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RESUMO

SA, Jodo Paulo Natalino de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2013. Influéncia genotipica de estirpes de Bacillus cereus na adeséo e na
resisténcia a sanitizantes quimicos. Orientador: Nélio José de Andrade.
Coorientadores: Wilmer Edgard Luera Pena e Emiliane Andrade de Araujo

Dentre os diversos micro-organismos contaminantes na industria de
alimentos, encontra-se Bacillus cereus, um patégeno que pode causar
intoxicacdo emética,e ou, diarreica e, ainda, deteriorar alimentos pela producéo
de enzimas lipoliticas ou proteoliticas. Nessa pesquisa, a taxa de multiplicagdo
(W), o tempo de lag (1) de quatro gendétipos deste micro-organismo com genes
para a producdo de diferentes enterotoxinas, foi avaliado as temperaturas de
10 °C, 15 °C, 25 °C, 32 °C e 42 °C. A quantificacdo da multiplicacao foi
realizada utilizando espectrofotdometro, com leitura de densidade otica a
600nm. O programa DMFit foi usado para ajustar os dados das curvas ao
modelo de Baranyi e Roberts. A velocidade especifica da multiplicacdo maxima
(umax) foi determinada pelo modelo de Ratkowsky e colaboradores modificado.
Também no experimento, a adesdo dos gendtipos de B. cereus na forma
vegetativa e esporulada a superficie de ago inoxidavel 304 # 4, a 10 ° e 32 °C
foi avaliada. Além disso, avaliou-se a remoc¢édo dos gendtipos aderidos ao aco
inoxidavel frente a seis procedimentos de higienizacdo através de teste de uso
simulado de limpeza CIP. Como resultado, ndo se constatou efeito significativo
(p>0,05) para os valores de u entre 0s gendétipos a uma mesma temperatura.
Porém, houve efeito (p<0,05) entre 0s genotipos para esse parametro cinético
(1), nas diferentes temperaturas de incubacéo (10 °C, 15 °C, 25 °C, 32 °C e 42
°C) e, também no tempo de lag (LA). A 10 °C, os valores de p foram menores e
a fase de lag (1) foi maior para todas as células vegetativas. A 32 °C observou-
se um comportamento oposto para todos os parametros cinéticos. Nesta
pesquisa, ndo se constatou diferenca (p>0,05) na capacidade de adesdo ao
aco inoxidavel entre os genodtipos a mesma temperatura (10 °C e 32 °C).
Porém, houve diferenca (p<0,05) na adesdo das estruturas fisiologicas
(vegetativa e esporulada) em relacdo as temperaturas de 10 °C e 32 °C. A 10

°C, a forma vegetativa aderiu menos do que a esporulada. Este fato pode
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correlacionar-se as baixas taxas de |, e ao longo periodo de A. A variacdo de
22 °C na temperatura foi suficiente para que a adeséo das células vegetativas
de todos os genoétipos fosse quase dois ciclos logaritmicos maior em
comparacao a 10 °C, confirmando a importancia e a influéncia da temperatura
no processo de adesdo. A remocéao de células vegetativas e esporuladas para
0s genoétipos de B cereus é dependente (p<0,05) do tratamento aplicado,
porém, a acdo destes agentes nao foi afetada pelas estruturas fisiolégicas, nem
pelos gendtipos. As formulacdes contendo dodecilbenzeno sulfonato de sodio
(DBSS) e dicloroisocianurato de sédio, ou DBSS e acido peracético, foram as
mais eficientes, resultando na higienizagdo do aco inoxidavel com uma
contagem de B. cereus abaixo de 50 UFC/cm?. Observou-se que todos os
genotipos na estrutura vegetativa, foram consideradas hidrofilicos (AGsws'©"
>0) independente da temperatura 10 °C e 32 C). Porém, todos os genaétipos

esporulados, foram hidréfébicos (AGsys' ©"

<0). Pode-se predizer que a adeséo
foi termodinamicamente favoravel (AGaghesion < 0) a0 aco inoxidavel, para os
genotipos estudados a 10 °C e 32 °C, para ambas as estruturas fisiologicas,
exceto para célula vegetative do genoétipo G4, a 10 °C e 32 °C, onde a adesao
foi termodinamicamente desfavoravel (AGagnesion > 0).Este trabalho mostrou que
fatores fisico-quimicos e microbiologicos sdo complementares no fendémeno de

adesao bacteriana.



