação e a consequente deterioração do 

produto processado é evitar a formação do biofilme por meio da higienização constante da 

planta de processamento em curtos intervalos de tempo, além do monitoramento do 

procedimento. Entretanto, isso nem sempre é possível e algumas vezes não é suficiente. Em 

geral, Bacillus sp. são difíceis de serem eliminados devido à alta taxa de desenvolvimento, 

resistência dos esporos ao calor, a agentes químicos e habilidade em formar biofilmes 

(FLINT et al., 2001; PARKAR; FLINT; BROOKS, 2003).  

Para as indústrias lácteas, a presença da forma esporulada é o fator mais preocupante 

(SCOTT et al., 2007; BURGESS et al., 2009), uma vez que possuem capacidade de 

sobreviver em condições adversas tais como, elevadas temperaturas utilizadas no 

processamento de produtos (pasteurização, secagem, esterilização), limpeza CIP (do inglês, 

cleaning in place), armazenamento prolongado do produto final e baixa atividade de água. 

Segundo Malek (2012), o processo de pasteurização parece ser um passo chave com relação 

às bactérias formadoras de esporos, uma vez que as temperaturas utilizadas desempenham 

um papel crucial na ativação dos esporos. Por outro lado, a sobrevivência de células 

vegetativas é menos susceptível quando encontram as mesmas condições de processamento 

e armazenamento do produto (SCOTT et al., 2007; NANASAKI et al., 2010). 

A utilização do sistema CIP é a principal forma de controlar a formação de biofilmes 

nas plantas de processamento de leite e produtos lácteos. Nesse processo é possível a 

higienização completa dos itens de uma planta assim como das tubulações sem a necessidade 

de desmontar ou abrir o equipamento e com pouco ou nenhum manuseio. Na indústria láctea, 

o processo CIP envolve a etapa de limpeza com hidróxido de sódio e ácido nítrico, além de 

etapas de pré-enxague e enxague com água. Em alguns casos, agentes sanitizantes também 

são incorporados no sistema CIP (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006). 

Os produtos químicos normalmente usados para a limpeza são tensoativos ou 

produtos alcalinos, com o objetivo de suspender e dissolver resíduos de alimentos, através da 

diminuição da tensão superficial, emulsionamento de gorduras e desnaturação de proteínas 
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(SIMÕES; SIMÕES; VIEIRA, 2010). Os agentes ácidos, tais como ácido nítrico, atuam na 

remoção de resíduos inorgânicos como minerais que são responsáveis por incrustações, como 

as conhecidas “pedras de leite”, nas superfícies do aço inoxidável. As soluções sanitizantes 

visam à eliminação dos micro-organismos patogênicos e a redução dos deteriorantes a níveis 

seguros (SALUSTIANO et al., 2010). 

Após a higienização, qualquer bactéria remanescente ou resíduo de esporo pode 

continuar sua proliferação podendo causar problemas no processamento de alimentos, ou 

mesmo o restabelecimento de um novo biofilme (VERRAN, 2002; PARKAR; FLINT; 

BROOKS, 2004). 

Diversos estudos têm demonstrado que biofilmes presentes na indústria láctea, 

constituídos de bacilos Gram positivos formadores de esporos e estreptococos 

termorresistentes não são removidos adequadamente por um procedimento de limpeza CIP 

padrão (BORE; LANGSRUD, 2005; BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 2006; 

BROOKS; FLINT, 2008). No entanto, a adição de aditivos ao detergente alcalino, como 

agentes sequestrantes, quelantes e tensoativos e uma mistura de ácido nítrico (contendo 

surfactantes), resultou na redução de 3,8 ciclos logarítmicos no número de células presentes 

em superfície de aço inoxidável. Neste caso, a utilização de um agente sanitizante após a 

limpeza não aumentou a eficiência do procedimento (BREMER; FILLERY; MCQUILLAN, 

2006). 

Alguns autores demonstraram que esporos de B. cereus aderidos em aço inoxidável 

são mais difíceis de remover através da utilização de procedimentos CIP do que células 

vegetativas da mesma bactéria (FAILLE; FONTAINE; BÉNÉZECH, 2001; PENG; TSAI; 

CHOU, 2002). Esporos de B. cereus isolados de tanques de silo de laticínios apresentaram 

elevada resistência à 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 resistência a ambientes com condições adversas, os 

biofilmes podem protegê-los, e desta forma, uma dupla resistência pode ser conferida aos 

esporos. Os procedimentos de higienização 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 rígida que contém elevado conteúdo do aminoácido cistina, que não é susceptível à 

oxidação, dificultando assim a ação de agentes químicos (MORAES et al., 1997).  
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O controle de B. cereus nas indústrias lácteas deve enfatizar quais os procedimentos 

adequados de limpeza e sanitização, tais como o controle de pH e concentrações dos 

reagentes, tempo e temperatura de exposição das soluções, para desta forma obter a efetiva 

remoção de resíduos orgânicos e inorgânicos, bem como de micro-organismos 

(SALUSTIANO et al., 2010).  

Em condições reais de processamento, quando a higienização é considerada 

ineficiente, uma camada de biofilme ainda pode permanecer na superfície, facilitando, uma 

nova propagação de um biofilme com maior resistência do que o formado anteriormente 

(LEMOS et al., 2015). A presença de bactérias em superfícies de linhas de processamento 

tem sido também reportada devido ao fenômeno de readesão, mesmo após procedimentos de 

higienização (LE GENTIL; SYLLA; FAILLE, 2010). Sabe-se que os equipamentos 

utilizados em linhas de processamento de leite e produtos lácteos são expostos a uma ampla 

faixa de temperatura e que procedimentos incorretos ou ineficientes de higienização dos 

equipamentos podem fornecer substratos para a formação de biofilmes de B. cereus (PEÑA 

et al., 2014).  

A etapa de sanitização finaliza o procedimento de higienização em um sistema CIP 

completo e irá assegurar a qualidade microbiológica das superfícies. Informações 

relacionadas às formas de uso, concentrações recomendadas e modo de ação são importantes 

na escolha do sanitizante mais adequado para determinado processamento (TROLLER, 

1993), uma vez que a utilização inadequada dos sanitizantes pode promover a seleção de 

bactérias altamente resistentes (GRAM et al., 2007). 

A ação dos sanitizantes pode ser afetada pela concentração, pH, tempo e temperatura 

de contato, tipos de resíduos presentes nas superfícies, meios de cultivo, concentração de 

micro-organismos, entre outros fatores. Os sanitizantes químicos mais utilizados durante o 

processamento de alimentos são ácido peracético, cloraminas orgânicas, clorexidina, 

compostos de amônia quaternária, dióxido de cloro, hipoclorito de sódio, iodóforos e 

peróxido de hidrogênio (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).  

 

2.3.1 Ácido Peracético 
 

O ácido peracético é um sanitizante fortemente oxidante, de amplo espectro de 

atividade antimicrobiana, e por isso é utilizado em diversas indústrias, principalmente as de 

processamento de alimentos (ALASRI et al., 1992; FINNEGAN et al., 2010). 
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Possui excelente ação sanitizante contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, 

fungos filamentosos e leveduras, vírus e esporos (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b), 

sendo mais eficiente em ordem de grandeza contra bactérias, vírus, esporos bacterianos e 

cistos de protozoários (WESSELS; INGMER, 2013). 

O mecanismo exato de ação pelo qual o ácido peracético oxida e elimina um micro-

organismo ainda é controverso devido à complexidade de suas vias de reação (ROKHINA et 

al., 2010). Acredita-se que esse agente inibe ou elimina os micro-organismos por diversos 

mecanismos, uma vez que diversos radicais livres, que são altamente reativos, surgem das 

reações do peróxido com compostos orgânicos. O ácido peracético é um agente oxidante não 

específico, que reage em locais ricos em elétrons, na di-hidroxilação de ligações duplas C-C 

e na formação de radicais livres, o que significa que a célula microbiana será altamente 

danificada após o contato com a molécula de ácido peracético (WESSELS; INGMER, 2013).  

A ação do ácido 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 superfície celular. Sendo assim, a etapa de limpeza para remoção de 

resíduos orgânicos e inorgânicos é extremamente importante antes da aplicação dos agentes 

sanitizantes (BRIDIER et al., 2011). 

O ácido peracético é disponível comercialmente na forma de uma mistura em 

equilíbrio de ácido peracético, peróxido de hidrogênio, ácido acético e água, conforme 

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

 

 CH3CO2H           +         H2O2                           CH3CO3H        +         H2O 

          ácido acético         peróxido de hidrogênio     ácido peracético             água 

 

Equação 1. Reação de formação do ácido peracético 

  

Essa mistura tem um odor forte e baixo pH, normalmente 2,8, sendo normalmente 

produzida em concentrações entre 5 e 15% (SREY; JAHID; HA, 2013). O ácido peracético 

possui ação em baixas temperaturas e não é afetado pela dureza da água, no entanto, possui 

baixa estabilidade ao armazenamento, é incompatível com ferro, cobre e alumínio, necessita 

de manuseio especializado uma vez que pode ser irritante à pele e mucosas e o composto 

concentrado possui odor de vinagre (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b). 
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Alguns estudos relatam que o ácido peracético foi mais eficiente na remoção 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 utilização de ácido peracético na concentração de 0,2% por 2 min à 10 °C foi mais 

eficiente quando comparado a clorexidina, quaternário de amônia e ácidos orgânicos na 

redução das contagens de Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria 

monocytogenes (BELTRAME et al., 2012). 

Marques et al. (2007) avaliaram a ação do dicloroisocianurato de sódio, peróxido de 

hidrogênio e ácido peracético na inativação de biofilme formado por S. aureus, e verificaram 

uma maior eficiência do ácido peracético. 

Este sanitizante, na concentração de 120 mg/L por 2 min também foi considerado 

efetivo por Andrade; Bridgeman; Zottola (1998), na redução da contagem (4,8 ciclos log) de 

biofilme de Enterococcus faecium isolado de leite cru, em aço inoxidável. 

Entretanto, a aplicação de ácido peracético na concentração de 0,5% por 10 min foi 

ineficiente na remoção de todos os biofilmes formados por Micrococcus luteus, 

Staphylococcus hominis, Pseudomonas putida, Listeria innocua em aço inoxidável contendo 

caldo TSB (KRÓLASIK et al., 2010).  

 

2.3.2 Hipoclorito de sódio 
 

O cloro, sob a forma de hipoclorito de sódio, é o composto mais utilizado para garantir 

a qualidade e aumentar a segurança microbiológica de alimentos processados 

(NASCIMENTO et al., 2005). O hipoclorito é comercializado sob a forma líquida, com 

concentrações variando de 2 a 10% de cloro residual total, expresso em Cl2. Apresenta 

diversas vantagens como rápida ação, não é afetado pela dureza da água, efetivos em baixas 

concentrações, relativamente não tóxicos nas condições de uso, de fácil aplicação e baixo 

custo (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b).  

A ação bactericida do cloro, está vinculada ao ácido hipocloroso, um ácido fraco que 

em valores de pH inferiores a 6,0 está predominantemente na forma não dissociada. O ácido 

hipocloroso possui a capacidade de penetrar através da membrana celular, oxidar os grupos 

sulfidrilas de certas enzimas que participam da via glicolítica, e, desta forma, eliminar a 

célula (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b). 
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Possui amplo espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos, vírus, 

esporos, além do fato de ser um produto relativamente barato (EMMANUEL et al., 2004). 

Young; Setlow (2003) sugeriram que o mecanismo esporicida do cloro está relacionado ao 

dano causado na membrana interna, resultando em mudança de permeabilidade da membrana 

plasmática do esporo germinado. Esporos de B. subtilis tratados com cloro iniciaram a 

germinação mas não foram capazes de crescer devido ao dano causado na membrana.  

No entanto, o hipoclorito de sódio pode ser inativado pela matéria orgânica, ser 

corrosivo à superfície do aço inoxidável, dependendo da concentração pode causar irritação 

a pele, apresentar menor eficiência em pH elevado, instável ao armazenamento e causar 

oxidação em borrachas utilizadas nos equipamentos, além da formação dos trihalometanos 

que são compostos cancerígenos (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008b). 

O hipoclorito de sódio, quando em solução aquosa, libera o ácido hipocloroso em sua 

forma não dissociada, sendo este o principal responsável pela ação antimicrobiana do 

sanitizante, conforme apresentado na Equação 2. O pH possui um papel determinante nessa 

reação, uma vez que este é responsável pela quantidade de ácido hipocloroso em solução 

(TROLLER, 1993). 

 
NaOCl           +         H2O                           HOCl        +        OH- 

          Hipoclorito de sódio                                    ácido hipocloroso 

                             HClO                 ClO-    +    H+ 

 

Equação 2. Reação de dissociação do hipoclorito de sódio em solução aquosa. 

 

Alguns autores demonstraram a eficiência do hipoclorito de sódio na remoção de 

biofilmes (SPRATT et al., 2001; GIARDINO et al., 2007; TOTÉ et al., 2010). 

A utilização de hipoclorito de sódio após uma limpeza completa resultou na presença 

de menos que 0,85 UFC/cm2 de B. cereus que estava presente em biofilme em aço inoxidável 

(SALUSTIANO et al., 2009). 

Joseph et al. (2001) relataram que o tratamento com hipoclorito de sódio à 100 ppm 

por 15 min eliminou o biofilme de Salmonella presente em aço inoxidável.  

Hipoclorito de sódio na concentração de 100 mg/L por 10 min foi mais eficiente 

quando comparado ao ácido peracético na remoção de biofilmes de E. coli, Pseudomonas 

fluorescens e S. aureus em aço inoxidável (ROSSONI; GAYLARDE, 2000).  
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Gândara; Oliveira (2000) observaram que os melhores resultados na remoção de 

biofilme em aço inoxidável, formado por Streptococcus thermophilus isolado de leite 

pasteurizado, foram obtidos a partir da utilização de hipoclorito de sódio após as etapas de 

limpeza alcalina e ácida. 

