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RESUMO

O leite € um alimento rico em nutrientes, esses nutrientes podem favorecer a
adesdo de microrganismos patogénicos ou deterioradores em diferentes
superficies que entram em contato com o leite. Comprometendo sua qualidade.
O processo de adesao bacteriana depende de diversos fatores. Entre eles, a
hidrofobicidade, a energia da superficie e as interagdes eletrostaticas. O estudo
objetivou fazer um levantamento sobre a adesao de bactérias em superficies
que sao utilizadas na producao de leite. Para obtencao dos resultados, foi
realizado um estudo qualitativo por meio de uma pesquisa bibliografica. Onde
foi possivel notar, que ha uma possivel relacdo direta entre a formagéo de
biofilmes e produgéo de fatores de viruléncia relacionados 4 adesdo. Em suma,
foi possivel concluir, que uma etapa primordial para prevenir ou diminuir o
processo de adesdo e formacdo de biofilme em diferentes superficies que
entram em contato direto com o leite, é a higienizacao de forma eficiente.

Palavras-chave: Qualidade do leite; biofiimes; armazenamento do leite;

higienizacao.



ABSTRACT

Milk is a food rich in nutrients, these nutrients may favor the adhesion of
pathogenic microorganisms or deteriorates on different surfaces that come into
contact with milk. Committing your quality. The process of bacterial adhesion
depends on several factors. Among them, hydrophobicity, surface energy and
electrostatic interactions. The objective of this study was to investigate the
adhesion of bacteria to surfaces that are used in milk production. To obtain the
results, a qualitative study was carried out by means of a bibliographical
research. Where it was possible to note that there is a possible direct
relationship between the formation of biofilms and the production of adhesion-
related virulence factors. In summary, it was possible to conclude that a
primordial step to prevent or reduce the process of adhesion and formation of
biofilm in different surfaces that come in direct contact with milk, is the

hygienization in an efficient way.

Key words: Milk quality; biofilms; storage of milk; sanitation.
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1. INTRODUGCAO

O leite é considerado um alimento rico em nutrientes, pois contem em
sua composi¢ao vitaminas, carboidratos, gorduras, minerais e proteinas. O que
favorece também, a adesdo de microrganismos patogénicos ou deterioradores
em diferentes superficies que entram em contato com o leite. Comprometendo
a qualidade do mesmo, que é um dos temas mais discutidos atualmente. A
adesao de bactérias as superficies que sao utilizadas durante a producao do
leite acontece por diversas formas. Constituindo um agregado de células que
podem causar danos & qualidade do leite e consequentemente a saude do
consumidor (ARAUJO et al, 2010).

O processo de adesdo bacteriana que envolve as superficies onde o
leite serd produzido, depende de diversos fatores. Entre eles, a hidrofobicidade,
energia de superficie e interagdes eletrostaticas. As bactérias sdo movidas
por efeito de forgas quimicas. Existem diversas formas para descrever esse
processo. Apds a adesdo, as bactérias se organizam em comunidades,
compondo um biofilme que € composto por células embebecidas numa matriz
de exopolissacarideos (IST, 2008).

A formacao desses biofilmes, pode causar graves consequéncias no
processo de producdo, entre eles, danificacdo de equipamentos, corrosao de
metais de tubulagbes e tanques, deterioragdo de alimentos, substituicdo de
pecas e equipamentos, problemas de saude publica, perda econdmica, entre
outros. Por isso, & grande importancia de se estudar em busca de
procedimentos que visam a prevenc¢ao ou diminuicdo do processo de adesao e
formagéo do biofilme para diferentes superficies de contato direto com o leite,

reduzindo assim, todas as consequéncias danosas possiveis.
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2. OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral

e O objetivo desta pesquisa constituiu em fazer um estudo e levantamento
sobre a adesdo de bactérias em superficies que sédo utilizadas na
producéo de leite. Visando a busca por processos que possam reduzir

esse problema comum durante a produgao e manejo do leite.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o processo, aspectos e mecanismos aos quais oS
microrganismos conseguem aderir as superficies;

e Avaliar a formacgéo dos biofilmes nas superficies;

e Determinar comportamento que possa prevenir esse problema na

contaminagao e controle da qualidade do leite.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Etapas do processo de adesao microbiano

O processo de adesao de bactérias as superficies € um fenbmeno que
ocorre naturalmente em meios aquosos e depende de diferentes fatores, tais
como: propriedades superficiais (tensdo superficial, entalpia superficial por
unidade de area, composicao da superficie, entre outras), das interfaces dos
suportes de adesao (aco, polimeros, marmore, etc.) e das membranas dos
microrganismos. Além disso, as propriedades microbiolégicas e as
caracteristicas do meio circundante, tais como temperatura, pH, forca i6nica e
disponibilidade de nutrientes, determinam, em muitos sistemas, o processo de
adsorgao ( ARAUJO et al., 2010; UBBINK, SCHAR-ZAMMARETTI, 2007).

O processo de adesdo pode ser divido em duas etapas: reversivel e
irreversivel. A adesao de um organismo a superficie envolve a aproximacao
deste na superficie de forma aleatéria ou através de mecanismos de
guimiotaxia e de mobilidade (pili superficiais, flagelos dentre outros). Quando o
microrganismo atinge uma distancia critica da superficie, a ocorréncia de
adesao depende do balanco final entre as forcas atrativas e repulsivas como as
interacdes eletrostaticas e hidrofébicas, forcas de van der Waals, impedimento
estereoquimico, entre outras, geradas entre as duas superficies (SA, 2013;
CHMIELEWSKI, FRANK, 2003).