ABSTRACT

SA, Jodo Paulo Natalino de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2013. Genotypic influence of Bacillus cereus strains in adhesion and
resistance to chemical sanitizing. Advisor: Nelio José de Andrade. Co-
advisers: Wilmer Edgard Luera Pena and Emiliane Andrade de Araujo.

Among several micro-organisms contaminants in food industry, Bacillus
cereus is a pathogen that may cause poisoning emetic and/or diarrheal and,
furthermore, spoil foods production of proteolytic or lipolytic enzymes. In this
research, the multiplication rate (), the lag time (1) and maximum multiplication
rate (Umax) Of four genotypes of Bacillus cereus with genes for the production
from different enterotoxins were evaluated at temperatures of 10 °C, 15 °C, 25
°C, 32 °C and 42 °C. Multiplying quantitation was performed
byspectrophotometer, with readings from optical density at 600 nm. The DMFit
software was used to fit the data to curves of Baranyi and Roberts model. The
maximum multiplication rate (Umax) Was evaluated by modified Ratkowsky et al.
model. Also in the experiment, adhesion of genotypes of B. cereus, vegetative
cell or spore, to stainless steel 304 # 4, at 10 ° C and 32 ° C was evaluated. The
interaction between the surface of stainless steel and genotypes was studied by
tension interfacial characteristics and measure of the contact angle of surfaces.
In addition, we evaluated the removal of genotypes adhered to the stainless
steel surface using six hygienic procedures through simulated use test of
cleaning in place (CIP). As result, no significant effect was found (p> 0.05) for
values of py between genotypes, at the same temperature. However, was
observed significant effects (p <0.05) among genotypes for this parameter (u)
for different incubation temperatures (10 °C, 15 °C, 25 °C, 32 ° C and 42 °C)
and also for the lag time (L). At 10 ° C, the values of y and ymax were lower
and the lag time (L) was higher for all vegetative cells of genotypes. At 32 °C
there was an opposite behavior for all kinetic parameters. In this study, no
difference was observed (p> 0.05) in the ability of adhesion to stainless steel
between the genotypes at the same temperature (10 °C and 32 °C). However,
significant differences (p <0.05) in adhesion in relation to physiological



structures was observed for temperatures of 10 °C or 32 °C. At 10 °C, the
vegetative form adhered less than sporulated. This may correlate to low values
of u and pPmax, and long period of A. The variation of 22 °C in temperature was
sufficient for that adhesion of all vegetative cells genotypes were almost two log
cycles higher than at 10 °C, confirming the importance and influence of
temperature on adhesion process. The effect of temperature on the adhesion of
vegetative cells and spores of B. cereus, can be explained, among other
factors, by hydrophobic interactions. These interactions are governed by the
entropy of the system, thus increasing temperature favors the entropic
component. Thus, when temperature increases the hydrophobic interactions are
become stronger, favoring adhesion. According to results, removal of spores
and vegetative cells for genotypes of B. cereus is dependent (p <0.05) of the
treatment applied, however, the action of these agents was not affected by
physiological structure (vegetative and spore), or by genotypes. Formulations
containing sodium dodecylbenzene sulfonate combined with sodium
dichloroisocyanurate or peracetic acid were more efficient, resulting in
hygienization of stainless steel with a count of B. cereus below 50 cfu.cm™. We
observed that all genotypes in the vegetative form were considered hydrophilic
(AGsws' °™> 0), independent of temperature (10 °C and 32 °C). However, all

genotypes in the spore form were hydrophobic (AGsws'©"

<0). The adhesion to
stainless steel was thermodynamically favorable (AGaghesion < 0) for all the
genotypes at 10 °C and 32 °C for both physiological structures except for the
cell vegetative genotype G4 at 10 °C and 32 °C, where the adhesion was

thermodynamically unfavorable (AGaghesion > 0).
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1. INTRODUCAO

A industria alimenticia vem gradativamente aprimorando tecnologias e
desenvolvendo novos processos para aumentar a qualidade e inocuidade dos
alimentos. Um dos aspectos mais importantes neste contexto é a higienizagédo
durante todo o processo de fabricacdo. Atualmente, em funcdo de diversos
fatores, como o aumento de concorréncia com o0s produtos importados,
consumidores mais exigentes e fiscalizacdo sanitaria mais efetiva, muitas
indUstrias aumentaram o0s investimentos na qualidade microbioldégica do
produto.