Cabeça; Pizzolitto; Pizzolito (2006), avaliaram a ação de vários sanitizantes utilizados 

na indústria de alimentos, em relação a biofilme de L. monocytogenes em superfície de aço 

inoxidável, e observaram que o hipoclorito de sódio, na concentração de 150 mg/L, foi o 

mais efetivo, promovendo reduções de 5,5 e 6,5 log UFC/cm2, após 28 e 48 h, 

respectivamente. 

Considerando a complexidade da estrutura do biofilme e a dificuldade de sua remoção 

utilizando-se os processos usuais de limpeza da indústria láctea, o entendimento do efeito das 

matrizes lácteas na adesão de células vegetativas e esporos de B. cereus ao aço inoxidável 

pode favorecer o desenvolvimento de sistemas de limpeza adequados para controlar a 

formação de biofilmes desse micro-organismo nas plantas de processamento de leite e 

produtos lácteos, garantindo, assim, a qualidade e segurança microbiológica dos produtos.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
 

O trabalho foi desenvolvido em quatro etapas sequenciais, cada uma delas constituída 

de triplicata de experimentos que foram independentemente avaliados através de 

delineamento experimental e análise estatística adequada dos dados. As duas primeiras etapas 

tiveram como objetivo selecionar situações de maior adesão e formação de biofilme por 

células vegetativas ou esporos de B. cereus em aço inoxidável. Estabelecidas as condições 

de maior adesão, a terceira etapa do trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de 

exposição na adesão e formação de biofilme em aço inoxidável por esporos de B. cereus. 

Finalmente, a quarta etapa do trabalho teve por objetivo avaliar a eficiência dos 

procedimentos de limpeza e sanitização na remoção de biofilmes formados por esporos de B. 

cereus estabelecidos nas melhores condições de matriz e tempo de exposição para adesão e 

formação de biofilme.  

As duas primeiras etapas foram realizadas com os mesmos isolados de B. cereus, 

incluindo uma cepa ATCC (sequenciada de referência American Type Culture Collection), 

na forma de células vegetativas ou esporos, utilizando-se a mesma superfície de aço 

inoxidável devidamente preparada. Para as demais etapas, foram utilizados apenas esporos 

dos isolados de B. cereus. Desta forma, antes do detalhamento dos experimentos serão 

apresentados: a origem dos isolados de B. cereus; a metodologia de preparo das células 

vegetativas e da suspensão de esporos; e a caracterização e o preparo da superfície de aço 

inoxidável.  

 

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 às enterotoxinas 

HBL e NHE, responsáveis pela síndrome diarreica, e resistência a diferentes antibióticos, 

conforme apresentado na Tabela 2. Foi utilizado um pool dessas cepas na avaliação da adesão 

e formação de biofilme em aço inoxidável. A cepa de B. cereus ATCC 14579, pertencente à 

coleção de culturas do Laboratório de Higiene e Legislação (FEA/UNICAMP) também foi 

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

formação do biofilme de B. cereus. 

Espécie  
(n° da cepa) 

Local de 
isolamento 

Genes de 
virulência 

Resistência a 
antibióticos 

B. cereus (164) 
Bancada de 
embalagem 

hblA, hblC, hblD, 

nheA, nheB, nheC 

Ampicilina, 
Penicilina e 
Trimetoprim 

B. cereus (167) 
Caixa de 

armazenamento 
hblC, hblD, nheA, 

nheB, nheC 

Ampicilina, 
Penicilina e 
Trimetoprim 

B. cereus (174) 
Ralo de 

escoamento do soro 
hblA, hblC, hblD, 

nheA, nheB, nheC 

Ampicilina, 
Penicilina e 
Trimetoprim 

B. cereus (176) Forma 
hblA, hblC, hblD, 

nheA, nheB, nheC 

Ampicilina, 
Penicilina e 
Trimetoprim 

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

 

3.2 Preparo das células vegetativas 
 

Para a obtenção da suspensão de células vegetativas de B. cereus, as cepas (quatro 

isolados da indústria láctea e uma ATCC 14579) foram descongeladas e ativadas 

separadamente em caldo TSB (Tryptic Soy Broth, TSB, Difco, Sparks, MD, USA), a 35 ± 1 

°C por 24 horas, de acordo com metodologia adaptada de Pagedar; Singh (2012). Após o 

crescimento, as células foram transferidas para tubos de centrífuga de polipropileno, com 

tampas rosqueáveis, previamente esterilizados e submetidas à centrifugação (Centrífuga 

Beckman J2-21, Beckman Instruments, Palo Alto, Ca, EUA) a 4000 rpm por 20 minutos, a 

4 ºC. O sobrenadante de cada cultura foi descartado e o concentrado de células foi 

ressuspenso em água peptonada 0,1% (p/v) para a lavagem das células, seguindo-se nova 

centrifugação nas mesmas condições. Após a lavagem das células, os quatro isolados da 

indústria foram ressuspensos em água peptonada 0,1% (p/v) e colocados em um mesmo tubo 

de centrífuga, a fim de obter uma suspensão de um pool de B. cereus isolados da indústria 

láctea. O mesmo procedimento foi realizado para obtenção de uma suspensão da cepa de B. 

cereus ATCC 14579. As suspensões obtidas do pool de B. cereus e da cepa ATCC 14579 
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foram utilizadas subsequentemente na avaliação da adesão e formação de biofilme em aço 

inoxidável. O procedimento de preparo das suspensões de células vegetativas foi realizado 

antes de cada experimento e a contagem para controle da quantidade de células nas 

suspensões foi realizada por meio de plaqueamento em profundidade em placas de Petri 

utilizando-se ágar 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 suspensão de esporos 
 

Os esporos de B. cereus foram produzidos de acordo com metodologia descrita por 

Samapundo et al. (2014), com modificações. As cepas (quatro isolados da indústria láctea e 

uma ATCC 14579) foram ativadas em caldo TSB, a 35 ± 1 °C por 24 horas e, após este 

período, foram submetidas à um tratamento térmico em banho-maria a 80 ± 1 ºC por 12 

minutos e, resfriadas em banho de gelo por 10 minutos. As culturas foram estriadas para 

isolamento em placas com ágar para esporulação AK (Arret e Kirshbaum) agar # 2 

(Formulação em g/L: digesto pancreático de gelatina: 6,0 g; digesto pancreático de caseína: 

4,0 g; extrato de levedura: 3,0 g; extrato de carne: 1,5 g; glicose: 1,0 g; ágar: 15,0 g; sulfato 

de manganês: 0,3 g). As placas foram incubadas a 35 ± 1 °C e após 24 horas uma colônia 

representativa foi inoculada em tubos contendo caldo TSB, que foram incubados durante uma 

noite (10 a 12 horas) a 35 ± 1 ºC. Cada cepa foi estriada individualmente em quadruplicata 

para crescimento em placas com ágar para esporulação AK agar # 2 e incubadas a 35 ± 1 °C.  

As placas foram observadas após 7 a 10 dias de incubação para avaliar a extensão da 

esporulação utilizando microscopia de contraste de fase e/ou coloração de esporos com verde 

malaquita. Uma vez observada a esporulação, as placas foram incubadas durante uma noite 

(10 a 12 horas) a 4 ± 1 °C para induzir maior produção de esporos, visando alcançar 90 a 

95% de esporulação.  

Os esporos obtidos foram coletados das placas de Petri por meio de adição de água 

peptonada 0,1% (p/v) e raspagem da superfície do ágar com auxílio de alça de Drigalski. Os 

esporos de cada cepa (provenientes de quatro placas) foram coletados em tubos de centrífuga 

de polipropileno com tampas rosqueáveis previamente esterilizados e submetidos à 

centrifugação (Centrífuga Beckman J2-21, Beckman Instruments, Palo Alto, Ca, EUA) a 

4000 rpm por 20 minutos a 4 ºC. O sobrenadante de cada cultura foi descartado, o 

concentrado de esporos foi ressuspenso em aproximadamente 25 mL de água peptonada 0,1% 
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(p/v), e submetido a um tratamento térmico de 70 ºC por 30 minutos. Após o tratamento 

térmico, o concentrado foi centrifugado novamente nas condições descritas anteriormente e 

10 mL de solução de lisozima esterilizada a frio (1 mg/mL de lisozima) foi adicionada em 

cada tubo de centrífuga à fim de digerir as células vegetativas remanescentes. Os tubos foram 

agitados em vórtex na velocidade máxima, incubados por 1 hora a 37 ºC e centrifugados 

(4000 rpm por 20 minutos a 4 °C). 

Em seguida, adicionou-se água Ultra Pura estéril em cada tubo e as amostras foram 

centrifugadas novamente, sendo este procedimento repetido três vezes. Os esporos foram 

ressuspensos em 30 mL de água Ultra Pura estéril gelada e armazenados a 4 ºC. Desta forma, 

foram obtidas suspensões de esporos da cepa ATCC 14579 e de cada cepa de B. cereus 

isolado da indústria láctea. A contagem dos esporos foi realizada por meio de plaqueamento 

em profundidade em ágar TSA suplementado com 0,2% (p/v) de amido solúvel, e as placas 

foram incubadas a 35 ± 1 °C por 24 a 48 horas (RUECKERT; RONIMUS; MORGAN, 2005).  

Para a avaliação da adesão e formação de biofilme em aço inoxidável, no momento 

da análise, as suspensões dos esporos foram retiradas da geladeira e 1 mL de cada suspensão 

das cepas de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea foi adicionado em um mesmo 

tubo de ensaio estéril. Desta forma, a mistura dos quatro isolados (pool) foi serialmente 

diluída até atingir uma concentração final de aproximadamente 105 UFC/mL nos meios de 

cultivo utilizados nos experimentos. A suspensão de esporos da cepa ATCC 14579 foi 

serialmente diluída até que também atingisse a concentração final de aproximadamente 105 

UFC/mL nos meios de cultivo utilizados nos experimentos. 

 

3.4 Caracterização e preparo da superfície de aço inoxidável 
 

Para avaliar a adesão e formação de biofilmes por B. cereus, chapas de aço inoxidável 

AISI 304 (American Iron and Steel Institute) acabamento número 4, com dimensões de 1,0 

m x 1,2 m x 0,1 cm (Açomedi Aços Ltda, Barueri, SP, Brasil) foram cortadas em cupons de 

1,0 cm x 1,0 cm x 0,1 cm, que foram perfurados em um dos vértices (1 mm de diâmetro). A 

rugosidade do material foi realizada pelo Centro de Tecnologia da Unicamp, Laboratório de 

Metrologia, utilizando-se um rugosímetro (modelo S8P, Perthen, Mahr, Alemanha). O 

resultado obtido a partir de uma média de nove medições à temperatura de 20 ± 1 °C foi de 

0,366 μm (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 diâmetro. 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), à fim de 

simular um procedimento de limpeza CIP. Primeiramente, os cupons foram limpos com 

auxílio de esponja de poliuretano, água destilada e detergente líquido neutro, e secos 

naturalmente expostos ao ar ambiente. Em seguida, o fio de poliamida foi colocado no 

orifício dos cupons que foram imersos em um recipiente de aço inoxidável contendo água 

destilada à temperatura ambiente por 5 minutos sob agitação a 400 rpm (IKA Agitador 

Magnético com aquecimento RH Digital KT/C IKAMAG®, Staufen, Alemanha). Após essa 

etapa, os cupons foram imersos em um recipiente de aço inoxidável contendo solução de 

NaOH 1% (p/v) a 70 ºC por 15 minutos a 400 rpm e imersos novamente em água destilada à 

temperatura ambiente por 5 minutos a 400 rpm. Na etapa de limpeza ácida, os cupons foram 

imersos em um recipiente de aço inoxidável contendo uma solução de ácido nítrico 1% (v/v) 

a 70 ºC por 15 minutos a 400 rpm. Após esse procedimento, os cupons foram imersos em 

água destilada à temperatura ambiente por 5 minutos a 400 rpm, secos e esterilizados em 

autoclave a 121 ºC por 15 minutos. 

 

3.5 Material e descrição das etapas do trabalho 
 

3.5.1 Material 
 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados os materiais mencionados 

anteriormente nos itens 3.2, 3.3 e 3.4 (suspensões de células vegetativas e de esporos de B. 

cereus, cupons de aço inoxidável devidamente preparados), além de matrizes que foram 

utilizadas tanto para o condicionamento da superfície de aço inoxidável como meios de 

cultivo para a inoculação das suspensões de células vegetativas e esporos. Água Ultra Pura 

estéril foi utilizada como matriz controle e as matrizes lácteas utilizadas foram o leite UHT 

(do inglês, Ultra High Temperature) desnatado e integral (Shefa LTDA, Amparo, SP, Brasil). 

Os leites UHT desnatado e integral foram adquiridos no mercado local, de um único 

lote em quantidade suficiente para todos os experimentos. Antes da utilização, os leites foram 

avaliados quanto às características microbiológicas e físico-químicas. 
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Com relação às características microbiológicas, realizou-se a contagem de mesófilos 

aeróbios, em ágar para contagem padrão PCA (Plate Count Agar, PCA - Difco, Sparks, MD, 

USA) com incubação a 32 ± 1 °C por 48 horas (LAIRD et al., 2004). Para a avaliação da 

presença de esporos, o leite foi submetido à um tratamento térmico de 80 ± 1 °C por 12 

minutos, seguido de plaqueamento em PCA adicionado de 0,2% (p/v) de amido solúvel e 

incubação a 32 ± 1 °C por 48 horas (FRANK; YOUSEF, 2004). Não foram observadas 

contagens de mesófilos aeróbios e nem contagem de esporos para ambos os leites UHT 

desnatado e integral, sendo assim, os mesmos foram utilizados como matrizes lácteas na 

avaliação da adesão e formação de biofilme por B. cereus. 