A forca de repulsao entre duas superficies pode ser ultrapassada por
meio de interacbes moleculares especificas, como por exemplo, pela mediacao
de adesinas, que sdo proteinas localizadas em estruturas que irradiam da
superficie celular. Durante a adesao reversivel, as bactérias ainda exibem
movimentos brownianos e sao facilmente removidas pela aplicacdo de uma
forca minima (ARAUJO, et al, 2010; CHMIELEWSKI, FRANK, 2003; DAVEY,
O'TOOLE, 2000).

Apos a adesédo reversivel, as células fracamente ligadas consolidam o
processo de adesdo produzindo exopolissacarideos que complexam o0s
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materiais da superficie e os receptores especificos localizados nos flagelos, pili
ou fimbrias. Na auséncia de interferéncia mecéanica ou quimica, a adesao
torna-se, nesta fase, irreversivel. Durante este estagio de adesdo, os
microrganismos individualizados ou plancténicos podem aglomerar uns aos
outros, formando agregados na superficie a que aderem. ApOs a adeséo
irreversivel da bactéria a superficie, inicia-se o processo de maturacdo do
biofilme (SA, 2013; FRIEDMAN, KOLTER, 2004).

3.2 Aspectos fisico-quimicos da adesao microbiana

A processo de adesdo bacteriana pode ser descrito também em termos
de parametros fisico-quimicos, tais como hidrofobicidade, energia de superficie
e interagdes eletrostaticas das particulas celulares com a superficie (ARAUJO,
et al. 2010; BAYER, et al., 1990; ABSOLOM, et al., 1983). Segundo Gottenbos
et al. (2002), bactérias movem-se ou sao movidas para a superficie de um
material devido aos efeitos de forcas fisico-quimicas, como movimentos
brownianos, forcas de atracdo de van der Waals, forgcas gravitacionais, efeitos
de cargas eletrostaticas e interagdes hidrofébicas.

As interacdes fisico-quimicas sao classificadas como interacoes de
longo e curto alcance. As interacdes de longo alcance (distancia > 50 nm) entre
células e superficies sdo descritas por forgcas, que sdo em funcao da distancia
e energia livre. Interagdes de curto alcance tornam-se efetivas, quando a célula
e a superficie entram em contato estreito (distancia < 5 nm) e estas, podem ser
divididas em ligages quimicas, como pontes de hidrogénio, interagdes ibnicas
e dipolo, e interacbes hidrofébicas (GOTTENBQOS, et al. 2002; MAYER, et al.
1999).

Algumas teorias tém sido utilizadas para descrever o processo de
adesao bacteriana em superficies. A teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey
e Overbeek) desenvolvida inicialmente por Derjaguin e Landau, em 1941,
sumariza as contribuicbes das forcas de van der- Waals e eletrostéticas para a
energia de interagdo interfacial entre duas superficies, e explica a adesao de
micro-organismos com base na interagdo entre particulas coloidais,
desprezando todos os aspectos microbiolégicos da adesdo. Além disso, as

forcas de interacdo contabilizadas por esta teoria sdo apenas as forcas de
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longo alcance como forcas de van der Waals e forcas resultantes da dupla
camada elétrica (S4, 2013; ARAUJO, et al. 2010, OLIVEIRA, 2006).

Quando é utilizada a teoria DLVO o0s microrganismos sao considerados
particulas quimicamente inertes, ou seja, seriam como coldides liofébicos. Isso
ocorre uma vez que a maioria das bactérias ndo excede 2,0 um de
comprimento e a sua densidade é superior a da agua, podendo ser
considerada, nesse caso, como particulas coloidais vivas. Porém esta teoria
nao relata os aspectos microbioldgicos da adesao, afirmando que a energia
potencial total de interacao entre dois corpos é resultante da acao combinada
entre as forcas atrativas de Lifshitz - van der Waals e as forgcas de dupla
camada elétrica, que geralmente sao repulsivas, (NOVELLO, 2012; ARAUJO,
et. 2010; MARSHALL, 1992).

A teoria DLVO considera apenas a atracao das forgas de longo alcance.
No entanto, quando uma particula, como por exemplo, uma bactéria, esta muito
proximo de uma superficie (2 nm - 5 nm), forcas de curto alcance passam a
regular o processo. Tais for¢as, denominadas ndo-DLVO, sdo representadas
pelas forgas de repulsdo de Born, forgas de hidratagéo, interagdes hidrofobicas
e pontes poliméricas (SA, 2013; ARAUJO, et., 2010; ELIMELECH, 1995).

Van Oss e uma equipe de pesquisadores, em 1995, integraram os
aspectos termodindmicos da adesdo a teoria DLVO. Essa teoria ficou
conhecida como XDLVO, ou DLVO Estendida, e considerou as for¢as de curto
alcance, principalmente as interagbes hidrofébicas. Segundo esta teoria, a
variacdo da energia livre das interacOes totais numa superficie (AGror) €
resultante do somatorio das energias livres das interagdes de Lifshitz - van der
Waals (AGLw), interacdes acido-base de Lewis (AGag), forcas eletrostaticas de
dupla camada elétrica (AGg) e interacbes resultantes dos movimentos
Brownianos (AGggr) (NOVELLO, 2012; VAN OSS, 1997).

3.3 Formacao de biofilmes bacterianos

A maior parte da atividade bacteriana na natureza ocorre, ndo com as
células no estado plancténica, mas com as bactérias organizadas em
comunidades com diferentes graus de complexidade, associadas a superficies
diversas, geralmente compondo um biofilme. Esses biofilmes sdo constituidos

por células aderentes a uma superficie inerte ou biolégica, embebidas numa



14

matriz de exopolissacarideo. A associacdo dos organismos em biofilmes
constitui uma forma de protecao ao seu desenvolvimento, fomentando relacées
simbibticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis (IST, 2008).