Dentre os diversos micro-organismos de preocupacao na industria de
alimentos encontra-se Bacillus cereus, um patogeno alimentar que tem
adquirido importancia crescente em relacdo a saude publica. Apresenta
distribuicdo ubiquitaria na natureza, podendo contaminar diferentes matérias-
primas e alimentos. Os esporos produzidos por este micro-organismo sao
resistentes a diferentes condicbes adversas, como altas temperaturas,
radiacdes, entre outras, permanecendo vidveis apds a coc¢do dos alimentos.

A maioria das estirpes de B. cereus é capaz de produzir uma grande
variedade de metabdlitos extracelulares, principalmente durante a fase de
crescimento exponencial, como fosfolipases, B lactamases e toxinas, as quais
sdo consideradas fatores de viruléncia associados a surtos de toxinfeccoes
alimentares (diarreica e emética).

A presenca de B. cereus nas superficies de equipamentos na industria
de alimentos é muito comum. Essa bactéria possui grande capacidade de
aderir a superficies de aco inoxidavel em usinas de leite, sendo assim um
obstaculo a conservacgéo do leite pasteurizado e derivados (PENG et al . 2002).

Diversas pesquisas relatam a influencia da temperatura sobre a
capacidade de adesdo dos micro-organismos as superficies para
processamento de alimentos. E possivel que a temperatura tenha importante
papel na formac&o de estruturas que auxiliam o processo de ades&o. E sabido
que temperaturas proximas do ideal para a multiplicacdo celular permitem

maior quantidade de células aderidas.



As caracteristicas termodinamicas da superficie celular também podem
interferir no processo de adesédo. A elevada hidrofobicidade superficial de B.
cereus pode tornar a célula séssil em uma superficie de processamento,
deixando-a, mais resistente aos agentes sanitizantes, antibidticos, tratamento
térmico, radiacdo, dentre outros, quando comparada a sua forma planctonica.
Desta forma, o desenvolvimento de compostos que evitem 0 processo de
adesdo e formacgédo de biofilmes, tem sido de grande interesse para as
indUstrias de alimentos, principalmente os sanitizantes com amplo espectro
antimicrobiano.

Considerando a importancia de contribuir para elucidagao de processos
como a influéncia da temperatura na multiplicacdo microbiana, na adesao e na
remocado de micro-organismo da superficie de aco inoxidavel, utilizando

diferentes sanitizantes quimicos, este estudo teve como obijetivo:

I.  Determinar o0s parametros cinéticos de multiplicacédo
microbiana (taxa de multiplicacdo e tempo de lag) de quatro
diferentes gendtipos de B. cereus a 10 °C, 15 °C, 25 °C, 32 °C e 42
°C.

[I. Utilizar o modelo da raiz quadrada, para verificacdo do
efeito da temperatura na taxa de multiplicacdo de quatro diferentes

genadtipos de B. cereus.

lll.  Avaliar a remocéo de diferentes genotipos de B.cereus, na
forma vegetativa e esporulada, aderidos ao aco inoxidavel, com uso
de dicloroisocianurato de sodio e acido peracético com presenca e

auséncia de tensoativo anionico (dodecilbenzeno sulfonato de sodio).

IV. Estudar a interagdo entre a superficie de ago inoxidavel e a
superficie de quatro genotipos de B. cereus, em suas formas
vegetativas e esporuladas, por meio das caracteristicas de interacao

interfacial, determinadas a partir da medi¢cdo de angulos de contato



das superficies destes isolados, e do ac¢o inoxidavel, em associacéo

com a teoria DLVO Estendida e a teoria termodindmica da adesao.