No que diz respeito às características físico-químicas, os leites foram avaliados 

quanto ao pH, acidez titulável, teor de gordura, nitrogênio 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 ácido 

láctico; 0,44% de gordura; 3,41% de proteína e 9,48% de sólidos totais e, o leite UHT integral 

apresentou pH 6,79; 0,15% de ácido láctico; 3,23% de gordura; 3,00% de proteína e 11,82% 

de sólidos totais.  

 

3.5.2 Adesão de B. cereus em aço inoxidável pré-condicionado com diferentes 

matrizes  

 

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento do aço 

inoxidável com diferentes matrizes, o efeito do tipo de inóculo, bem como da interação destes 

fatores sobre a adesão e formação de biofilmes por células vegetativas e esporos de B. cereus. 

O esquema geral do experimento é apresentado na Figura 2. Inicialmente, os cupons 

devidamente preparados (seção 3.4) foram imersos assepticamente em frascos coletores 

universais estéreis, cada um contendo 60 mL de três diferentes matrizes para o 

condicionamento (água, leite UHT desnatado e leite UHT integral), de modo que os cupons 

não tocassem as bordas dos frascos. Os frascos foram mantidos sob agitação de 200 rpm a 

55 °C por 20 horas (LabLine Orbit Environ – Shaker 3527, LabLine Instruments, Melrose 

Park, IL, EUA).  
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A exposição dos cupons de aço inoxidável às diferentes matrizes teve por objetivo 

simular o processo na indústria láctea, uma vez que o contato com produtos de diferentes 

composições pode formar uma camada condicionante que afeta posteriormente a adesão do 

micro-organismo (DAT et al., 2014). As condições de temperatura (55 °C) e tempo de 

exposição (20 horas) utilizadas no experimento para avaliação da adesão e formação de 

biofilme por B. cereus foram estabelecidas visando simular as condições encontradas no 

processamento de produtos lácteos, que são, segundo (RÜCKERT; RONIMUS; MORGAN, 

2004), temperaturas variando entre 6 a 65 °C nas seções de regeneração 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 padrão de higienização CIP.  

Após 20 horas, os cupons de aço inoxidável condicionados foram imersos em 60 mL 

de soluções aquosas contendo aproximadamente 105 UFC/mL de células vegetativas ou 

esporos, resultando em quatro diferentes tipos de inóculos: 1) células vegetativas do pool de 

B. cereus isolados da indústria láctea; 2) esporos do pool de B. cereus isolados da indústria 

láctea; 3) células vegetativas da cepa de B. cereus ATCC e 4) esporos da cepa de B. cereus 

ATCC. A concentração de 105 UFC/mL utilizada neste estudo teve por objetivo simular a 

máxima população de B. cereus presente em leite relatada por diversos autores, que variou 

de 102 a 105 UFC/mL (BARTOSZEWICZ et al., 2008; MAGNUSSON; CHRISTIANSSON; 

SVENSSON, 2007; REYES et al., 2007). Além disso, a presença de B. cereus com contagem 

igual ou superior a 105  UFC/g de alimento ou de células totais consumida corresponde a dose 

necessária relacionada à intoxicação alimentar associada a essa bactéria (BLACKBURN; 

McCLURE, 2009). 

Para a padronização das soluções aquosas (concentração final ~105 UFC/mL), tanto 

para células vegetativas quanto para esporos, adicionou-se 1% (v/v) das suspensões do pool 

de B. cereus ou da cepa de B. cereus ATCC 14579 obtidas conforme descrito anteriormente, 

nas seções 3.2 e 3.3. Os frascos foram mantidos sob agitação 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 determinação das células aderidas através da 

contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos conforme descrito 

posteriormente (seção 3.5.6).  

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento 

completo foi repetido três vezes. Utilizou-se um esquema fatorial 3 × 4, nos quais o efeito da 
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foram avaliadas três matrizes (água, leite UHT desnatado e integral) e quatro tipos de inóculo 

(células vegetativas do pool de B. cereus isolados da indústria láctea; esporos do pool de B. 

cereus isolados da indústria láctea; células vegetativas da cepa de B. cereus ATCC e esporos 

da cepa de B. cereus ATCC) visando, neste caso, simular o processo de utilização de matéria-

prima contaminada por B. cereus. O esquema geral do experimento é apresentado na Figura 

3.  

Inicialmente, os cupons devidamente preparados (seção 3.4) foram imersos 

assepticamente em frascos coletores universais estéreis, contendo cada um 60 mL de cada 

uma das matrizes lácteas e água Ultra Pura estéril (matriz controle), previamente inoculadas 

(1% v/v) com células vegetativas ou com esporos de B. cereus (pool dos isolados da indústria 

láctea e cepa ATCC) para obtenção de meios de cultivo com aproximadamente 105 UFC/mL. 

Os cupons foram imersos de modo que não tocassem as bordas dos frascos, que foram 

mantidos sob agitação de 200 rpm a 55 °C por 20 horas (LabLine Orbit Environ – Shaker 

3527, LabLine Instruments, Melrose Park, IL, EUA). A escolha das condições de tempo e 

temperatura utilizadas (55 °C por 20 horas) foi justificada anteriormente na primeira etapa 

(seção 3.5.2). Após 20 horas, os cupons foram retirados para a determinação das células 

aderidas através da contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos 

conforme descrito posteriormente (seção 3.5.6). 

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento 

completo foi repetido três vezes. Utilizou-se um esquema fatorial 3 × 4, nos quais o efeito do 

tipo de matriz, com três níveis de variação (água, leite UHT desnatado e integral) e do tipo 

de inóculo, com quatro níveis de variação, (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 interação destes fatores sobre a 

adesão e formação de biofilme por B. cereus em aço inoxidável foi avaliado por Análise de 

Variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparação de médias a um nível de significância 

de 5%. 
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removidos das matrizes e colocados em frascos estéreis contendo água ou leite integral (60 

mL) inoculados (1% v/v) do pool de esporos de B. cereus, com concentração final de 

aproximadamente 105 UFC/mL. Os frascos foram mantidos sob agitação de 200 rpm a 55 °C 

por 72 horas (LabLine Orbit Environ – Shaker 3527, LabLine Instruments, Melrose Park, IL, 

EUA). Após 5 minutos (0,08 h), 10, 24, 48 e 72 horas, um cupom foi retirado para a 

determinação das células aderidas através da contagem total de células (células vegetativas 

+ esporos) e de esporos conforme descrito posteriormente (seção 3.5.6). 

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento 

completo foi repetido três vezes. Utilizou-se um esquema fatorial 2 × 2 × 5, no qual o efeito 

da matriz condicionante, com dois níveis de variação (água e leite UHT integral); do meio 

de inoculação do pool de esporos de B. cereus, com dois níveis de variação (água e leite UHT 

integral) e do tempo de exposição, com cinco níveis de variação (5 min (0,08h), 10, 24, 48 e 

72 horas), bem como o efeito da interação destes fatores sobre a adesão e formação de 

biofilme por B. cereus em aço inoxidável foi avaliado por Análise de Variância (ANOVA) e 

teste de Tukey para comparação de médias a um nível de significância de 5%. 

 

 

Figura 4. Esquema geral dos experimentos para avaliar o efeito do condicionamento do aço 

inoxidável com diferentes matrizes, do meio de inoculação do pool de esporos de B. cereus, 

do tempo de exposição sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus.   
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3.5.5 Avaliação de procedimentos de higienização na remoção de biofilmes de 

esporos de B. cereus 

 

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

limpeza e sanitização na remoção de biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus 

isolados da indústria láctea. As quatro condições de adesão e formação de biofilmes 

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

subsequente avaliação da eficiência dos diferentes procedimentos de limpeza e sanitização 

na remoção dos biofilmes. Inicialmente foram preparados cupons submetidos aos seguintes 

tratamentos:  

 

1. Cupons condicionados em água (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de imersão em 

água inoculada com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 °C por 24 h), 

codificado posteriormente como Biofilme água/água; 

2. Cupons condicionados em água (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de imersão em 

leite UHT integral inoculado com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 °C por 

24 h), codificado posteriormente como Biofilme água/leite integral; 

3. Cupons condicionados em leite UHT integral (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de 

imersão em água inoculada com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 °C por 24 

h), codificado posteriormente como Biofilme leite integral/água ;  

4. Cupons condicionados em leite UHT integral (200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de 

imersão em leite UHT integral inoculado com pool de esporos de B. cereus (200 rpm, 

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

 

Para cada condição de adesão e formação de biofilme, após 24 horas, um cupom foi 

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

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

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

modificações.  
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Tabela 3. Procedimentos de limpeza e sanitização utilizados na remoção de biofilme de esporos de           
B. cereus. 

Procedimentos 
de limpeza e 
sanitização 

Etapas Descrição 

 

Limpeza com 
tensoativo 
aniônico 
 

 

1. Pré-enxague 
2. Detergente tensoativo aniônico 
3. Enxague final 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 

Limpeza com 
tensoativo 
aniônico e 
detergente 
ácido 

 

1. Pré- enxague 
2. Detergente tensoativo aniônico 
3. Enxague 
4. Detergente ácido 
5. Enxague final 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

Limpeza com 
detergente 
ácido e 
tensoativo 
aniônico 

 

1. Pré- enxague 
2. Detergente ácido 
3. Enxague 
4. Detergente tensoativo aniônico 
5. Enxague final 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

Sanitização 

 

1. Pré-enxague 
2. Sanitizante (ácido peracético) 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

Sanitização 

 

1. Pré-enxague 
2. Sanitizante (hipoclorito de sódio) 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

 

Limpeza com 
tensoativo 
aniônico + 
sanitização 

 

1. Pré-enxague 
2. Detergente tensoativo aniônico 
3. Enxague 
4. Sanitizante (ácido peracético) 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

 

Limpeza com 
tensoativo 
aniônico + 
sanitização 

 

1. Pré-enxague 
2. Detergente tensoativo aniônico 
3. Enxague 
4. Sanitizante (hipoclorito de sódio) 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

 

Limpeza com 
tensoativo 
aniônico e 
detergente 
ácido + 
sanitização 

 

1. Pré- enxague 
2. Detergente tensoativo aniônico 
3. Enxague 
4. Detergente ácido 
5. Enxague 
6. Sanitizante (ácido peracético) 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

 

Limpeza com 
tensoativo 
aniônico e 
detergente 
ácido + 
sanitização 

 

1. Pré- enxague 
2. Detergente tensoativo aniônico 
3. Enxague 
4. Detergente ácido 
5. Enxague 
6. Sanitizante (hipoclorito de sódio) 

 

1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
7 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à 40 °C, agitação constante de 340 rpm 
1 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
10 min à T ambiente, agitação constante de 340 rpm 
 

Fonte: Adaptado de (FERNANDES; KABUKI; KUAYE, 2015). 
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Para as etapas de limpeza foram utilizados detergente tensoativo aniônico a base de 

linear alquilbenzeno sulfonato de sódio (Start Química, Lima & Pergher Ind. Com. e Rep. 

LTDA, Uberlândia, MG) a 3,0% (v/v), pH 6,0 e detergente ácido a base de ácido nítrico (Start 

Química, Lima & Pergher Ind. Com. e Rep. LTDA) a 0,4% (v/v), pH 1,8. Nas etapas de 

sanitização, foram utilizadas as soluções de hipoclorito de sódio a 0,2% (v/v, 200 mg/L) de 

Cloro Residual Total (CRT), pH 7,0 (Start Química, Lima & Pergher Ind. Com. e Rep. 

LTDA) e ácido peracético a 0,2% (v/v, 300 mg/L), pH 2,8 (Start Química, Lima & Pergher 

Ind. Com. e Rep. LTDA). Os detergentes e os sanitizantes foram preparados de acordo com 

as indicações dos fabricantes.  

Todas as soluções foram preparadas imediatamente antes da realização dos 

experimentos em frascos de vidro estéreis e 10 mL de cada solução (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 

água Ultra Pura estéril. Após a realização dos procedimentos de limpeza e sanitização, nos 

quais foram utilizados detergente ácido, hipoclorito de sódio e ácido peracético, os cupons 

foram transferidos para tubos contendo 10 mL de água peptonada 0,1% (p/v) que foram 

suplementados com um agente neutralizante (tiossulfato de sódio, 1% p/v). No caso da 

utilização do detergente tensoativo aniônico, os cupons foram transferidos diretamente para 

tubos contendo apenas 10 mL de água peptonada 0,1% (p/v). Em seguida, todos os cupons 

foram submetidos a vortex por dois minutos para remoção das células sésseis (ANDRADE; 

BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 1998). As soluções resultantes foram submetidas às diluições 

seriadas para contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos conforme 

descrito posteriormente (seção 3.5.5). Para cada condição de adesão e formação de biofilme, 

um cupom foi utilizado como controle da população inicial de B. cereus e não foi submetido 

a nenhum procedimento de limpeza e sanitização.  

O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados e o experimento 

completo foi repetido três vezes. O efeito dos procedimentos de limpeza e sanitização 

(descritos na Tabela 3) na remoção dos biofilmes formados pelo pool de esporos de B. cereus 

em aço inoxidável foi avaliado separadamente, para cada condição de adesão e formação de 

biofilme, por Análise de Variância (ANOVA) e teste de Tukey para comparação de médias 

a um nível de significância de 5%. 
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3.5.6 Determinação do número de células aderidas 

 

A avaliação da adesão e formação de biofilmes foi realizada por meio da técnica de 

contagem em placas. Para as três etapas inicias, após cada tempo determinado, um cupom de 

aço inoxidável foi retirado do meio e imerso, sem agitação por três vezes em 10 mL de água 

peptonada (0,1% p/v) visando a remoção das células planctônicas. Em seguida, o cupom foi 

imerso em um tubo contendo 10 mL de água peptonada (0,1% p/v) e submetido à vortex por 

dois minutos para a remoção das células sésseis (ANDRADE; BRIDGEMAN; ZOTTOLA, 

1998). Para todas as etapas de adesão e formação de biofilme, a partir da solução resultante, 

foram realizadas as diluições seriadas para a realização da contagem total de células (células 

vegetativas + esporos) e de esporos. Para a contagem total de células, o plaqueamento foi 

realizado em profundidade em ágar TSA com incubação a 35 ± 1 °C por 24 a 48 horas (LEE 

et al., 2010). Para a contagem de esporos, as amostras foram submetidas à um tratamento 

térmico de 80 ± 1 °C por 12 minutos, seguido de plaqueamento em profundidade em ágar 

TSA suplementado com 0,2% (p/v) de amido solúvel e incubação a 35 ± 1 °C por 24 a 48 

horas (RUECKERT; RONIMUS; MORGAN, 2005). A capacidade de adesão e formação de 

biofilmes por B. cereus foi quantificada em unidades formadoras de colônias por cm2 

(UFC/cm2). 