Os biofilmes mais comuns na natureza sdo heterogéneos, ou seja,
compostos por duas ou mais espécies, podendo os produtos do metabolismo
de uma espécie auxiliar a multiplicacao das demais e a adesao de uma dada
espécie fornecer substancias que promovem a ligacdo de outras.
Inversamente, a competicdo pelos nutrientes e a acumulacdo de metabdlitos
toxicos produzidos pelas espécies colonizadoras poderao limitar a diversidade
de espécies num biofilme (IST, 2008)

Como os biofilmes sao constituidos de agregados de células e a
formagéo de sua estrutura tridimensional é um processo dindmico que envolve
varios eventos moleculares, estes se tornam um ambiente propicio para a
comunicacéao célula-célula, denominado quorum sensing. Neste sistema ocorre
a producao de compostos sinalizadores pelas bactérias, pequenas moléculas
denominadas de auto indutores, que irdo modular e influenciar a formagéao do
biofilme bacteriano, além de modular outras funcbes celulares como a
esporulacéo, producado de bacteriocinas, expressao de fatores de viruléncia,
producdo de proteases e pigmentacdo de acordo com a densidade
populacional. As bactérias gram-negativas usam o sistema quorum sensing por
moléculas de N-acil Homoserina Lactonas (AHLs), enquanto que as gram-
positivas utilizam moléculas com oligopeptidios (VIANA, 2006; FUQUA,
GREENBERG, 2002).

3.4 Adesao microbiana e formacao na cadeia produtiva do leite

Dentro os diferentes segmentos industriais, as industrias de alimentos
destacam-se como propulsora do processo de adesdo e formacao de biofilme
indesejaveis, principalmente devido a complexidade dos constituintes
presentes nas matrizes alimentares. Entre as diferentes matrizes alimentares,
destaca-se o leite, que devido a sua caracteristica de composi¢cdo complexa
(minerais, acucares, proteinas, carboidratos, gorduras), pode ser considerado
como um sistema favoravel para a adesdao de microrganismos patogénicos e

ou deterioradores, em diferentes superficies que entram em contato com o leite
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em diferentes etapas que permeia desde sua obtencdo até o seu
processamento na industria.

Na linha de producdo da industria de laticinios, a formacao de biofilmes
pode possibilitar a elevacdo da populacdo microbiana e, muitas vezes, torna
mais favoravel a contaminagdo com patdégenos e ou deteriorantes, devido ao
eventual desprendimento de células aderidas neste biofilme, contribuindo para
0 risco a saude do consumidor, além de potencializar a velocidade de
deterioracao do leite e derivados, levando a prejuizos financeiros em virtude da
diminuicdo da vida de prateleira dos produtos ( KASNOWSKI, et al., 2010;
FLACH et al., 2005).

Na obtencao do leite, desde a ordenha até o processamento, diferentes
superficies inertes e ou bioldégicos podem favorecer que o mecanismo de
adesao e possivel formacao de biofilme possa ser favorecido.

Desde o0 momento em que o leite é ejetado do Ubere da vaca, ele fica
exposto a diferentes contaminagcbes posteriores. Uma das fontes mais
importantes de contaminacao é constituida pelo exterior dos tetos: se estiverem
sujos de terra, de esterco, de material das camas, dentre outras sujidades (que
podem ter carga microbiana de 10® — 10° UFC/g), pode causar grande
contaminagéo do leite, podendo produzir contagens superiores a 10 ° UFC/mL,
mas quando higienizadas corretamente antes da ordenha, a quantidade de
microrganismos no leite reduz consideravelmente (CAVALCANTI et al., 2010;
PEREDA et al. 2005).

Dentre os diferentes microrganismos favoravel ao mecanismo de adesao
em uma superficie bioldgica, como a teta da vaca, destaca-se Staphylococcus
aureus. Esta bactéria é reportada como um dos agentes de maior
preocupacao, em funcdo da sua capacidade de aderéncia na glandula
mamaria, além de possuir diferentes mecanismo de viruléncia (proteina A
adesinas, hialuronatoliase, hialuronidase, dentre outras) o que dificulta a acéo
de antibiéticos em animais mastiticos, representando, assim, uma das fontes
de contaminacdo microbioldgica no leite (HERMANS, et al. 2010; ZSCHOCK et
al., 2005).

Diversos fatores de viruléncia, como exotoxinas, proteinas de superficie
e polissacarideos extracelulares de S. aureus, tém sido relatados em amostras
isoladas de mastite bovina. Além disso, tem-se determinado que a formacéo de
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biofilme por esta espécie de bactéria torna-se também um importante fator de
viruléncia que contribui para a sua patogénese (SALIMENA, 2016;
TURKYILMAZ, ESKIIZMIRLILER, 2006).

Um grupo de proteinas de superficie vem sendo considerado como um
importante elemento no processo de formagéao de biofilme de diversas espécies
bacterianas. O primeiro membro desse grupo de proteinas foi identificado em
isolado de S. aureus de amostras de mastite bovina, como sendo uma proteina
essencial para a formacdo de biofilme cujo gene foi denominado proteina
associada a formacao de biofilme (bap) (BRAVO, 2016; CUCARELLA et al.,
2001).