V. Fornecer subsidios as industrias de alimentos, para o
controle da deterioracdo dos alimentos por B. cereus, aumentando a

seguranca dos alimentos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A importancia da higienizacdo na industria de alimentos

A higienizacdo na industria de alimentos visa basicamente a
preservacdo e manutencdo das caracteristicas sensoriais, nutricionais e da
qualidade microbioldgica dos alimentos. Desta forma, este processo auxilia na
obtencdo de produtos que, além das qualidades mencionadas, tenha uma boa
condicao higiénico-sanitaria, ndo oferecendo riscos a saude do consumidor.

O processo de higienizacéo é dividido em duas etapas bem definidas:
a limpeza e a sanitizacdo. O objetivo primordial da limpeza é a remocao de
residuos organicos e minerais aderidos as superficies, constituidos
principalmente por proteinas, gorduras e sais minerais. A sanitizacdo tem por
objetivo eliminar micro-organismos patogénicos e reduzir o numero de micro-
organismos deteriorantes a niveis considerados seguros. A limpeza, sem
davida, reduz a carga microbiana das superficies, mas nao a indices

satisfatorios. Por isso, a sanitizacéo é indispensavel (ANDRADE, 2008).

2.2.Bacillus cereus

B. cereus € um bastonete gram positivo, esporulante, apresentado duas
estruturas fisiologicas: enddsporo e célula vegetativa. Em condi¢cbes adversas,
esta bactéria produz rapidamente esporos caracterizados pela néo alteracéo do
esporangio: elipséides, e com localizacdo central ou pericentral. A forma
esporulada possui uma substancia tipica em sua estrutura, o acido dipicolinico
(acido 2,6-piridinedicarboxilico) , que € essencial para a esporulagéo,
germinacdo e estrutura dos esporos. Esporos nao possuem atividade
metabdlica, sendo resistente a varios fatores ambientais e condi¢cdes adversas,
tais como aquecimento, congelamento, desidratacdo e radiacdo. A exposicao
ao ar ndo reprime a esporulacdo e 0s esporos podem permanecer viaveis
durante vérios anos (GOMES, 2009).



Os esporos sdo importantes para a disseminacdo desta bactéria, e
sabe-se que algumas estirpes aderem a células epiteliais humanas,
possibilitando ser um mecanismo de viruléncia adicional (KOTIRANTAET et al.
2000; BHUNIA, 2007; JAASKELAINEN, 2008).

As células vegetativas sdo bastonetes aerébios facultativos, que variam
entre 1,0 a 1,2 ym de largura e 3,0 a 5,0 ym de comprimento e tendem a
crescer em cadeias (BHUNIA, 2007).

A maioria das estirpes € movel apresentando flagelos peritriquios,
apesar de existirem estirpes ndo moveis. A temperatura de crescimento varia
entre 4,0 a 55,0 °C, com a temperatura 6tima entre os 25,0 e 37,0 °C. Existe
uma fracdo consideravel de estirpes psicrotroficas capazes de crescer de 4,0 a
7,0 °C, as quais séo frequentemente encontradas no leite e laticinios (BHUNIA,
2007).

Bacillus cereus multiplica em valores de pH entre 4.30 e 9.30 e sua
atividade de &gua (aw) minima € de 0,93; possui necessidade de trés
aminoacidos: treonina, leucina e valina, como fatores de multiplicacdo, mas néo
necessita de vitaminas (JAASKELAINEN, 2008).

As espécies deste micro-organismo sdo frequentemente isoladas de
leite, e produtos derivados submetidos ao tratamento térmico, como leite UHT,
leite em po, queijos e iogurte (FAILLE et al , 2001). As influéncias das enzimas
proteoliticas e lipoliticas podem causar inidmeros problemas nestes produtos, e
em seus derivados, como altera¢cfes na cor e no odor, além de poder ocasionar
0 processo de coagulacio doce em leite UHT (JANSTOVA et al. 2004).