Em todas as etapas, imediatamente após a inoculação da suspensão de células 

vegetativas ou esporos e em todos os tempos de avaliação da adesão e formação de biofilme, 

foi realizada a contagem total de células (células vegetativas + esporos) e de esporos dos 

meios de cultivo como forma de controle da população. Para a contagem total de células, 

foram realizadas diluições sucessivas em água peptonada (0,1% p/v) e o plaqueamento foi 

realizado em profundidade em ágar TSA com incubação a 35 ± 1 °C por 24 a 48 horas (LEE 

et al., 2010). Para a contagem de esporos, as amostras foram submetidas à um tratamento 

térmico de 80 ± 1 °C por 12 minutos, seguido de plaqueamento em profundidade em ágar 

TSA suplementado com 0,2% (p/v) de amido solúvel e incubação a 35 ± 1 °C por 24 a 48 

horas (RUECKERT; RONIMUS; MORGAN, 2005). 
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3.6 Caracterização físico-química da superfície dos esporos 

 

3.6.1 Avaliação do Potencial Zeta 

 

A carga elétrica de superfície dos esporos de B. cereus foi avaliada por meio da 

determinação do potencial zeta de acordo com metodologia adaptada de Ahimou et al. (2001) 

e Palmer et al. (2010). As suspensões de esporos de cada cepa (quatro isolados da indústria 

láctea e ATCC 14579) e do pool de B. cereus foram ressuspensas em água peptonada (0,1% 

p/v), diluídas e padronizadas para uma absorbância (densidade óptica) entre 0,5 e 0,6 à 600 

nm em espectrofotômetro (Beckman DU-70, Beckman Instruments, Fullerton, CA, EUA). O 

potencial zeta de cada suspensão de esporo foi medido em intervalos de pH de 2,0 a 7,0, por 

meio de ajuste com soluções de NaOH (0,5 M) ou HCl (0,5 M). As análises foram realizadas 

em duplicata e as determinações do potencial zeta foram realizadas utilizando o Malvern 

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

 

3.6.2 Avaliação da hidrofobicidade  

 

As metodologias adaptadas de Rosenberg; Gutnick; Rosenberg (1980) e Seale et al. 

(2010) foram utilizadas para avaliar a hidrofobicidade da superfície dos esporos de B. cereus 

através do teste de adesão microbiana à hidrocarbonetos (MATH), utilizando hexadecano 

(Sigma-Aldrich, St Louis, Mo, USA). As suspensões de esporos de cada cepa (quatro 

isolados da indústria láctea e ATCC 14579) e do pool de B. cereus foram ressuspensas em 

água peptonada (0,1% p/v), diluídas e padronizadas para uma absorbância (densidade óptica) 

entre 0,6 e 1,0 à 600 nm em espectrofotômetro (Beckman DU-70, Beckman Instruments, 

Fullerton, CA, EUA). O valor obtido nessa etapa é considerado a absorbância inicial (Ai), 

sendo que foram realizadas cinco leituras para cada suspensão de esporo. Em seguida, 2 mL 

de cada suspensão foi adicionado em 1 mL de hexadecano em tubos rosqueáveis de vidro e 

submetidos à vortex por um minuto. As amostras foram incubadas à 37 °C por 10 minutos, 

submetidas novamente à vortex por dois minutos e incubadas à 20 °C por 30 minutos para 

permitir a separação das fases. Após estas etapas, a fase aquosa foi cuidadosamente removida 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur e transferida para uma cubeta, na qual a absorbância foi 
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medida por cinco vezes à 600 nm (Absorbância final - Af). A porcentagem de 

hidrofobicidade (% h) foi determinada a partir da absorbância da suspensão inicial (Ai) e da 

absorbância da fase aquosa após mistura com hexadecano (Af), conforme apresentado na 

Equação 3: 

 % ℎ =  𝐴𝑖 − 𝐴𝑓𝐴𝑖  × 100                   𝐄𝐪𝐮𝐚çã𝐨  𝟑 

  

O teste de adesão microbiana depende da adesão preferencial das células bacterianas 

a hidrocarbonetos a partir de uma suspensão aquosa de células. Considera-se uma superfície 

celular hidrofóbica quando ocorre a remoção de mais que 50 % da suspensão celular da fase 

aquosa para a fase orgânica (KARUNAKARAN; BIGGS, 2011).  

  



38 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Adesão de B. cereus em aço inoxidável pré-condicionado com diferentes 

matrizes  

 

O efeito do condicionamento do aço inoxidável com diferentes matrizes, do tipo de 

inóculo, bem como da interação destes fatores sobre a adesão e formação de biofilme por B. 

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

4.  

 

Tabela 4. Resumo da análise de variância (ANOVA) para avaliação do efeito do 

condicionamento do aço inoxidável com diferentes matrizes, do tipo de inóculo, e da 

interação entre esses fatores sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus. 

* Matrizes de condicionamento do aço inoxidável: Água, Leite desnatado, Leite integral. 
** Tipo de Inóculo: Pool de células vegetativas, Pool de esporos, Células vegetativas 
ATCC, Esporos ATCC. 
GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significância < 0,05). 
 
 

Observa-se na Tabela 4 que a interação entre as matrizes de condicionamento do aço 

inoxidável e o tipo de inóculo influenciou significativamente a adesão e formação de biofilme 

por B. cereus avaliada por contagem total de células e contagem de esporos. O efeito destas 

interações é apresentado na Figura 5 a e b, na qual observa-se que não houve adesão de 

células vegetativas de B. cereus ao aço inoxidável condicionado com água, leite desnatado 

ou leite integral, quando se inoculou células vegetativas, tanto do pool de B. cereus isolados 

da indústria láctea como da cepa de B. cereus ATCC 14579.  

 

 

  Valores de p 

Fatores GL 
Contagem 

total de células 

Contagem 

Esporos 

Matrizes de condicionamento* 2 0,059 0,002 

Tipo de Inóculo** 3 < 0,0001 < 0,0001 

Matrizes × Tipo de Inóculo 6 < 0,0001 < 0,0001 
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Figura 5. Efeito da interação entre as matrizes de condicionamento do aço inoxidável e o 

tipo de inóculo sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus, para (a) contagem total 

de células (log UFC/cm2) e (b) contagem de esporos (log UFC/cm2), (n=3). 
A,B Para cada matriz de condicionamento, letras maiúsculas diferentes apresentam diferença 
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
a,b Para cada tipo de inóculo, letras minúsculas diferentes apresentam diferença significativa pelo teste 
de Tukey (p < 0,05). 
§Limite de detecção do método = 0,7 log UFC/cm2. Desvio padrão não estabelecido. 

(a) 

(b) 
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De acordo com Lindsay; Flint (2009), o estudo do processo de formação de biofilme 

por bactérias formadoras de esporos, tais como B. cereus, é um desafio, uma vez que células 

vegetativas e esporos apresentam distintas morfologias, cada um com seus diferentes 

mecanismos e habilidade de adesão. Assim, Parkar et al. (2001), reportaram que células 

vegetativas possuem menor capacidade de adesão ao aço inoxidável quando comparadas à 

adesão de esporos da mesma bactéria. 

A não adesão de células vegetativas de B. cereus observada neste trabalho quando 

comparada a outros autores pode estar relacionada à temperatura utilizada no estudo (55 °C), 

que possivelmente inativou esse micro-organismo, que é mesofílico com temperatura ótima 

de crescimento ente 25 e 37 °C (FRANCO; LANDGRAF, 2002). Em estudos anteriores nos 

quais se observou adesão de células vegetativas de B. cereus, as temperaturas utilizadas na 

formação de biofilme foram de 25 °C (WILLIAMS; FLETCHER, 1996), 30 °C 

(ELHARIRY, 2011; KARUNAKARAN; BIGGS, 2011) e 37 °C (PAGEDAR; SINGH, 

2012).  

A não adesão das células vegetativas de B. cereus associada às contagens total de 

células (células vegetativas + esporos) e de esporos similares (Figura 5 a e b), indicaram que 

a adesão e formação de biofilme foi proveniente de esporos, e não de células vegetativas. 

Scott et al. (2007), também observaram valores similares para contagem total de células e de 

esporos de micro-organismos termófilos 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 aço inoxidável, a adesão e formação de biofilme foi obtida por inóculos 

que continham apenas esporos, tanto do pool de B. cereus isolados da indústria láctea como 

da cepa ATCC 14579. Quando se inoculou o pool de esporos de B. cereus, a adesão e 

formação de biofilme avaliada por contagem total de células e de esporos foi, em média, de 

4,57 e 4,61 log UFC/cm2, respectivamente. No caso da inoculação com esporos da cepa 

ATCC essas contagens foram de 2,07 e 1,96 log UFC/cm2, respectivamente. As diferenças 

de 0,04 e 0,11 log UFC/cm2 observadas entre as contagens total de células e de esporos, 

quando se inoculou o pool de esporos ou a cepa ATCC, respectivamente, podem ser 

atribuídas às características individuais e genéticas, além do método de preparo da suspensão 

de esporos, que tem por objetivo alcançar em torno de 90 a 95% de esporulação. Desta forma, 
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a discussão dos resultados com relação à adesão e formação de biofilme foi baseada na 

contagem de esporos.  

Vale ressaltar a importância dos esporos de B. cereus, uma vez que nas temperaturas 

comumente utilizadas no processamento de produtos lácteos (45-75 °C), (RÜCKERT; 

RONIMUS; MORGAN, 2004), a forma esporulada é a usualmente encontrada devido à 

elevada resistência dos esporos ao calor.  

Observa-se na Figura 5 b, que o pool de esporos de B. cereus isolados da indústria 

láctea ou da cepa ATCC 14579 apresentaram adesão ao aço inoxidável condicionado com 

todas as matrizes estudadas, sendo que o comportamento de adesão foi diferente para as 

matrizes e para os tipos de inóculo avaliados. Os esporos da cepa ATCC apresentaram menor 

adesão em todas as matrizes quando comparados ao pool de esporos de B. cereus isolados da 

indústria láctea, sugerindo uma maior capacidade de adesão dos isolados da indústria, uma 

vez que podem ter sido expostos a condições adversas devido a seleção pelo meio em que 

foram isolados (ELHARIRY, 2011).  

Os esporos da cepa ATCC apresentaram maior adesão em água (2,45 log UFC/cm2) 

do que em leite desnatado (2,00 log UFC/cm2) e leite integral (1,43 log UFC/cm2), sugerindo 

que o condicionamento da superfície do aço inoxidável com matrizes lácteas não favoreceu 

a adesão dos esporos dessa cepa (Figura 5 b).  

Resultados similares foram encontrados por Parkar et al. (2001), que observaram que 

o condicionamento do aço inoxidável com leite em pó reconstituído a 1 e 10% de sólidos 

totais diminuiu a adesão de esporos de Bacillus licheniformis quando comparado à superfície 

de aço inoxidável sem prévio condicionamento. Diferente do observado para o esporo da 

cepa ATCC, o pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea apresentou maior 

adesão ao aço inoxidável condicionado com leite integral (4,93 log UFC/cm2) do que com 

leite desnatado (4,42 log UFC/cm2) ou água (4,48 log UFC/cm2), cuja adesão não diferiu 

significativamente entre si.  

A menor adesão de esporos da cepa de B. cereus ATCC quando comparado ao pool 

de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea, em qualquer uma das matrizes avaliadas, 

pode estar relacionada à característica das distintas cepas, uma vez que a literatura é farta no 

que se refere à sugestão de que a adesão ao aço inoxidável é cepa-dependente (FAILLE; 

FONTAINE; BÉNÉZECH, 2001; SEALE et al., 2008; FAILLE et al., 2010a; FAILLE et al., 

2010b; ELHARIRY, 2011). Associada à característica cepa-dependente, a diferente 
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composição das três matrizes de condicionamento pode ter contribuído para diferentes 

camadas formadas nas superfícies do aço inoxidável, o que provavelmente resultaria em 

diferentes comportamentos de adesão das bactérias à essas superfícies (DAT et al., 2014).  

Assim como observado nesse estudo, Faille et al. (2010a) reportaram que esporos da 

cepa de referência de B. cereus ATCC 14579 apresentaram menor adesão em aço inoxidável 

quando comparados à esporos de B. cereus que foram isolados de processamento de produtos 

lácteos, de ambiente e paciente com sintomas diarreicos. Os autores sugeriram que a maior 

adesão de cepas de B. cereus que foram isolados, é que podem existir mudanças na superfície 

dos esporos devido às condições ambientais que afetariam posteriormente as propriedades de 

adesão. 

Em relação ao pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea, é possível 

que a maior adesão ao aço inoxidável condicionado com leite integral se deva a presença da 

gordura na matriz de condicionamento, a qual é hidrofóbica, assim como a superfície do 

esporo, favorecendo sua adesão (BARNES et al., 1999). Além disso, a gordura do leite é o 

constituinte de maior diâmetro (2.000-6000 nm), quando comparado à micela de caseína 

(360-300 nm), às proteínas do soro (4-6 nm) ou a lactose (0,5 nm) (Fennema; Damodaran; 

Parkin, 2010), o que pode ter favorecido a criação de uma superfície propícia para a adesão.  