Estudos de ligacao primaria, agregacao intercelular e formacado de
biofilme demostraram que o bap promove tanto interacdo com superficies
abiéticas como a adesao intercelular. Uma vez que a interrupg¢ao do gene bap
provoca a diminuicdo no acumulo do principal exopolissacarideo da matriz do
biofilme de S. aureus, a primeira interpretacdo desse resultado foi que a
deficiéncia de biofilme em linhagens mutantes de bap era causada
principalmente pela diminuicdo do acumulo desses exopolissacarideo
denominado polissacarideo adesina intercelular (PIA/PNAG) (BRAVO, 2016;
LASA, PENADES, 2006).

Importante ressaltar que além dos fatores supracitadas para os
possiveis mecanismo no qual determinada célula bactéria adere a superficie da
glandula mamaria bovina, pode-se inferir, que a higienizacao inadequada antes
e ap0s o processo de ordenha nas tetas, favorecem a presenca de residuos
organicos e minerais neste tecido. Desta forma, microrganismos, tal como S.
aureus, presentes naturalmente nos pelos do animal e do homem, as maos de
manipuladores e as condicdes do ambiente, pode através de movimentos
brownianos e interagdes eletrostaticas, favorecer a adesao bacteriana nos tetos
deste animal. Além destes fatores, a adesdo pode ser favorecida pelas
interacdes hidrofébicas entre o tecido glandular (hidrofébico) e a superficie
bacteriana, e pela provavel irregularidade da superficie da teta, que
desfavorece um processo de higienizag&o eficiente.

Com relagdo a adesao inicial, quanto mais hidrofébica for a célula
bacteriana, maior tenderd a ser sua capacidade de interagir diretamente a
superficie tecidual (SALIMENA, 2016; BOARI et al., 2009).
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Hayes e Boor (2001) ressaltaram que as principais fontes de
contaminacao durantes as diferentes etapas de obtencao e processamento de
leite, estdo relacionadas com o equipamento de ordenha, tais como a teteira,
tubulacao pela qual o leite € transportado, o tanque de refrigeragéo e o tanque
do caminh&o transportador.

As teteiras, também conhecidas como insufladores ou espremedores,
possui superficie predominante constituida de borracha ou silicone. A teteira é
a Unica parte do equipamento de ordenhadeira mecanica que entra em contato
direto com o animal, e quando ndo higienizada de forma eficiente pode
favorecer ao mecanismo de adesdo e possivel formagdo de biofilmes
indesejaveis.

Neste contexto, Santos et al. (2013) avaliaram o efeito do tratamento de
higienizagdo de forma simulada na adesdo de Streptococcus agalactiae em
superficies de maquinas de ordenha. Neste estudo foi utilizado S. agalactiae
isolados de vaca mastitica e cupons de borracha e silicone. Os cupdes de
borracha e silicone foram higienizados com 1,5% de hidréxido de sédio a 80 °C
em diferentes tempos (0, 10, 30 e 60 h), sendo em seguida enxaguados com
agua durante 5 min. Posteriormente, os cupons foram imersos em solucéao
contendo 0,5% de acido nitrico a 70 ° C por 0, 4, 12 e 24 h, sendo novamente
enxaguados com agua. Para finalizacdo do processo de higienizagcdo, os
cupons foram sanitizados com acido dicloroisocianurico por 0, 10, 30 e 60 h a
25 °C. Os cupons higienizacao foram avaliados por 0, 30, 90 e 180 h ap6s o
procedimento de higienizagdo. Posteriormente, 0s cupons com e sem
higienizagao foram imersos em caldo nutriente com S. agalactiae (10* UFC.mL"
'), e posteriormente incubados a 37 ° C por 24 h, para quantificacdo. Dentre as
andlises complementares foi determinado a hidrofobicidade e a da variagéo da
energia livre de hidrofobicidade (AG™") (SILVA, et al., 2013).

De acordo com os resultados reportados por Silva, et al. (2013), nao
houve diferenca entre a adesao de S.agalactiae em superficies de borracha ou
silicone, porém, processo de adesdo foi diminuido com o tempo do
procedimento de limpeza, onde a contagem de células aderidas no cupom
controle foi de 4.5 Logio UFC cm? , enquanto apds 180 dias de procedimentos
de limpeza, a contagem foi de 2,5 Logio UFC cm? para ambos os cupons . Pelo
método do angulo de contato com a agua, isolados de S. agalactiae foram
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considerados hidrofilicos (©w < 65°). Em contrapartida, os cupons de silicone e
borracha foram considerados hidrofébicos (©w > 65°) para todos os tempos
analisados. As superficies de silicone e borracha foram consideradas
hidrofébicas de acordo com os critérios quantitativos (AG'™ < 0), porém, foi
observado diferenga significativa da hidrofobicidade para a superficie de
silicone no tempo correspondente a 180 dias, onde a mesma apresentou
menor hidrofobica, que pode ter sido favorecido pelas solugdes utilizadas no
processo de limpeza e higienizagdo , que favoreceram em mudangas nas
propriedades de superficie, como por exemplo, pela adsorcdo de grupos
ibnicos. A superficie microbiana de S. agalactiae foi considerada hidrofilica
(AGTOT > 0), indicando que a molécula presente na interface da superficie
bacteriana interagiu preferencialmente com moléculas de agua (SILVA, et al
2013).

Foi evidenciado também neste trabalho, que nao houve diferenca
significativa entre a adesédo de S. agalactiae com os tipos de superficies da
teteira (borracha ou silicone). No entanto, verificou-se que o processo de
adesao foi relativamente mais rapido quando o processo de higienizacéo foi
menos eficiente, além de evidenciarem por fotomicrografias, que os agentes de
limpezas utilizados demostraram um rapido desgaste de ambas as superficies.
(SILVA, et al 2013).