A presenca de B. cereus nos alimentos pode causar toxinfecgao
alimentar que pode manifestar-se tanto na forma emética como na forma
diarreica. Em ambas as formas, os sintomas sdo geralmente passageiros e
auto-limitantes, contudo tém sido descritos casos severos com hospitalizacao e
até mesmo oObito (EHLING-SCHULZ et al. 2006).



2.3.Fatores de viruléncia associadas a Bacillus cereus

O termo viruléncia (do latim virulentia, veneno) refere-se a intensidade
ou grau de patogenicidade de um micro-organismo (PRESCOTT et al. 2008). A
patogenicidade refere-se ao potencial de um micro-organismo para causar
determinada doenca.

As caracteristicas de um micro-organismo que conferem viruléncia sao
designadas como fatores de viruléncia, que é determinada por trés
caracteristicas: capacidade de invasao, de infec¢cdo e potencial patogénico. O
potencial patogénico € dado principalmente pela sua toxicidade, ou seja, pela
capacidade de produzir toxinas capazes de provocar determinado maleficio ao
hospedeiro. (PRESCOTT et al. 2008)

B. cereus pode produzir varias toxinas e enzimas responsaveis pelo seu
efeito patogénico, incluindo a toxina emética e as enterotoxinas diarreicas.

A toxina emética, cereulida, € um dodecadepsipéptido ciclico, de 1,2
kDa, termo-estavel, constituido por trés repeticbes de quatro aminoacidos
modificados: d-O-Leu-d-Ala-I-O-Val-I-Val (AGATA et al. 1995; EHLING-
SCHULZ et al. 2006).

Esta toxina é responsavel pela sindrome emética, provocada pela
ingestdo de alimentos contaminados com cereulida, e caracteriza-se por nao
fermentar a salicina nem hidrolisar o amido (AGATA et al. 1995). A cereulida é
toxica para as mitocondrias, atuando como um ionéforo de potéssio, e inibem
também as células natural killer humana.

Existem pelo menos trés enterotoxinas (eméticas), associadas a surtos
de toxinfecgéo alimentar: a hemolisina BL (HBL), a enterotoxina ndo-hemolitica
(NHE) e a citotoxina K. A enterotoxina T e a enterotoxina FM nao foi, ate o
momento, reportadas a nenhum caso de toxinfeccdo alimentar (GRANUM e
LUND, 1997; CHOMA e GRANUM, 2002), no entanto estas cinco enterotoxinas
sao consideradas fatores de viruléncia associadas a B. cereus (MINNAARD et
al. 2007).

Este micro-organismo € também produtor de varias enzimas que
desempenham papel importante na viruléncia desta bactéria. Estas enzimas
incluem: fosfolipases, lecitinase, esfingomielinase, colagenase, protease,
amilase e B-lactamase. (BHUNIA, 2007)
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A fosfolipase C € um fator de viruléncia de inameras bactérias
patogénicas, contribuindo para a destruicdo de tecidos através da
desgranulacdo dos neutrofilos humanos (BEECHER et al. 1997).

As B-lactamases conferem resisténcia aos antibiéticos B-lactamicos,
como a penicilina, ja a esfingomielinase hidrolisa a esfingomielina em ceramida
e fosforilcolina localizadas nas membranas plasmaticas das células eucariotas
(BHUNIA, 2007).

As componentes estruturais de B. cereus também sdo fatores que
contribuem para a viruléncia, por exemplo, os esporos deste micro-organismo,
sdo mais hidrofébicos em detrimento das espécies do género Bacillus,
favorecendo maior aderéncia as superficies hidrofébicas e hidrofilicas, do que
as células vegetativas. A maior hidrofobicidade dos esporos € responsavel por
aumentar a adesao a superficie das células intestinais, o que contribui como
fator adicional a viruléncia. (ANDERSSON, et al. 1998)