O leite integral contém surfactantes naturais e fosfolipídios que são compostos de 

superfície ativa presentes na membrana do glóbulo de gordura do leite. Desta forma, Shaheen 

et al. (2010), acreditam que a capacidade de algumas cepas de B. cereus em formar biofilmes 

na presença de leite integral está associada a esses compostos de superfície ativa que podem 

agir como surfactante necessário para a formação de biofilme por algumas cepas de B. cereus. 

Vale ressaltar que a membrana do glóbulo de gordura do leite contém proteínas, que 

além do caráter anfifílico, possuem estrutura e propriedades diferentes das caseínas e 

proteínas do soro presentes no leite. Essas proteínas específicas, mesmo em baixo nível (1 a 

4% da proteína total do leite) também podem ter contribuído para a adesão do pool de esporos 

de B. cereus devido às suas propriedades surfactantes (FOX; MCSWEENEY, 1998; 

ROMBAUT; CAMP; DEWETTINCK, 2006). 

Vale ressaltar que, segundo Rosmaninho et al. (2007), o fouling em indústrias de 

processamento de produtos lácteos se inicia, embora em nível molecular e invisível a olho 

nu, assim que o produto entra em contato com superfícies de aço inoxidável. Esse fouling ou 

pré-condicionamento da superfície do aço inoxidável pode alterar as características das 
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superfícies devido aos constituintes presentes nas matrizes, o que implica na mudança de 

comportamento da superfície em relação ao processo de adesão bacteriana (BERNARDES 

et al., 2012). 

Em resumo, no caso desse estudo cujo objetivo foi simular a obtenção de superfícies 

de aço inoxidável cobertas com filme condicionante similar às condições encontradas no 

processamento de produtos lácteos (55 °C), os resultados indicaram que as células 

vegetativas de B. cereus não aderiram ao aço inoxidável, o que indica a maior preocupação 

das indústrias com a presença dos esporos dessa bactéria. Neste caso, quando se utilizou 

esporos de B. cereus isolados da indústria láctea, estes apresentaram maior adesão ao aço 

inoxidável condicionado com água, leite desnatado e leite integral quando comparados à 

adesão de uma cepa de referência do mesmo micro-organismo (ATCC 14579).  

Esses resultados estão de acordo com o observado por Scott et al. (2007) e Burgess et 

al. (2009), que afirmaram que o desenvolvimento de esporos é o fator mais preocupante para 

as indústrias lácteas, devido principalmente ao seu mecanismo de resistência à diversas 

condições adversas.  

No que diz respeito às diferentes matrizes utilizadas no trabalho, o leite integral 

utilizado como matriz condicionante do aço inoxidável conferiu maior adesão do pool de 

esporos de B. cereus isolados da indústria láctea, o que sugere que o processamento dessa 

matriz láctea ou sub-produtos contendo gordura podem fornecer condições para maior adesão 

de esporos às superfícies dos equipamentos utilizados no processamento.  

 

4.2 Adesão de B. cereus em aço inoxidável sem pré-condicionamento da 

superfície.   

 

O efeito do tipo de matriz, do tipo de inóculo, bem como da interação destes fatores 

sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células 

e contagem de esporos é apresentado na Tabela 5. 
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Tabela 5. Resumo da análise de variância (ANOVA) para avaliação do efeito das matrizes, 

do tipo de inóculo, e da interação entre esses fatores sobre a adesão e formação de biofilme 

por B. cereus. 

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

 

Observa-se na Tabela 5 que o tipo de matriz, o tipo de inóculo, bem como a interação 

entre esses fatores afetaram significativamente a adesão e formação de biofilme por B. 

cereus, avaliada por contagem total de células e contagem de esporos. A avaliação do efeito 

da interação entre o tipo de matriz e o tipo de inóculo sobre a adesão e formação de biofilme 

por B. cereus (Figura 6 a e b) mostrou que nas condições estudadas (55 °C), as células 

vegetativas de B. cereus não aderiram ao aço inoxidável quando na forma de pool de B. 

cereus isolados da indústria láctea ou da cepa ATCC 14579. 

Além disso, assim como observado anteriormente na primeira etapa, independente da 

matriz utilizada, a adesão e formação de biofilme foi obtida por inóculos que continham 

apenas esporos, tanto do pool de B. cereus isolados da indústria láctea como da cepa ATCC 

14579, uma vez que foram observadas contagens total de células e de esporos similares. 

Neste caso, a adesão e formação de biofilme avaliada por contagem total de células e de 

esporos foi, em média, de 3,68 e 3,62 log UFC/cm2 quando se inoculou o pool de esporos de 

B. cereus, respectivamente e, 2,38 e 2,04 log UFC/cm2 no caso da inoculação com esporos 

da cepa ATCC. Desta forma, a discussão dos resultados com relação à adesão e formação de 

biofilme foi baseada novamente na contagem de esporos. 

 

 

 

 

  Valores de p 

Fatores GL 
Contagem 

total de células 

Contagem 

Esporos 

Tipo de Matriz* 2 < 0,0001 < 0,0001 

Tipo de Inóculo** 3 < 0,0001 < 0,0001 

Tipo de Matriz × Tipo de Inóculo 6 < 0,0001 < 0,0001 
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Figura 6. Efeito da interação entre o tipo de matriz e o tipo de inóculo sobre a adesão e 

formação de biofilme por B. cereus, para (a) contagem total de células (log UFC/cm2) e (b) 

contagem de esporos (log UFC/cm2), (n=3). 
A,B Para cada matriz, letras maiúsculas diferentes apresentam diferença significativa pelo teste de 
Tukey (p < 0,05). 
a,b Para cada tipo de inóculo, letras minúsculas diferentes apresentam diferença significativa pelo teste 
de Tukey (p < 0,05). 
§Limite de detecção do método = 0,7 log UFC/cm2. Desvio padrão não estabelecido. 

(a) 

(b) 
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Assim como observado quando o aço inoxidável foi condicionado em água, leite 

desnatado ou integral, o pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea apresentou 

maior adesão do que os esporos da cepa ATCC em todas as matrizes avaliadas (Figura 6 b). 

No entanto, diferente do observado anteriormente, ambos os inóculos apresentaram 

significativamente maior adesão ao aço inoxidável quando foram inoculados em água do que 

quando inoculados nas matrizes lácteas. A maior adesão de B. cereus isolados de linhas de 

processamento de produtos lácteos quando inoculados em água 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 

indústria láctea apresentou maior adesão em aço inoxidável quando inoculado em água (4,57 

log UFC/cm2) do que em leite desnatado (3,28 log UFC/cm2) ou leite integral (3,01 log 

UFC/cm2). Pode-se observar que os valores encontrados para a adesão dos esporos 

inoculados em água indicaram que quase todos os esporos presentes na suspensão inicial (5 

log UFC/mL) aderiram ao aço inoxidável. O mesmo comportamento foi reportado por 

Nanasaki et al. (2010), que observaram que após 60 min, praticamente todos os esporos que 

foram inoculados em água aderiram ao aço inoxidável. No caso dos esporos da cepa ATCC 

não se observou diferença significativa na adesão ao aço inoxidável quando inoculados nas 

matrizes lácteas (1,69 e 1,64 log UFC/cm2 para leite desnatado e integral, respectivamente) 

que foi menor do que a adesão quando inoculados em água (2,78 log UFC/cm2).  

Neste estudo, ao avaliar diferentes matrizes como meios de cultivo, a maior adesão 

em aço inoxidável quando B. cereus foi inoculado em água pode sugerir que existe uma 

competição do micro-organismo e da matriz láctea por sítios de ligação presentes na 

superfície do aço inoxidável, sugerindo que houve uma redução no número de sítios para 

adesão da bactéria. 

Além disso, B. cereus pode ter maior facilidade de adesão quando o meio de cultivo 

foi água, uma vez que praticamente não existe interferência de constituintes que poderiam 

alterar as propriedades de superfície que influenciariam na adesão. O leite desnatado e 

integral possui constituintes, como proteínas e gorduras, que podem contribuir para a 

alteração das propriedades físico-químicas da superfície do aço inoxidável que possivelmente 

influenciaria na adesão em maior ou menor grau de B. cereus (BERNARDES et al., 2012).  

No caso do pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea inoculado em 

leite integral, acredita-se que a menor adesão ocorreu pelo fato da competição pelo aço 
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inoxidável entre a gordura presente no leite integral (constituinte hidrofóbico) e o micro-

organismo que também possui uma superfície hidrofóbica, além da própria interação entre o 

leite e o esporo. 

Os valores encontrados nesse estudo, assim como na primeira etapa, sugerem que a 

adesão de B. cereus ao aço inoxidável foi cepa-dependente, sendo amplamente relatado por 

diversos autores (FAILLE; FONTAINE; BÉNÉZECH, 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 formação de biofilme diferentes, uma vez que a cepa ATCC 10987 foi 

capaz de formar biofilme em microplacas de poliestireno contendo caldo Luria Bertani à 30 

°C, enquanto que a cepa ATCC 14579 não formou biofilme nas mesmas condições avaliadas.  

Faille et al. (2010b) sugeriram que o tipo de cepa utilizada, mesmo sendo da mesma 

espécie, foi responsável por aproximadamente 86% de variação ao aço inoxidável, uma vez 

que quando inocularam uma suspensão de aproximadamente 105 esporos de B. cereus /mL 

em água, os autores observaram que a adesão ao aço inoxidável variou entre 3 e 5 log 

UFC/cupom, dependendo da cepa. Resultados similares também foram encontrados por 

Tauveron et al. (2006) quando inocularam uma suspensão de aproximadamente 105 esporos 

de B. cereus /mL em água e observaram que a adesão ao aço inoxidável variou entre 4 e 6 

log UFC/cm2, dependendo da cepa.  

Em resumo, no primeiro conjunto de experimentos, o objetivo foi simular as 

condições de processamento de produtos lácteos, avaliando o efeito do filme condicionante 

(lácteo ou não) sobre a habilidade de adesão e formação de biofilme por células vegetativas 

ou esporos de B. cereus à superfície do aço inoxidável. O segundo conjunto de experimentos 

teve por objetivo simular as condições de processamento de produtos lácteos através da 

entrada de matéria prima contaminada por células vegetativas ou esporos de B. cereus e seu 

efeito na adesão e formação de biofilme por esse micro-organismo em aço inoxidável. Na 

simulação das condições de processamento de produtos lácteos utilizadas no estudo (55 °C/ 

20 h) não se observou adesão de células vegetativas de B. cereus à superfície de aço 

inoxidável em nenhuma das duas etapas. Além disso, a maior adesão ao aço inoxidável foi 

observada pelo pool de esporos de B cereus isolados da indústria láctea em qualquer condição 

avaliada neste trabalho.  
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No caso do condicionamento da superfície do aço inoxidável, a maior adesão foi 

observada após utilizar o leite integral como matriz condicionante, possivelmente pela 

melhor fixação do esporo nessa matriz. Por outro lado, a menor adesão do esporo foi 

observada quando o pool de B cereus foi veiculado no leite integral sem prévio 

condicionamento da superfície. Em outras palavras, a presença da gordura na superfície 

condicionante favorece a adesão, entretanto, sua presença numa matriz contaminada, 

desfavorece a adesão de esporos de B cereus à superfície do aço inoxidável. Isso pode ser 

explicado pelo fato de que a gordura presente na matriz condicionante (leite integral) do aço 

inoxidável possui afinidade pelo micro-organismo que foi inoculado previamente em solução 

aquosa, o que possivelmente favoreceu a adesão. Enquanto que, quando o esporo foi 

inoculado no leite integral, a gordura presente no leite e o esporo (ambos hidrofóbicos) 

competiram por sítios de ligação presentes no aço inoxidável, o que pode ter desfavorecido 

a adesão do esporo. 

A partir dos resultados obtidos e apresentados na primeira etapa (com 

condicionamento do aço inoxidável) e na segunda etapa (sem condicionamento do aço 

inoxidável), observou-se que o pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea 

apresentou adesão média de 4,61 e 3,62 log UFC/cm2, respectivamente, indicando condições 

de adesão mais favoráveis quando o aço inoxidável foi condicionado com diferentes matrizes. 

O condicionamento com leite integral favoreceu significativamente a adesão de B. cereus 

quando comparado ao condicionamento com outras matrizes, conforme apresentado 

anteriormente na Figura 5. Enquanto que, o condicionamento com água e com leite desnatado 

conferiram significativamente a mesma adesão de esporos de B. cereus. Sendo assim, a 

continuação do trabalho, teve por objetivo avaliar o efeito do condicionamento do aço 

inoxidável com uma matriz láctea (leite integral) e uma matriz não láctea (água), do meio de 

inoculação do pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea (água e leite integral) 

e do tempo de exposição (5min, 10, 24, 48 e 72 h) sobre a adesão e formação de biofilme por 

B. cereus. 

 

4.3 Adesão de esporos de B. cereus em aço inoxidável pré-condicionado ao longo 

do tempo de exposição 
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O efeito das matrizes de condicionamento do aço inoxidável, dos meios de 

inoculação, do tempo de exposição, bem como da interação destes fatores sobre a adesão e 

formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de 

esporos é apresentado na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Resumo da análise de variância (ANOVA) para avaliação do efeito das matrizes 

de condicionamento do aço inoxidável, dos meios de inoculação, do tempo de exposição e 

das interações entre esses fatores sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus. 

* Matrizes de Condicionamento: Água, Leite integral 
** Meios de Inoculação: Água inoculada com pool de esporos, Leite integral inoculado com 
pool de esporos 
***Tempo de exposição: 5min (0,08h), 10, 24, 48 e 72 h. 
GL (Graus de Liberdade); p (probabilidade de significância < 0,05). 