De acordo com o estudo supracitado, a higienizacdo desempenha
importante ferramenta no processo de adesao e possivel formagao de biofilme.
De forma geral, superficie higienizadas de forma ineficientes, favorecem a
presenca de residuos de matéria organica e ou mineral, em possiveis regioes
de irregularidades da superficie, que tendem a favorecer o processo de
adesdo. Além da hidrofobicidade entre as superficies inertes e biolégicas. De
forma geral, quanto mais hidrofébica uma superficie mais favoravel o processo
de adesao, pois menos energia sera necessaria para repelir o filme de agua

entre as superficies.

3.5 Adesao bacteriana em superficies
O processo de adesdao € mais favoravel quando as superficies sao
hidrofébicas devido a menor energia necessaria para a remog¢ao da agua entre

as duas superficies. No entanto, mesmo se o microrganismo for hidrofilico e a
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superficie for hidrofdbica, o processo de adesdao pode ainda ocorrer pois
existem diferentes fatores que podem favorecer esta adesédo, tais como, a
presenca de estruturas celulares como os apéndices celulares, e a
microtopografia de superficie (CHEN et al., 2005).

Além destes fatores, € possivel inferir, que o procedimento de limpeza
nos cupons tende a reduzir a possibilidade de adesao microbiana. No entanto,
o desgaste das superficies causado pelos procedimentos de limpeza também
deve ser considerado, uma vez que a remogao de células aderidas pode ser
dificil, sendo importante o controle da concentracdo das solucdes utilizadas e a
troca periddica das teteiras de silicone ou borracha, para prevenir de forma
mais eficiente o processo de adeséo.

Os processos de limpeza e sanitizagdo de superficies sdo mais dificeis
na presenca de microrganismos aderidos. Isto tem tornado um problema com o
aumento do uso de procedimentos automaticos de limpeza e equipamentos
complexos, que podem apresentar locais que facilitam o desenvolvimento de
processos de adesdao (NOVELLO, 2012; POMPERMAYER, GAYLARDE,
2000).

Uma estratégia de evitar a adeséo e formagéao de biofilme microbiano é
executar o procedimento de sanitizagdo apo6s a limpeza e antes do inicio do
processamento, se ha um intervalo grande entre os turnos de trabalho. Isso
porque a fase inicial da aderéncia dos microrganismos e a formagéao do biofilme
a superficie ocorrem rapidamente, o que leva somente alguns minutos ou
horas. Além disso, é importante também conhecer o tipo e a natureza dos
residuos contaminantes, como, carboidratos, lipideos, proteinas e sais
minerais, e 0s microrganismos a serem removidos (NOVELLO, 2012;
MOSTELLER, BISHOP, 1993).

Teixeira, et al. (2005), avaliaram a hidrofobicidade de espécies
bacterianas de Lactobacillus lactis subsp lactis, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus sciuri, isoladas de uma
ordenhadeira mecéanica, e também a hidrofobicidade de superficies inertes
encontradas em materiais utilizados durante o processo de ordenha, tais como:
borracha, ago inoxidavel 316 e 304 ( a diferenga entre 0 ago inoxidavel 316 e
0 304 se deve a presenca do molibdénio na composicao quimica do 316 ),

vidro e polimetilmetacrilato.
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A determinacao da hidrofobicidade da superficie foi obtida pela medida
do angulo de contato. Em relagdo a hidrofobicidade das bactérias, todas as
estirpes foram consideradas hidrofébicas. A grande parte das superficies
avaliadas foram consideradas hidrofobicas (6w > 65°), sendo a borracha e o
aco inoxidavel 316 e 304 as superficies mais hidrofébicas (©w. 96,4°; 81,6° e
83,2° respectivamente). Em contrapartida, a superficie de polimetilmetacrilato
(©w. 67,6°) e a superficie de vidro foram consideradas hidrofilicas (©w. 49,7°).
Para todas as situacbes estudadas, a adesao foi termodinamicamente
favoravel ao acgo inoxidavel 316, 304 e a borracha e menos favoravel nas
superficies de polimetilmetacrilato e vidro (TEIXEIRA et al, 2005).

Neste contexto, fica evidenciado que o processo de adesédo entre
superficies mais hidrofébicas, tendem a ser mais favoraveis. A adesao de um
microrganismo a uma superficie sélida em solugdo aquosa sé se estabelece se
o filme de agua que reveste as duas superficies for removido. Portanto, a
interface bactéria/liquido e a interface superficie de adesao/liquido tera que ser
substituida pela interface bactéria/superficie de adesdo. Entretanto, deve ser
enfatizado que a adesao entre uma superficie hidrofébica e uma hidrofilica ou
duas superficies hidrofilicas também pode ocorrer, porém, é menos favoravel
energeticamente, pois se duas superficies sao hidrofébicas, o filme de agua é
facilmente removido, pois moléculas de superficie tendem a ter menos
interagc&o pelas moléculas de agua (BERNARDES, 2008; CHAVES, 2004).

A hidrofobicidade da superficie de uma bactéria é influenciada por
diferentes fatores. Em bactérias gram negativas, a hidrofobicidade aumenta a
medida que a 4gua no meio diminui, pois estas possuem maior quantidade de
lipideos em sua membrana externa. Por outro lado, bactérias gram-positivas
sao menos influenciadas pela alteracdo do volume de agua no meio em
decorréncia da maior quantidade de peptideoglicano em suas membranas e
menor quantidade de lipideos. Espécies bacterianas com diferentes
constituintes da parede celular apresentam diferentes interacbes com as
superficies e, consequentemente, diferentes velocidades de adesdo (CHEN,
ZHU, 2005; STREVETT, CHEN, 2003).