Em isolados de B. cereus responsaveis pela doenca periodontal,
detectou-se a presenca de uma camada de glicoproteina, designada S-layer,
envolvendo a parede celular A presenca desta proteina em torno da parede
celular das células vegetativas desta bactéria, desempenha importante funcéo
na determinacdo da hidrofobicidade da superficie celular. As estirpes
constituidas por esta proteina sdo mais hidrofilicas o que lhes permite uma
maior aderéncia ao colagénio tipo I, laminina, fibronectina e ao fibrinogénio e,
consequentemente, uma ligacdo efetiva a matriz proteica, a proteina S-layer
também aumenta a resisténcia das bactérias a fagocitose (KOTIRANTA et al.
2000)

N&o existem relatos na literatura associando os diferentes genotipos
enterotoxigénicos de B.cereus, com 0 processo de adesao ao aco inoxidavel, e
a resisténcia a sanitizantes. Portanto, esta pesquisa é relevante, pois apresenta

um diferencial sobre tais aspectos na tentativa de elucidar esta relacao.



2.4.Adeséo bacteriana e formacéo de biofilme

A adesao microbiana € um processo de transferéncia de uma célula que
se encontra livre em uma fase para um estado aderido em uma interface. Este
fenbmeno estd envolvido em varias doencas, na formacéo de placas dentérias,
em processos industriais, dentre outros. Todos esses processos envolvem a
interacdo entre micro-organismos e algum tipo de superficie, que pode ser de
materiais inertes ou bioldgicos (MESQUITA et al. 2002).

A adesdo microbiana e a formacéo de biofiime ocorrem em virtude da
deposicdo de micro-organismos em uma superficie de contato, onde eles se
fixam e iniciam o crescimento (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

Este processo depende das propriedades fisico-quimicas do
material, do substrato e da superficie da célula. A possibilidade de formar
ligacbes especificas entre a bactéria e superficie depende da composicdo
quimica da superficie e da composicdo da camada mais externa da célula
(VALCARCE, 2002). Propriedades da superficie da célula, como a presenca de
flagelo, pili, adesinas, lipopolissacarideos, acido lipoteicéico e capsula,
influenciam na aderéncia a qual ocorre em dois estagios: adesao reversivel
seguida por adesao irreversivel (TRACHOO, 2003).

O processo reversivel de adesdo de um organismo a uma superficie
envolve a aproximacdo deste a superficie de forma aleatoria ou através de
mecanismos de quimiotaxia e de mobilidade ( pili superficiais, flagelos dentre
outros). Quando o micro-organismo atinge uma proximidade critica da
superficie, a ocorréncia de adesdo depende do balanco final entre forcas
atrativas e repulsivas como interacdes eletrostéticas e hidrofobicas, forcas de
van der Waals, impedimento estereoquimico, entre outras, geradas entre as
duas superficies. A repulsdo entre duas superficies pode ser ultrapassada por
meio de interacdes moleculares especificas, mediadas por adesinas, que sao
proteinas localizadas em estruturas que irradiam da superficie celular (DAVEY
e O'TOOLE, 2000).

Durante a adesé&o reversivel, as bactérias ainda exibem movimentos
Brownianos e séo facilmente removidas pela aplicacdo de uma for¢ca minima
(CHMIELEWSKI e FRANK, 2003).



ApoOs a adeséo reversivel, as células fracamente ligadas consolidam o
processo de adesdo produzindo exopolissacarideos que complexam os
materiais da superficie e os receptores especificos localizados nos flagelos, pili
ou fimbrias. Na auséncia de interferéncia mecanica ou quimica, a adeséo
torna-se, nesta fase, irreversivel. Durante este estagio de adesdo, 0os micro-
organismos individualizados ou planctonicos podem aglomerar uns aos outros,
formando agregados na superficie a que aderem. Apds a adesao irreversivel
da bactéria a superficie, inicia-se o processo de maturacdo do biofilme
(FRIEDMAN e KOLTER, 2004).

No biofilme, os micro-organismos sdo mais resistentes a acdo de
agentes quimicos e fisicos, como aqueles usados no procedimento de
higienizacdo, sendo uma importante fonte de contaminacdo na industria de
alimentos (MOSTELLER e BISHOP, 1993).

De acordo com Sinde e Carballo (2000), a remocé&o de células aderidas
irreversivelmente € dificil, e requer aplicacdo de uma forte forca mecanica ou
interrupcdo quimica da forca de aderéncia pela aplicacdo de enzimas,

detergentes, surfactantes, sanitizantes e/ou por calor.