 

Pode-se observar na Tabela 6 que a interação entre os fatores matrizes de 

condicionamento, meios de inoculação e tempo de exposição não afetou significativamente 

a adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliada tanto por contagem total de células 

como por contagem de esporos.  

Com relação aos efeitos separados, a Figura 7 apresenta a adesão e formação de 

biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de esporos para as 

matrizes de condicionamento, meios de inoculação e tempo de exposição.  

 

 

  Valores de p 

Fatores GL 

Contagem 

total de 

células 

Contagem 

Esporos 

Matrizes de Condicionamento* 1 0,756 0,161 

Meios de Inoculação** 1 < 0,0001 < 0,0001 

Tempo de Exposição*** 4 < 0,0001 < 0,0001 

Matrizes de Condicionamento × Meio de Inoculação 1 0,400 0,025 

Matrizes de Condicionamento × Tempo de Exposição 4 0,018 0,053 

Meio de Inoculação × Tempo de Exposição 4 0,001 < 0,0001 

Matrizes × Meio de Inoculação × Tempo de Exposição 4 0,355 0,154 
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Figura 7. Efeito das (a) matrizes de condicionamento, (b) meios de inoculação e (c) tempo 

de exposição sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem 

total de células e contagem de esporos (log UFC/cm2) (n = 3). 
a, b Letras minúsculas diferentes, para contagem total de células ou contagem de esporos, apresentam 
diferença significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

(a) 

(b) 

(c) 
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Observa-se na Figura 7 a que as matrizes de condicionamento não afetaram a adesão 

e formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e contagem de 

esporos. Enquanto que, os meios de inoculação afetaram a adesão e formação de biofilme 

por B. cereus (Figura 7 b). Nesse caso, a água inoculada com o pool de esporos de B. cereus 

isolados da indústria láctea conferiu estatisticamente maior adesão média ao aço inoxidável 

(3,53 e 3,49 log UFC/cm2, para contagem total de células e de esporos, respectivamente) 

quando comparada ao leite integral inoculado com esse pool de esporos, que apresentou 

adesão média de 2,84 e 2,72 log UFC/cm2 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 adesão e formação de biofilme foi proveniente da adesão dos esporos do pool de B. 

cereus isolados da indústria láctea que foram inoculados na água 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 termófilos em amostras de leite, sugerindo que as 

bactérias presentes nas amostras estavam predominantemente na forma de esporos. 

Pode-se observar que a adesão de B. cereus aumentou significativamente ao longo do 

tempo uma vez que, este aumento foi, em média, de 0,76 log UFC/cm2 entre 5 min (0,08h) e 

72 h para contagem total de células e, de 0,65 log UFC/cm2 para contagem de esporos (Figura 

7 c). Observa-se ainda que houve um maior aumento inicial na adesão ao se comparar os 

valores entre 5 min e 10 h, e que a contagem de esporos mostrou que a adesão se estabilizou 

após 10 h de exposição. Essa estabilização era esperada, uma vez que esporos são estruturas 

dormentes (metabolicamente inativos) que não possuem a capacidade de multiplicação 

(BLACKBURN; McCLURE, 2009). Além do que, este fato pode indicar que a superfície do 

aço inoxidável não estava ainda completamente saturada com os esporos até 10 h de 

exposição conforme também observado por Wijman et al. (2007). 

Com relação à contagem total de células, observou-se um aumento na adesão após 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 adesão de células vegetativas. Esses dados podem justificar a menor adesão de 

esporos após 48 h, uma vez que ocorreu um distanciamento nos valores de adesão entre a 

contagem total de células e de esporos após esse tempo de exposição (Figura 7 c). 
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O efeito da interação entre os meios de inoculação e o tempo de exposição sobre a 

adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células e de 

esporos, é apresentado na Figura 8. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito da interação entre os meios de inoculação e o tempo de exposição sobre a 

adesão e formação de biofilme por B. cereus, para (a) contagem total de células e (b) 

contagem de esporos, em log UFC/cm2 (n=3). 
 A,B Letras maiúsculas diferentes entre os meios de inoculação apresentam diferença significativa pelo 
teste de Tukey (p < 0,05). 
a,b Letras minúsculas diferentes ao longo do tempo de exposição apresentam diferença significativa 
pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

(a) 

(b) 
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Observa-se na Figura 8 que, independente das matrizes de condicionamento, o pool de 

esporos de B. cereus inoculado em água favoreceu significativamente a adesão e formação 

de biofilme por B. cereus, quando comparado ao pool de esporos de B. cereus inoculado em 

leite integral, em todos os tempos de exposição estudados. A adesão de B. cereus ao aço 

inoxidável quando foi inoculado em água também foi relatada por Nanasaki et al. (2010), 

que observaram que esporos de Geobacillus stearothermophilus e Bacillus subtilis 

apresentaram adesão ao aço inoxidável sem qualquer prévio condicionamento da superfície. 

Pode-se observar que a adesão de B. cereus aumentou ao longo do tempo de exposição 

de forma diferente para os meios de inoculação, uma vez que houve um maior aumento de 

adesão de B. cereus ao aço inoxidável quando o pool de esporos foi inoculado em água do 

que quando inoculado em leite integral. Após 72 h, a contagem total de células (células 

vegetativas + esporos) aumentou (p < 0,05) 1,01 log UFC/cm2 quando o pool de esporos de 

B. cereus foi inoculado em água e 0,51 log UFC/cm2 quando inoculado em leite integral 

(Figura 8 a).  

No que diz respeito à contagem de esporos (Figura 8 b), observou-se que a adesão e 

formação de biofilme por B. cereus apresentou um aumento (p < 0,05) de 1,02 e 0,3 log 

UFC/cm2 quando o pool de esporos de B. cereus foi inoculado em água e leite integral, 

respectivamente.  

A menor adesão de B. cereus em aço inoxidável quando inoculado em leite integral 

pode ser explicada pela presença da gordura nessa matriz, a qual é hidrofóbica e, que pode 

ter interagido com a superfície hidrofóbica do aço inoxidável, competindo por sítios de 

ligação da superfície, assim com a bactéria (BARNES et al., 1999). 

Com relação aos resultados apresentados na Figura 8, pode-se sugerir que ocorre 

germinação dos esporos que foram inoculados em leite integral, assim como mencionado 

anteriormente nos resultados apresentados na Figura 7 c. Essa observação pode ser melhor 

visualizada na Figura 9, que apresenta o desenvolvimento de adesão e formação de biofilme 

por B. cereus, avaliada por contagem total de células e de esporos, para os meios de 

inoculação ao longo do tempo de exposição.  
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Figura 9. Desenvolvimento da adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliada por 

contagem total de células e contagem de esporos, expressas em log UFC/cm2, para os meios 

de inoculação ao longo do tempo de exposição. 

 

Observa-se na Figura 9, assim como foi observado na Figura 8, que a adesão de B. 

cereus ao aço inoxidável foi maior quando o pool dos esporos foi inoculado em água do que 

quando inoculado em leite integral. Pode-se observar ainda, que quando o pool de esporos 

foi inoculado em água, a contagem total de células (células vegetativas + esporos) e a 

contagem de esporos foram similares, sugerindo que a adesão em aço inoxidável nesse meio 

de inoculação ocorreu apenas por esporos, e que os mesmos não germinaram. Por outro lado, 

quando os esporos foram inoculados no leite integral, observou-se que a partir de 48 h a 

adesão de esporos de B. cereus diminuiu (contagem de esporos) e a contagem total de células 

aumentou, o que sugere também adesão de células vegetativas, indicando que o leite 

favoreceu a germinação dos esporos.  

Esse fato indicou que após 48 h de exposição, provavelmente ocorreu germinação dos 

esporos, uma vez que os valores de contagem de esporos começaram a se distanciar dos 

valores de contagem total de células, como pode ser observado na Figura 9. Com relação à 

contagem total de células, que representa a contagem de células vegetativas e esporos, a 

adesão de B. cereus foi de 3,06 log UFC/cm2 e, para a contagem de esporos de 2,78 log 

UFC/cm2 após 72 h de exposição. Esses dados corroboram com os valores obtidos para o 

meio de inoculação (leite), que apresentou contagens de B. cereus de 5,67 log UFC/mL para 
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contagem total de células e 5,29 log UFC/mL para contagem de esporos, sugerindo 

novamente que o leite favoreceu a germinação dos esporos, provavelmente pelo contato dos 

esporos com os nutrientes presentes em sua composição. 

A germinação dos esporos sugerida nesse estudo também foi observada por Shaheen 

et al. (2010), no qual relataram que esporos de B. cereus isolados de indústria láctea 

inoculados em leite integral foram capazes de formar biofilme e germinar após 48 h de 

exposição ao aço inoxidável. Além disso, os resultados obtidos que sugerem essa germinação 

corroboram com os dados apresentados na Figura 10, que apresenta o efeito da interação 

entre as matrizes de condicionamento e os meios de inoculação sobre a adesão e formação 

de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem de esporos. 

 

Figura 10. Efeito da interação entre as matrizes de condicionamento e os meios de 

inoculação sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem de 

esporos, em log UFC/cm2 (n=3). 
A,B Letras maiúsculas diferentes entre as matrizes de condicionamento apresentam diferença 
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). 
a,b Letras minúsculas diferentes entre os meios de inoculação apresentam diferença significativa pelo 
teste de Tukey (p < 0,05). 
 

Com relação à contagem de esporos, observa-se maior adesão de B. cereus ao aço 

inoxidável após o condicionamento com água (2,82 log UFC/cm2) do que com leite integral 

(2,62 log UFC/cm2) (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 germinação dos esporos que foram inoculados no leite e, por isso a menor 

adesão foi observada nessa condição. Observa-se que a adesão e formação de biofilme por 
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B. cereus foi significativamente maior quando o pool de esporos de B. cereus foi inoculado 

em água do que em leite integral, em ambas as matrizes de condicionamento. Por outro lado, 

não foi observada diferença na adesão quando o pool de esporos de B. cereus foi inoculado 

em água após o condicionamento com as matrizes água (3,47 log UFC/cm2) e leite integral 

(3,52 log UFC/cm2).  

O efeito da interação entre as matrizes de condicionamento e o tempo de exposição 

sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus, avaliado por contagem total de células, 

é apresentado na Figura 11. 

 

 

Figura 11. Efeito da interação entre as matrizes de condicionamento e o tempo de exposição 

sobre a adesão e formação de biofilme por B. cereus, para contagem total de células, em log 

UFC/cm2 (n=3). 
A,B Letras maiúsculas diferentes entre as matrizes apresentam diferença significativa pelo teste de 
Tukey (p < 0,05). 
a,b Letras minúsculas diferentes ao longo do tempo de exposição apresentam diferença significativa 
pelo teste de Tukey (p < 0,05). 

 
 

Observa-se na Figura 11 que o condicionamento do aço inoxidável com água 

favoreceu inicialmente (5 min) a adesão e formação de biofilme por B. cereus (2,86 log 

UFC/cm2) quando comparada à adesão após o condicionamento com leite integral (2,53 log 

UFC/cm2). De acordo com Dickson; Koohmaraie (1989), o condicionamento da superfície 

de aço inoxidável pode alterar as propriedades físico-químicas da superfície, tais como cargas 

eletrostáticas, mudanças na hidrofobicidade e que podem afetar a ordem dos eventos 
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microbianos, consequentemente a adesão. Dessa forma, neste trabalho, esse fenômeno foi 

observado principalmente no início da formação do biofilme. 

No que diz respeito aos outros tempos de exposição avaliados, a adesão foi a mesma 

para ambas as matrizes de condicionamento. Quando o aço inoxidável foi condicionado com 

água, independente dos meios de inoculação, a adesão e formação de biofilme por B. cereus 

aumentou 0,5 log UFC/cm2 entre 5 min (0,08h) e 72 h, cujos valores foram 2,86 log e 3,36 

log UFC/cm2, respectivamente. Enquanto que, independente dos meios de inoculação, a 

adesão e formação de biofilme por B. cereus aumentou 1,03 log UFC/cm2 ao longo do tempo 

de exposição quando o aço inoxidável foi condicionado com leite integral. 

Em resumo, os resultados apresentados nesta etapa indicaram que a adesão e 

formação de biofilme pelo pool de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea se 

estabilizou em torno de aproximadamente 10 h, não havendo um aumento significativo dessa 

adesão após esse tempo (Figura 7 c). Sendo assim, para a avaliação da eficiência dos 

procedimentos de higienização, selecionou-se os biofilmes formados após 24 h, uma vez que 

esse tempo é similar ao tempo de processamento encontrado no processamento de leite em 

pó (16 a 20 h), antes de um procedimento padrão de higienização CIP. Os quatro biofilmes 

avaliados foram os mesmos estudados na terceira etapa do trabalho, com duas matrizes de 

condicionamento do aço inoxidável (água e leite integral) e dois meios de inoculação do pool 

de esporos de B. cereus isolados da indústria láctea (água e leite integral).  

 

4.4 Avaliação de procedimentos de higienização na remoção de biofilmes de 

esporos de B. cereus 

 

A Tabela 7 apresenta a adesão e formação de biofilme pelo pool de esporos de B. 

cereus após 24 h, avaliada por contagem de esporos, que foram utilizados na avaliação da 

eficiência dos procedimentos de higienização. 
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Tabela 7. Adesão e formação de biofilme pelo pool de esporos de B. cereus após 24 h, 

avaliada por contagem de esporos, em log UFC/cm2 (n=3). 