Os materiais utilizados nas industrias de alimentos apresentam
diferentes topografias de superficie, podendo exibir fissuras ou microfissuras ou

fendas com tamanho suficiente para alojar microrganismos, principalmente
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bactérias. A ocorréncia destas imperfeicoes origina regides de dificil acesso
que podem reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizacdo, o que
favorece o processo de adesdao (ARAUJO, et al., 2010; BERNADES, et al.,
2010; CARELI, 2005).

Diferentes parametros ou medidas tem sido utilizado para caracterizar a
superficie de determinados materiais inertes, tais como aco inoxidavel, silicone,
granito, dentre outros. Estes parametros sao baseados com base nas
caracteristicas bidimensionais, tais como a Rugosidade média (Ra) e Rz (a
diferenca de altura entre a média de cinco picos mais altos e a média de cinco
vales mais baixos, ao longo de um dado perfil). Entre estes (Ra e Rz) a mais
utilizada é o valor de Ra da superficie, sendo recomendado um valor maximo
de 800 nm para superficies utilizados em laticinios e alimentos em geral que
entram em contato com a matriz alimenticia (MENON, 2016; DURR, 2007).

Neste contexto, Careli (2005) avaliou a microtopografia de nove tipos de
materiais utilizados em laticinios e na industria de alimentos em geral. As
superficies inertes utilizadas foram: poliuretano liso em dupla face, silicone,
granito, marmore, poli (cloreto de vinila) com revestimentos finos ou grossos e
aco inoxidavel AISI 304, acabamento n° 4, sendo avaliadas por microscopia
eletrbnica de varredura.

Neste trabalho também foi analisado a adesdo de Pseudomonas
florescens nestas superficies. Diversas imperfeicdes que podem diminuir a
eficiéncia da higienizacdo foram observadas de acordo com o material
analisado: i) protuberancias e fissuras que apresentavam didmetros de 5100
nm e 800 nm; ii) elevagdes com 27100 nm, microfuros de 6500 nm; iii)
ondula¢cdes com tamanhos entre 5600 nm e 12600 nm e de depressdes com
didmetros de 79000 nm e 27400 nm (CARELI 2005).

Todas estas imperfeicdes encontradas no trabalho supracitado, podem
diminuir a eficiéncia dos procedimentos de higienizacao e facilitar a penetracéo
de residuos de alimentos que servirdo de substrato para a adesao bacteriana,
multiplicacéo e, consequentemente, a possivel formagéao de biofilmes. Algumas
imperfeicbes apresentam tamanhos suficientes para alojar e proteger as
células microbianas, visto que, as dimensdes de Pseudomonas sao de
aproximadamente 0,5 -m a 1,0 -m de largura e 1,5 -m a 50 -m de

comprimento
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Segundo Flint et al. (2000), uma superficie rugosa pode ser
preferencialmente colonizada por proporcionar aos microrganismos locais de
protecdo do estresse do ambiente, da turbuléncia do liquido que envolve a
superficie e da atividade de antimicrobianos.

E reportado na literatura que a adesdo maxima ocorre em valores de
rugosidade média (Ra) préximo ao comprimento médio da bactéria estudada,
inferindo que valores de rugosidade proximos ao tamanho da célula bacteriana,
pode proteger este microrganismo nestas imperfei¢coes, tornado o processo de
higienizacdo menos eficiente, que tende a favorecer o processo de adesao
(BERNARDES, 2008; FLINT et al., 2000).

Na literatura, as opinides variam em relagdo ao efeito das caracteristicas
da superficie na adeséo bacteriana. Alguns pesquisadores relatam que ha uma
correlagcdo positiva entre adesdo e aumento da rugosidade, enquanto outros
pesquisadores nao reportam nenhuma correlacdo entre a habilidade da
bactéria aderir e irregularidades ou rugosidade das superficies. Este aparente
conflito esta relacionado com o nivel de rugosidade estudada, com as espécies
bacterianas estudadas, os parametros fisico-quimicos da superficie e 0 método
usado para detectar a bactéria na superficie (FLINT et al., 2000).

Bernardes et al., (2010), avaliaram a interacdo entre a superficie de aco
inoxidavel 304 polimento n° 4 e a superficie de Bacillus cereus isolado de
laticinios, a partir da medicdo do angulo de contato entre estas superficies na
presenca ou auséncia de B. cereus, além da microtopografia e a rugosidade
das superficies. A estirpe de B. cereus foi considerado hidrofilica, enquanto que
o aco inoxidavel foi considerado hidrofébica. A adesdo nao foi
termodinamicamente favoravel (AGaqesao > 0) entre o aco inoxidavel e a estirpe
de B. cereus, sendo a interacdo entre eles desfavoravel pelo aspecto
termodinamico de adesao. Nao houve diferenca na rugosidade da superficie de
aco inoxidavel aderida por B. cereus, quando analisados por microscépio de
forca atémica e perfilometria (BERNARDES et al., 2010).

Apesar do processo de adesao avaliado no trabalho de Bernardes et al.,
(2010), ter sido termodinamicamente desfavoravel, a adesao entre a superficie
de aco inoxidavel e B. cereus favoravel por ensaios in vitro, enfatizando que o

processo de adesdo ndo € regido apenas por um processo termodindmico, mas
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também influenciado por outros fatores, tais como os fatores microbioldgicos,
como a possivel presenca de apéndices celulares.