2.5.Fatores que influenciam a adeséo e a formacé&o de biofilme

2.5.1. Teorias

Vérios estudos tém descrito o fendbmeno de ades&do bacteriana em
termos de parametros fisico-quimicos, tais como hidrofobicidade (MARK et
al.1987), energia de superficie (ABSOLOM, et al. 1983; BUSSCHER et al.
1984), e interacOes eletrostaticas das particulas celulares com as superficies
(BAYER et al. 1990).

Segundo Gottenbos et al. (2002), bactérias movem-se ou sdo movidas
para a superficie de um material devido aos efeitos de forgas fisico-quimicas,
como movimentos Brownianos, forcas de atracdo de van der Waals, forcas

gravitacionais, efeitos de cargas eletrostéticas e interacdes hidrofobicas.



As interacdes fisico-quimicas sdo classificadas como interacdes de
longo e curto alcance (GOTTENBOS et al. 2002). As interacdes de longo
alcance (distancia > 50 nm) entre células e superficies sado descritas por forcas,
que sdo em funcao da distancia e energia livre. Interacdes de curto alcance
tornam-se efetivas, quando a célula e a superficie entram em contato estreito
(distdncia < 5 nm) e estas, podem ser divididas em liga¢cdes quimicas, como
pontes de hidrogénio, interacbes ibnicas e dipolo, e interacdes hidrofébicas
(MAYER et al. 1999).

Algumas teorias tém sido utilizadas para descrever a 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 eletrostaticas para a energia de
interacdo interfacial entre duas superficies, e explica a adesdo de micro-
organismos com base na interagdo entre particulas coloidais, desprezando
todos os aspectos microbiologicos da adesdo. Além disso, as forcas de
interacdo contabilizadas por esta teoria sdo apenas as forcas de longo alcance
como forcas de van der Waals e forcas resultantes da dupla camada elétrica
(OLIVEIRA, 20086).

Portanto, essa teoria s6 prevé a adesao inicial, a qual é reversivel,
mediada por forcas de longo alcance, mas ndo permite quantificar a energia
potencial dessa interacdo. Depois que uma particula atinge a adesdo inicial, um
conjunto de forcas de curto alcance passa a dominar a interacao e a determinar
as forcas de adesédo (CHAVES, 2004).

Em 1948 a teoria DLVO estendida, foi complementada por Verwey e
Overbeek para justificar os desvios da mesma, englobando as forcas de curto
alcance, também designadas forcas ndo DLVO (OLIVEIRA, 2006). As forcas
de curto alcance englobam as forcas de repulséo de Born, as forgcas de
hidratacéo, as interacbes hidrofébicas e as pontes poliméricas. Estas forcas
permitem justificar os desvios da teoria DLVO, contudo estes tipos de
interacbes ndo sao facilmente quantificaveis com a excecdo das interacdes
hidrofébicas (ELIMELECH, 1995). A hidrofobicidade tem sido considerada a
forca de curto alcance mais importante na adesao bacteriana (BUSSCHER et
al. 1990; van OSS. 1997).
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A teoria termodinamica € a segunda abordagem fisico-quimica que tem
sido utilizada para descrever a adesdo bacteriana as superficies (MORRA e
CASSINELLI, 1997). De acordo com essa teoria, a adeséo é favorecida quando
a energia livre por unidade de éarea da superficie for negativa, devido ao
resultado da aderéncia, o0 que significa que a adesdo espontanea €
acompanhada por uma diminuicdo da energia livre do sistema, como previsto
pela Segunda Lei da Termodinamica. A importancia do carater hidrofobico da
superficie das células na adeséo foi explicada por Busscher et al (1990), que
defendem que para se estabelecer uma adeséo efetiva entre duas superficies
em meio aquoso o filme de agua que as separa tem que ser removido e a
hidrofobicidade das superficies interatuantes contribui para a facilidade dessa
remocao (CHAVES, 2004).