Biofilme 
Procedimento para formação de 

biofilme 

Contagem de 
esporos 

(log UFC/cm2) 

Biofilme água/água 

Cupons condicionados em água (200 
rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de 
imersão em água inoculada com pool 

de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 
°C por 24 h) 

3,62 

Biofilme água/leite integral 

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

2,73 

Biofilme água/leite integral 

Cupons condicionados em leite integral 
(200 rpm, 55 °C por 20 h), seguidos de 
imersão em água inoculada com pool 

de esporos de B. cereus (200 rpm, 55 
°C por 24 h) 

3,59 

Biofilme leite integral/leite integral 

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

2,63 

 

 

O efeito dos nove procedimentos de limpeza e sanitização sobre a remoção 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 sanitização sobre a remoção do (a) biofilme água/água, (b) biofilme água/leite integral, 
(c) biofilme leite integral/água, (d) biofilme leite integral/leite integral formados pelo pool de esporos de B. cereus, avaliado por contagem de 
esporos, em log UFC/cm2 (n=3).  
a,b Para cada biofilme, letras minúsculas diferentes apresentam diferença significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05); §Limite de 
detecção do método = 0,7 log UFC/cm2. Desvio padrão não estabelecido. 
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Pode-se observar na Figura 12 que a utilização do CIP completo (detergente 

tensoativo aniônico e ácido), seguido de sanitização com hipoclorito de sódio, foi o único 

procedimento de higienização capaz de remover todos os biofilmes formados pelo pool de 

esporos de B. cereus isolados da indústria láctea. Por outro lado, observa-se que a eficiência 

dos outros procedimentos de higienização na remoção dos biofilmes apresentou diferenças 

na remoção ou redução das contagens de B. cereus. 

Observa-se na Figura 12 a que todos os procedimentos, exceto o uso exclusivo do 

ácido peracético, reduziram as contagens de B. cereus presente no biofilme água/água. O 

biofilme mostrou-se resistente a aplicação apenas do ácido peracético, uma vez que após esse 

procedimento a contagem de B. cereus (3,43 log UFC/cm2) não diferiu significativamente da 

contagem inicial do cupom controle (3,62 log UFC/cm2), que não foi submetido a nenhum 

procedimento de higienização. Enquanto que, a aplicação isolada do hipoclorito de sódio 

reduziu 1,37 log UFC/cm2, apresentando contagem residual de B. cereus de 2,25 log 

UFC/cm2. 

Somente o uso de um CIP completo, utilizando hipoclorito de sódio como sanitizante, 

resultou na remoção total desse biofilme, com contagens residuais de B. cereus nas 

superfícies de aço inoxidável abaixo do limite de detecção do método (< 0,7 log UFC/cm2). 

Por outro lado, esse biofilme mostrou-se resistente ao CIP completo seguido de sanitização 

com ácido peracético, com redução de apenas 1,49 log UFC/cm2 da população de B. cereus. 

Em geral, os resultados mostram que apenas um dos nove procedimentos utilizados no estudo 

foi eficiente na remoção total desse biofilme, o que indica que se os outros procedimentos 

forem utilizados na tentativa de remoção, os micro-organismos ainda estarão presentes e, 

podem aderir a outras superfícies e formarem novos biofilmes (Figura 12 a). Possivelmente 

os apêndices celulares (esporos) e as interações hidrofóbicas (superfície e esporo) que 

provavelmente governaram essa adesão, eram fortes e contribuíram para a maior resistência 

desse biofilme aos procedimentos de higienização. 

No que diz respeito ao biofilme água/leite integral, a sanitização com uso exclusivo do ácido 

peracético foi o único procedimento que não foi eficiente na remoção total do biofilme, 

apresentando contagem de B. cereus de 2,00 log UFC/cm2 (Figura 12 b). Assim como no 

biofilme água/água, o ácido peracético foi o procedimento menos eficiente na remoção do 

biofilme e, os demais procedimentos de higienização promoveram a redução das contagens 

de B. cereus para níveis não detectáveis (< 0,7 log UFC/cm2). Acredita-se que as interações 
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que mantinham os esporos aderidos à esse biofilme eram mais fracas que as interações 

presentes no biofilme anterior, o que também pode ser comprovado pela menor adesão dos 

esporos de B. cereus no cupom controle (2,73 log UFC/cm2) quando comparado à adesão no 

biofilme água/água que foi de 3,62 log UFC/cm2. 

Com relação ao biofilme leite integral/água, dois procedimentos de higienização foram 

capazes de remover completamente o biofilme, apresentando contagens residuais nas 

superfícies de aço inoxidável abaixo do limite de detecção do método (< 0,7 log UFC/cm2), 

sendo o procedimento de limpeza com detergente tensoativo aniônico, seguido de sanitização 

com hipoclorito de sódio e o procedimento CIP completo com o uso do hipoclorito de sódio 

(Figura 12 c). Os demais procedimentos de limpeza e sanitização utilizados não foram 

eficientes na remoção total desse biofilme, entretanto, reduziram as contagens de B. cereus. 

Os procedimentos que conferiram maior redução nas contagens foram a limpeza com 

detergente tensoativo aniônico e com tensoativo aniônico seguido de detergente ácido, uma 

vez que reduziram as contagens de B. cereus para 1,56 e 1,58 log UFC/cm2, respectivamente. 

A aplicação do sanitizante ácido peracético reduziu a contagem de B. cereus para 2,40 log 

UFC/cm2, sendo o procedimento que apresentou menor redução na contagem do micro-

organismo. Acredita-se que a condição do biofilme leite integral/água apresentava interações mais 

fortes que mantinham os esporos aderidos à esse biofilme, por meio principalmente das 

interações hidrofóbicas, o que pode ser explicado pela maior resistência desse biofilme aos 

agentes de higienização. 

 Assim como observado nos dois biofilmes anteriores, a aplicação isolada do 

sanitizante ácido peracético não foi suficiente para remover o biofilme, sendo também o que 

conferiu menor redução nas contagens de B. cereus conforme apresentado anteriormente nos 

resultados do biofilme  água/água e do biofilme água/leite integral.  

Pode-se observar na Figura 12 d que todos os procedimentos de limpeza e sanitização 

foram eficientes na remoção do biofilme leite integral/leite integral, que apresentou contagens 

residuais de B. cereus nas superfícies de aço inoxidável abaixo do limite de detecção do 

método (< 0,7 log UFC/cm2). Uma possível explicação é que esse biofilme não estava 

completamente maduro, o que pode ter facilitado a ação dos detergentes e sanitizantes sobre 

os biofilmes, que são 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 condições 
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do meio, presença ou não de nutrientes, mudanças nas interações eletrostáticas. A presença 

de leite no meio de cultivo e como filme condicionante pode ter alterado as propriedades 

físico-químicas da interação superfície/esporo, sugerindo a presença de uma fraca adesão 

para esse biofilme (DICKSON; KOOHMARAIE, 1989). 

Neste caso, o procedimento de limpeza por meio do detergente tensoativo aniônico 

foi capaz de remover os constituintes do leite integral (gorduras, proteínas e carboidratos), 

além do detergente ácido que possui a capacidade de solubilizar os minerais envolvidos na 

interação biofilme-superfície ou de romper ligações, promovendo a liberação das células 

remanescentes fortemente aderidas à superfície do aço inoxidável (FERNANDES; 

KABUKI; KUAYE, 2015). Outra explicação é que a utilização da temperatura de 40 °C (ação 

térmica) e agitação (340 rpm) que simula a aplicação de energia mecânica na superfície foram 

utilizadas em combinação com os detergentes (ação química), auxiliando assim a eficiência 

do processo de limpeza (FORSYTHE, 2013). A ação mecânica e química tem um efeito 

sinergístico, sendo que ambos desempenham importante papel na remoção da célula aderida 

e do biofilme (SREY; JAHID; HA, 2013). 

Quando houve apenas aplicação dos sanitizantes, à temperatura ambiente, pode-se 

sugerir que a utilização de ação mecânica (340 rpm) juntamente com a ação 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 à diminuição das contagens dos micro-organismos (FISHER; PHILLIPS, 

2009).  

De acordo com Hinton et al. (2002), durante a produção de leite em pó, os micro-

organismos estão aderindo e sendo removidos ao mesmo tempo das superfícies dos 

equipamentos. Resultados diferentes desse trabalho foram observados por esses autores que 

constataram que a limpeza de uma superfície de aço inoxidável com NaOH 2% (p/v) à 65 °C 

não inativou Geobacillus stearothermophilus que estava aprisionado na matriz láctea, além 

de que, uma vez que o fouling é removido pelo detergente, a bactéria ali presente pode 

recontaminar o próximo produto que será processado. Rosmaninho et al. (2007), após simular 

a formação de um filme condicionante com leite integral em aço inoxidável, observou que a 

adesão de esporos de B. cereus apresentou contagens de 1,43 × 104 UFC/cm2 e, que após um 

procedimento CIP utilizando NaOH 0,5% (p/v) à 60 °C, o número de esporos residuais 
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aderidos nas superfícies foi de aproximadamente 1,5 × 101 UFC/cm2, indicando a resistência 

desse biofilme . 

De modo geral, nesse estudo, o hipoclorito de sódio foi o sanitizante mais eficiente, 

removendo o biofilme água/leite integral e o biofilmeleite integral/leite integral, quando aplicado sem 

qualquer outro procedimento complementar. Sua eficiência foi maior quando se utilizou um 

tratamento de limpeza anterior, no caso o uso do detergente tensoativo aniônico seguido do 

detergente ácido, contribuindo para que este fosse o único procedimento de limpeza e 

sanitização dos nove testados que foi capaz de remover totalmente todos os biofilmes 

estudados no trabalho, a níveis de contagem de esporos de B. cereus abaixo do limite de 

detecção do método (< 0,7 log UFC/cm2).  

O mecanismo de inativação de esporos de B. subtilis por meio da utilização de 

hipoclorito de sódio ou dióxido de cloro foi atribuído ao dano causado na membrana interna 

dos esporos, resultando assim na inibição da sua germinação (YOUNG; SETLOW, 2003).  

Esses resultados são diferentes dos encontrados por Fernandes (2014), no qual o 

sanitizante ácido peracético foi mais eficiente quando comparado ao hipoclorito de sódio na 

remoção de biofilme multi-espécie de B. cereus e Enterococcus spp. Vale ressaltar que 

diferentes cepas, contagem inicial dos micro-organismos aderidos, diferentes matrizes e 

condições de formação dos biofilmes, diferentes métodos de higienização dificultam a 

comparação de estudos. 

Em resumo, o biofilme água/água foi o que apresentou maior resistência à maioria dos 

procedimentos de limpeza e sanitização testados neste trabalho, o que indica uma grande 

preocupação da indústria, principalmente com a água que será utilizada posteriormente na 

limpeza dos equipamentos. Os esporos aderidos ao aço inoxidável nestas condições se 

mostraram resistentes à higienização e fortemente aderidos ao aço inoxidável. Oliver; 

Jayarao; Almeida (2005) relataram que as superfícies dos equipamentos podem ser uma fonte 

de contaminação para micro-organismos deteriorantes e patogênicos, no entanto, essa 

contaminação também pode ser proveniente da água utilizada para a higienização dessas 

superfícies encontradas nas plantas de processamento de produtos lácteos. 

Ao avaliar os resultados, observou-se que a maior eficiência dos procedimentos de 

higienização ocorreu quando utilizou-se o leite como meio de inoculação (biofilme água/leite 

integral e biofilme leite integral/leite integral). Acredita-se que a interação do esporo com a matriz láctea 

presente no meio de cultivo, principalmente por meio de interações hidrofóbicas, contribuiu 
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para a menor adesão dos esporos no cupom controle, sugerindo interações de adesão fracas 

e que foram mais facilmente eliminadas por meio dos procedimentos de higienização. Isso 

indica que quando os esporos foram inoculados em água (biofilme água/água e biofilme leite 

integral/água) os mesmos aderiram mais fortemente as superfícies, contribuindo para a maior 

resistência aos procedimentos de higienização. A maior resistência pode ser explicada pelo 

caráter hidrofílico da água e hidrofóbico do esporo, que naturalmente se repelem, sugerindo 

maior adesão do esporo ao aço inoxidável, que também é hidrofóbico.  

Os resultados encontrados no trabalho são preocupantes (valores de adesão de B. 

cereus reportados em log UFC/cm2) uma vez que, ao se pensar na área total de equipamentos 

utilizados no processamento de leite e produtos lácteos, esse número se torna um valor crítico 

para a contaminação dessas superfícies, pois o desprendimento das células de B. cereus 

poderá prejudicar a segurança microbiológica, além de afetar a qualidade do produto. Bremer 

et al. (2009) relataram que trocadores de calor à placas, incluindo pasteurizadores e seções 

de evaporadores estão entre as áreas mais críticas para formação de biofilme uma vez que 

compreendem uma grande área superficial. 

Com relação a esse estudo, resultados similares foram observados por Wirtanen et al. 

(1996), no qual após um procedimento CIP com detergente alcalino e ácido, esporos de B. 

cereus NCTC 2599 apresentaram maiores contagens residuais nas superfícies de aço 

inoxidável sem condicionamento quando comparado às contagens em aço inoxidável 

previamente condicionado com leite. A mesma tendência foi observada por Faille; Fontaine; 

Bénézech (2001), que observaram que esporos de B. cereus, isolados do processamento de 

produtos lácteos e resuspensos em solução salina apresentaram adesão em torno de 6,5 log 

UFC/cm2, e após o procedimento CIP utilizando um detergente alcalino comercial 1% (v/v) 

à 50 °C, as contagens reduziram 1 log aproximadamente, resultando em valores próximos a 

5,5 log UFC/cm2 de esporos remanescentes. Esses resultados são similares ao encontrados 

para a remoção do biofilme água/água, o qual se mostrou extremamente resistente à diferentes 

procedimentos de higienização. 

Shaheen et al. (2010), relataram que a adesão de esporos aos equipamentos de aço 

inoxidável encontrados em indústrias lácteas pode representar um mecanismo para a sua 

sobrevivência, pois a forte adesão seria uma vantagem ao pensar que os esporos poderiam se 

espalhar através da água utilizada na indústria. Acredita-se também que as condições 

utilizadas em um procedimento CIP afetariam as propriedades dos esporos e portanto 
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poderiam modificar sua habilidade em aderir novamente ao aço inoxidável após seu 

desprendimento dos biofilmes (FAILLE et al., 2010a). 