O tipo de substrato também apresenta uma importante influéncia no
processo de adesdo. Segundo Viana (2006) a formagédo de biofilme em
superficie de poliestireno foi amplamente influenciada pelo tipo de meio de
cultivo, sendo que 0s meios nutricionais mais ricos contendo compostos como
triptona, peptona e extrato de levedura, foram os que propiciaram maior taxa de
multiplicagdo bacteriana. Assim segundo Boari (2009), o leite € um substrato
que pode beneficiar o processo de adesdo e formagdo de biofilmes, ja que
possui uma constituicdo rica em carboidratos, proteinas, lipideos, vitaminas e
minerais, além da alta atividade de agua e pH préximo a neutralidade.

Bioflmes em laticinios invariavelmente contém residuos de leite,
particularmente proteinas e minerais como o fosfato e calcio. Neste contexto,
Flach et al., 2005, avaliou a relagdo entre a producao de fatores de viruléncia
(por testes de producdo de capsula, fimbria, hemolisina, protease e
determinacdo da hidrofobicidade celular), relacionados a colonizacdo e a
formacao de biofilmes em superficies de polipropileno, aco inoxidavel e pano
de algodao, sobre isolados pertencentes a familia Enterobacteriaceae e do
género Staphylococcus. De acordo com os autores, dos 101 isolados obtidos,
57 foram gram negativos e 44, gram positivos; 52,5% foram produtores de
capsula, 49,4% de fimbria, 4,0% de fimbria tipo I, 53,5% de hemolisina e 20,2%
de proteases. Entre os isolados da familia Enterobacteriaceae, foram
observados 4 produtores de fimbria tipo |, sendo dois isolados de aco
inoxidavel, um de pano de algoddo e um de polipropileno. A maioria dos
isolados teve hidrofobicidade celular elevada, e a associagdo entre presenca
de capsula e adesdo em pano de algodao foi estatisticamente significante
(FLACH et al., 2005).

Os membros da familia Enterobacteriaceae utilizados no trabalho de
Flach et al (2005), produziram uma maior quantidade de fatores de adeséo e
foram encontrados com maior incidéncia no pano de algodado. Todavia, sua
adesao foi significantemente menor que a do género Staphylococcus ao
polipropileno. Para explicar esse fato, sugere-se o envolvimento de outros
fatores, como caracteristicas fisico-quimicas da superficie, capazes de

proporcionar filmes condicionantes de diferentes naturezas, provocando a
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atracdo das células bacterianas para préximo da superficie. Outros fatores
seriam o numero e o estado fisiol6gico das células no momento da andlise.
Nesse caso, e baseados na interpretacdo estatistica dos dados, pode-se
sugerir que o filme condicionante formado no polipropileno ndo favoreceu a
adesao de células produtoras de capsula.

Pode- se inferir que a associagdo entre capsula e adesao em pano de
algodao, justifica o maior numero de isolados da familia Enterobacteriaceae
encontrados neste tipo de superficie. Por ser um material mais poroso, pode
ocorrer o favorecimento para alojar aos microrganismos, fazendo com que
estes levem menos tempo para iniciar ou persistir na sintese de
exopolissacarideos, ingressando na fase irreversivel de adesdo. Como o0s
Staphylococcus nao produzem essa estrutura com tanta freqiéncia, poderiam
ser mais facilmente removidos da superficie do pano de algoddao com a
lavagem deste material (FLACH et al., 2005).
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4. METODOLOGIA
4.1 Tipo de Pesquisa

Trata-se de um estudo qualitativo onde realizou-se uma pesquisa

bibliografica.

A pesquisa qualitativa , pode ser definida como uma metodologia que
produz dados a partir de observagdes extraidas diretamente do estudo de
pessoas, lugares ou processos com 0S quais 0 pesquisador procura
estabelecer uma interacao direta para compreender os fendmenos estudados.
Normalmente, parte de questbes mais amplas , que s6 vao tomando uma forma

mais definida quando se desenvolve o trabalho.
4.2 Dados obtidos

Os dados foram extraidos em sistema de busca e em bases de dados
sendo utilizados os seguintes descritores para pesquisar os artigos: adesao de
bactérias, formacao de biofilmes, tecnologia do leite , leite e suas
caracteristicas, ligacdes quimicas e aspectos fisico-quimicos da adesao dos

microrganismos.
4.3 Tratamento e analise dos Dados

Os dados coletados foram analisados e expressos de forma descritiva
em texto, com sucessiva discursao baseada em dados de estudos ja

realizados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho, permite predizer que ha uma
possivel relagdo direta entre formagédo de biofilmes e producédo de fatores de
viruléncia relacionados a adesao, pelos microrganismos, principalmente com
relagdo a produgéo de capsula e hidrofobicidade celular. Entretanto, como a
formacao de biofiimes € um processo multifatorial, € necessario considerar
também a influéncia de outras caracteristicas, pertinentes ou ndo a célula
bacteriana, tais como presenca de apéndices, carga superficial (potencial
eletrocinético), dentre outros.

O mecanismo de adesdo também pode ser favorecido pelo potencial
eletrocinético entre a superficie microbiana e a superficie biolégica, como a
pele do animal, ou superficies inertes utilizadas durante a obtencdo e
processamento do leite. O potencial eletrocinético ou potencial zeta de
macromoléculas, particulas, ou superficies é a diferenca de potencial em um
meio uniforme entre um ponto a uma distancia da superficie € um ponto no
plano de cisalhamento (ARAUJO, et al 2010; LAMEIRAS et al., 2008).