Os danos causados à superfície dos esporos, principalmente por altas temperaturas 

utilizadas no processo de limpeza podem modificar suas propriedades físico-químicas, tais 

como hidrofobicidade, que pode apresentar um papel na adesão de esporos ao aço inoxidável 

(FAILLE et al., 2002).  

Esporos de Geobacillus sp. após tratamento com NaOH 1% (p/v) foram seis vezes 

mais hidrofóbicos e apresentaram significativamente maior habilidade de adesão em aço 

inoxidável quando comparados à esporos que não sofreram esse tratamento. A maior 

hidrofobicidade desses esporos foi relacionada à hidrólise parcial da capa do esporo devido 

à ação do NaOH que contribuiu para a liberação de mais grupos hidrofóbicos presentes dentro 

da capa do esporo, conforme os autores observaram por meio de microscopia eletrônica de 

transmissão (SEALE et al., 2010). Faille et al. (2002) observaram que esporos hidrofóbicos 

de B. cereus aderiram em maior quantidade e apresentaram maior resistência aos 

procedimentos de limpeza com detergente alcalino quando comparados à esporos de B. 

subtilis. 

Os agentes tensoativos diminuem a tensão superficial da água auxiliando o contato 

entre os resíduos e os agentes de limpeza, além de contribuir para o enfraquecimento das 

ligações formadas entre a superfície e o resíduo (SALUSTIANO et al., 2010). No caso deste 

trabalho, provavelmente o detergente tensoativo aniônico não foi suficiente para 

desempenhar seu papel na remoção dos esporos que não estavam protegidos pela matriz 

láctea. Acredita-se que o detergente pode ter desempenhado essa função quando os esporos 

foram inoculados na matriz láctea, agindo principalmente no enfraquecimento das ligações 

formadas pelas proteínas e na emulsificação da gordura presentes no leite e, 

consequentemente os esporos foram removidos juntamente com essa matriz, por sua vez, o 

mesmo desempenho não foi observado quando os esporos foram inoculados na água. 

Um estudo comparando os efeitos dos sanitizantes utilizando os compostos ativos de 

NaOCl, HCl, H2O2, ácido acético e amônio quaternário, Black et al (2008) concluiu que 

compostos contendo hipoclorito foram mais efetivos contra esporos de B. cereus, e produtos 

contendo derivados de HCl e H2O2 reduziram significativamente o número de esporos 

embora em menor taxa. A maioria dos sanitizantes com princípio ativo de NaOCl reduziram 

os esporos à níveis sensíveis em 10 min à 25 °C.  
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A utilização apenas de hipoclorito de sódio na concentração 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 aço inoxidável. Após a remoção da matriz do biofilme por 

procedimento de limpeza, B. cereus foi eliminado após tratamentos com 100 ppm por 10min, 

200 ppm por 5 min e 300 ppm por 3 min, sugerindo a maior eficiência do hipoclorito de sódio 

após um procedimento de limpeza (LEE et al., 2010). 

Assim como observado nesse estudo, o ácido peracético foi menos eficiente em 

inativar ou remover esporos de B. cereus presentes em biofilme formado em aço inoxidável 

contendo caldo TSB quando comparado ao hipoclorito de sódio (RYU; BEUCHAT, 2005). 

Sugere-se que a ineficiência do ácido peracético em alguns biofilmes está relacionada ao fato 

dos aldeídos não degradarem o biofilme, sendo capazes de até estabilizar o mesmo (SREY; 

JAHID; HA, 2013). 

Bactérias podem sobreviver e produzir biofilmes em superfícies de aço inoxidável 

mesmo após a higienização por meio do sistema CIP (SHI; ZHU, 2009). Este fato pode ser 

atribuído ao uso indevido de agentes antimicrobianos utilizados no controle de biofilmes, 

uma vez que não existem métodos quantitativos padronizados para a seleção de protocolos 

eficientes no controle de biofilmes (LEMOS et al., 2015). 

Conforme mencionado anteriormente, esporos de B. cereus são mais hidrofóbicos do 

que esporos de outros Bacillus spp., tornando mais difícil sua remoção 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 após limpeza alcalina 

foram capazes de germinar e formar biofilme, mostrando sua elevada resistência.  

A eficiência da remoção dos esporos durante os procedimentos de limpeza e 

sanitização é altamente influenciada pela susceptibilidade da superfície dos esporos aos 

agentes químicos, que podem enfraquecer a interação entre os esporos e a superfície ao longo 

do tempo (FAILLE et al., 2013). 

A resistência de biofilmes à agentes antimicrobianos, tais como sanitizantes, tem sido 

atribuída ao controle ineficiente dos biofilmes por meio de processos de higienização 

convencionais (MALEK, 2012). A elevada resistência das células presentes em biofilme 

pode ser explicada pela baixa difusão 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 difusão dos agentes químicos através das camadas do biofilme pode ser de 60 

a 80% menor (KRÓLASIK et al., 2010). 

De qualquer forma, procedimentos tais como limpeza e sanitização são 

indispensáveis para a redução dos micro-organismos à níveis aceitáveis (SREY; JAHID; HA, 

2013). 

 

4.5 Características físico-químicas da superfície dos esporos 

 

4.5.1 Potencial Zeta 

 

A Figura 13 apresenta os valores de potenciais zeta (mV) em função do pH das 

suspensões dos esporos de B. cereus utilizadas nos testes de adesão e formação de biofilme 

e a Tabela 7 apresenta o ponto isoelétrico desses esporos. 

 

 

 

 

Figura 13. Potenciais zeta das suspensões de esporos de B. cereus em função da faixa de pH 

de 2 a 7.  

Valores representam a média de duas replicatas e a barra de erros representa o desvio padrão 

das médias. 
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Tabela 7. Ponto isoelétrico das suspensões 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 superfície da 

bactéria é altamente dependente do pH. O pH no qual o valor do potencial zeta é 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 superfície cargas negativas, uma vez que 

podem se originar dos lipopolissacarídeos do envelope celular e/ou dos grupamentos 

funcionais ácidos das proteínas presentes na pili (BAYER e SLOYER, 1990). O pH do meio 

em que se encontra a bactéria controla a protonação e a desprotonação dos grupos funcionais 

de superfície e, portanto, a carga da superfície celular pode variar de acordo com o pH 

(MARSHALL, 1976). 

O ponto isoelétrico de ácidos carboxílicos associados à proteínas encontra-se na faixa 

de pH 4,0 e 5,0, enquanto que o ponto isoelétrico dos ácidos carboxílicos associados aos 

polissacarídeos é mais próximo 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 superfície celular está frequentemente associada à adesão das bactérias às 

superfícies (UKUKU; FETT, 2002; KARUNAKARAN; BIGGS; 2011). Superfícies como o 

aço inoxidável normalmente possuem carga negativa em pH neutro, o que naturalmente 

resulta na repulsão de células carregadas negativamente (HERMANSSON, 1999). Os íons 

presentes no meio de cultivo podem se adsorver à superfície do aço inoxidável, 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 possuíam 

carga negativa no momento da adesão, sugerindo também que o aço inoxidável apresentava 

carga negativa. 

As superfícies das células bacterianas e/ou esporos podem possuir domínios com 

cargas carregadas positivamente que podem mediar a adesão apesar da repulsão eletrostática, 

além de que outras propriedades físico-químicas como hidrofobicidade, forças de Van der 

Waals e forças estéricas podem superar as interações eletrostáticas no processo de adesão 

(PALMER et al., 2010). De acordo com Daniels; Vanderleyden; Michiels (2004), a presença 

de flagelos pode superar as forças repulsivas presentes nas superfícies do substrato e, assim 

favorecer a formação de uma camada de células na superfície do material. 

Para os esporos de B. cereus, a adesão pode ser explicada pela presença de apêndices 

em sua superfície que tem a função de mediar principalmente a adesão inicial dos esporos à 

superfície do material. Esses apêndices foram visualizados por meio de microscopia 

eletrônica de transmissão por diversos autores (FAILLE et al., 2002; FAILLE et al., 2010b; 

ANKOLEKAR; LABBÉ, 2010). Segundo Houry et al. (2010), a adesão de B. cereus às 

superfícies é altamente influenciada pela carga de superfície celular e presença de flagelos.  

 
4.5.2. Hidrofobicidade  

 

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

de B. cereus utilizadas neste trabalho na adesão e formação de biofilme. 
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Figura 14. Porcentagem de hidrofobicidade das suspensões de esporos de B. cereus. 
a,b Letras minúsculas diferentes apresentam diferença 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 lácteos apresentaram altos valores de 

hidrofobicidade. De acordo com Karunakaran; Biggs, (2011) para uma bactéria ser 

considerada hidrofóbica, 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 hidrfofóbica ou não, 

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 à menor adesão dos mesmos nas duas primeiras etapas 

do trabalho, quando comparada à adesão dos esporos do pool de B. cereus isolados da 

indústria láctea. Faille et al. (2002) também mostraram que esporos de B. cereus isolados do 

processamento de indústrias lácteas apresentaram altos valores para hidrofobicidade (87%).  

Resultados similares foram obtidos por Elhariry (2011), que observou que os esporos 

da cepa de referência B. cereus DSMZ 345 apresentaram significativamente menor 

hidrofobicidade quando comparados aos esporos de B. cereus isolados de água. O autor 

relatou que a maior hidrofobicidade de micro-organismos isolados quando comparados à 

cepa de referência pode estar relacionada à sua exposição a condições adversas, que podem 

levar a alterações nas propriedades de superfície das bactérias e, sugeriu que ao simular 
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condições de biofilme, o melhor é utilizar isolados e não cepas de referência para uma 

representação mais real das situações encontradas. Nesse mesmo estudo, a maior adesão dos 

esporos em superfície de poliestireno foi atribuída à alta hidrofobicidade dos mesmos quando 

comparados às células vegetativas. 

Interações hidrofóbicas apresentam um importante papel na adesão de bactérias às 

superfícies, principalmente com relação a esporos de Bacillus sp. (GILBERT et al., 1991; 

LIU et al., 2004). A alta hidrofobicidade da superfície de uma bactéria pode auxiliar na 

adesão à superfície de diferentes materiais e, no caso da superfície bacteriana e a superfície 

do material serem mais hidrofóbicas que a fase aquosa (meio de cultivo), isso pode indicar 

um aumento na interação hidrofóbica entre a bactéria e o substrato pois facilita a remoção do 

filme de água existente entre as duas interfaces (LIU et al., 2004). 

As interações hidrofóbicas são consideradas as mais fortes dentre as interações não 

covalentes, o que pode sugerir que durante a adesão ao aço inoxidável, os esporos 

apresentarão maior adesão quando comparados às células vegetativas (HARIMAWAN et al., 

2013). A forte adesão de B. cereus tem sido atribuída ao caráter hidrofóbico do exospório 

que pode estar presente em algumas cepas (HUSMARK; RÖNNER, 1990; FAILLE et al., 

2002; FAILLE et al., 2010b; ANKOLEKAR; LABBÉ, 2010). 

De acordo com Seale et al. (2008), as superfícies dos esporos são heterogêneas e 

contém uma combinação de grupos funcionais tais como carboxilas, aminas e grupos 

fosfatos, que podem contribuir para a variação encontrada entre os testes utilizados para 

avaliar a hidrofobicidade de um micro-organismo, dificultando assim a comparação de 

resultados. 

Pode-se observar que os dados obtidos com relação às características de superfície 

dos esporos demonstram a importância de avaliar diversos fatores, tais como a 

hidrofobicidade e a carga elétrica, para o entendimento da habilidade de adesão e formação 

de biofilme por micro-organismos. Sendo assim, as propriedades de superfície de B. cereus, 

tais como o potencial zeta e a hidrofobicidade avaliadas neste trabalho, além da presença do 

exospório e apêndices relatados na literatura, podem contribuir para a persistência de B. 

cereus nas superfícies de equipamentos, contribuindo assim para a adesão e formação de 

biofilme.  
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5. CONCLUSÕES 
 

 Os esporos do pool de B. cereus isolados da indústria láctea apresentaram maior 

adesão ao aço inoxidável quando comparados aos esporos da cepa de referência de B. 

cereus ATCC 14579, o que pode ser atribuído às características físico-químicas da 

superfície dos esporos, uma vez que os esporos de B. cereus isolados da indústria 

láctea apresentaram alta valor para hidrofobicidade. O condicionamento do aço 

inoxidável com leite integral favoreceu significativamente a adesão desses esporos 

inoculados em água quando comparados ao não condicionamento do aço inoxidável. 

 

 O tempo de exposição dos cupons aos meios de inoculação contendo um pool de 

esporos de B. cereus afetou significativamente a adesão desse micro-organismo ao 

aço inoxidável, sendo que, após aproximadamente 10 h ocorreu uma estabilização do 

biofilme. Quando os esporos foram inoculados em água houve maior adesão quando 

comparados à inoculação em leite integral, independente das matrizes de 

condicionamento do aço inoxidável, possivelmente devido as interações hidrofóbicas 

mais fortes. 

 

 Todos os procedimentos de higienização foram eficientes na remoção do biofilme 

que foi formado por meio do condicionamento do aço inoxidável com leite integral, 

seguido por inoculação do pool de esporos de B. cereus em leite integral. O 

sanitizante hipoclorito de sódio foi significativamente o mais eficiente em 

comparação ao ácido peracético na remoção de todos os biofilmes. Além disso sua 

associação com prévia limpeza com detergente tensoativo aniônico e ácido, aumentou 

a sua eficiência, reduzindo as contagens de B. cereus a níveis não detectáveis. 
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ANEXO 1 
 

POTENCIAL ZETA DAS DIFERENTES CEPAS DE ESPOROS DE B. cereus 
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