O potencial zeta é um importante parametro para o estudo de quimica
de superficie, visto que pode ser usado para prever e controlar a estabilidade
de sistemas coloidais, assim como predizer se um processo de adesdo pode
ou nao ser favorecido entre duas superficies. O potencial zeta de célula
bacteriana é, em geral, negativo e uniforme na superficie celular, uma vez que
a carga na parede bacteriana € homogénea. Em geral, o potencial zeta de
bactérias varia de -10 a -90 mV (ARAUJO et al, 2010; PALMER et al., 2007).

Se a bactéria e a superficie apresentarem o mesmo sinal € 0 meio
apresentar elevada forca ibnica, havera um maximo de energia potencial, ou
energia de barreira e, um minimo de energia, designado minimo primario, que

se localiza a distancia inferior a 2 nm da superficie. A reducédo de energia de
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barreira ocorre quando se aumenta a forca ibnica do meio, em consequéncia
da diminuicdo da energia potencial da dupla camada elétrica (ARAUJO et al.,
2010)

Quando o meio apresenta valores intermediarios de forga elétrica, o
maximo de energia diminui, mas aparece um minimo secundario. Nessas
condicdes, o maximo de energia é em geral baixo e o seu valor é tanto menor
quanto menor for a particula. Se o maximo de energia for ultrapassado e o
minimo primario for alcangado, a ligagao entre a bactéria e o substrato torna-se
irreversivel. Para valores elevados da forga idbnica do meio, a energia potencial
de interacdo é negativa, e nesse caso, todas as particulas podem atingir o
minimo primario. A existéncia de dois minimos de energia permite distinguir, a
adesao reversivel, quando ocorre 0 minimo secundario, da adesao irreversivel,
quando ocorre o minimo primario (GARRETT et al., 2008).

Uma correlagcdo entre carga da superficie e adesdo nao é facil. A
dificuldade esta nas caracteristicas da superficie celular, que varia entre as
espécies bacterianas. Em geral, ha heterogeneidade nas superficies celulares,
em que muitos componentes podem diferir entre as espécies (AZEREDO et al.,
2011; ARAUJO at al., 2010; FLETCHER, 1988).

Apesar da temperatura nao ser de forma geral, um parametro que possa
modificar diretamente superficies que entram em contato durante a obtengéo e
processamento do leite, mas um fator muito utilizado durante o processamento
de leite e derivados, é reportado na literatura a relacdo direta da temperatura
com o processo de adesao em superficies de processamento. Bernardes et al.
(2013) avaliaram a adesao de Bacillus cereus isolados de laticinios, em ago
inoxidavel 304 polimentos n° 4 em diferentes tempos (1-10 dias) e
temperaturas de contato 4 °- 35 °C. Foi observado que o aumento da
temperatura de 4 a 35 °C resultou num aumento do numero de células de B.
cereus aderida a superficie em mais dos 3 ciclos em 1 dia e mais de 4 ciclos
em 10 dias de condicionamento, indicando a importancia da temperatura na
adeséo.

Além de todos os aspectos supracitados que podem influenciar direta ou
indiretamente 0 mecanismo de adesao microbiano, é importante frisar que a
qualidade microbiolégica do ambiente também pode favorecer a adesao e
formagé&o de biofilme.



28

Radmore et al. (1988) constataram alta correlagcdo entre o niumero de
microrganismos presentes no ar do ambiente da area de embalagem de leite e
0 numero de microrganismos contaminantes no produto final. Os autores
observaram que apos 60 segundos de exposi¢do do produto ao ar a contagem
foi de 3,0 x 10 2 UFC.m® a 3,9 x 10 ® UFC.m™ e que 1,5% dos microrganismos
presentes na amostragem de ar, por m®, era capaz de contaminar 1 litro de
leite, em um recipiente com abertura de 100 cm? resultando na reducdo

significativa da vida-de-prateleira.

5.1 Contaminacao de superficies

A contaminacdo em superficies pode ocorrer pelo contato com
manipuladores e superficies contaminadas e também através da deposicao de
particulas de ar contendo microrganismos, originando uma contaminacéo
cruzada. Assim, superficies como as de polietileno, utilizado em placas para
corte, cabos de utensilios cortantes e recipientes, podem propiciar o processo
de adeséo e constituir potencial veiculo de contaminantes (SILVA, et al., 2003).

O mecanismo de adeséo e formacgdo de biofilme em superficie € um
processo complexo, como descrito nos diversos estudos supracitados, onde
diferentes fatores podem favorecer este fendmeno, sendo o seu entendimento,
tais como, os aspectos termodindmicos e biolégicos importantes ferramentas
que podem ajudar a desenvolver novas estratégias visando controlar e ou
prevenir este processo em superficies.

De forma geral, observa-se que os fatores fisico-quimicos séao
predominantes nas etapas iniciais da adesao e formacgao de biofilme, sendo os
fatores microbiologicos, fundamentais nas etapas subsequentes, inferindo-se
que os fatores microbiol6gicos, tendem a sobrepor aos fatores termodinamicos
apos a etapa inicial do processo de adesao bacteriana.
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6. Conclusoes

Em suma, uma etapa primordial visando prevenir € ou diminuir o
processo de adesdo e formacédo de biofilme em diferentes superficies que
entram em contato com o leite durante o seu processamento, é a higienizagcédo
realizada de forma eficiente, visando minimizar os inumeros eventos
desfavoraveis para a industria de leite e derivados, tais como a diminuicao da
vida de prateleira, mudangas sensoriais indesejaveis, diminuicdo de rendimento

e riscos a saude publica.
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