2.5.2. Hidrofobicidade

A hidrofobicidade da superficie celular é baseada em compostos
associados com a membrana externa, incluindo lipopolissacarideos,
lipoproteinas e acidos lipoteic6icos. A orientacdo destes compostos na
membrana externa determina a hidrofobicidade da superficie celular. A maioria
das bactérias gram negativas possuem longas regibes de polissacarideos
expostos oriundos de seus lipopolissacarideos, resultando em superficie
hidrofilica, enquanto as bactérias gram positivas possuem porcdes lipidicas de
acidos lipoteicoicos estendidos para parte externa da célula, resultando em
superficie hidrofobica (TRACHOO, 2003).

Contudo, a hidrofobicidade é a propriedade termodinamica mais
facilmente influenciada pela quantidade de agua do meio, sendo assim, 0s
micro-organismos podem apresentar variacbes na hidrofobicidade,
dependendo do modo de crescimento bacteriano e das condi¢cdes de cultivo
(KUMAR e ANAND, 1998).

Segundo van Oss e Giese (1995), a hidrofobicidade é expressa como
energia hidrofobica de atracdo e estabelece o grau de interacdo entre as
moléculas de um material imerso em agua. A hidrofobicidade é definida em

termos de energia livre de interacdo, (AGsas'°'), entre as moléculas das
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superficies (s) imersas em agua (a). Quando a energia livre global de interacéo
entre as moléculas imersas em agua é atrativa, ou seja, o valor de AGgzs'°'é
negativo, significa que as moléculas do sélido tém maior afinidade entre si do
que pela agua. Assim, uma superficie hidrofébica apresenta valores de
AGsas ©Tnegativos. Quando a energia livre global de interacdo entre as
moléculas de um sélido imerso em agua é suficientemente repulsiva, ou seja, 0
valor de AGs,s'©'é positivo, a superficie é considerada hidrofilica.

Dentre os varios métodos usados para determinar a hidrofobicidade,
incluem-se a adesdo microbiana a hidrocarbonetos, a cromatografia de
interacdo hidrofébica, a adesdo a superficies hidrofobicas, agregacdo por
adicdo de sais, particdo hidrofébica num sistema aquoso bifasico e a medida
do angulo de contato. No entanto, o Unico método que permite determinar o
valor quantitativo da hidrofobicidade é a medida do angulo de contato, pois os
demais fornecem apenas um valor relativo para comparacdo entre micro-

organismos ou superficies (CHAVES, 2004).

2.5.3. Medicédo do angulo de contato

O angulo de contato formado por uma gota de um liquido sobre uma
superficie sélida € o angulo resultante entre a linha tangente a interface que
separa o liqguido e o vapor e a linha paralela a superficie do sélido, como
evidenciado na Figura 2.

Fonte: VAN LOOSDRECHT et al. 1987.

Figura 1 - Angulo de contato (8) entre uma gota liquida e uma superficie plana

e horizontal. As tensdes interfaciais da superficie do soélido (y,), do liquido em

equilibrio com o vapor (y,, ) e superficie/liquido (sl ).
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Se o liquido for a agua, o angulo formado permite avaliar a
molhabilidade da superficie e sera relacionada & hidrofobicidade.
Qualitativamente, consideram-se a superficie hidrofilica quando o angulo de
contato formado com a agua obtiver valores inferiores a 65° e a superficie sera
hidrofébica quando o angulo de contato for superior a 65° (VOGLER, 1998).
Entretanto, outros autores como van Oss e Giese (1995), consideram uma
superficie hidrofilica quando os angulos de contato formados pela agua sobre
uma superficie sdo inferiores a 50°, para valores superiores trata-se de uma

superficie hidrofobica.

2.6. Sanitizantes quimicos

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define
desinfetantes como formulagcbes que tém na sua composi¢cdo substancias
microbicidas e apresentam efeito letal sobre micro-organismos néo
esporulados (MINISTERIO DA SAUDE, 1988).

Os desinfetantes mais utilizados na desinfeccdo de superficies e
equipamentos de indastrias alimenticias brasileiras sdo aqueles que possuem
0s principios ativos dos grupos: quaternarios de amonio, compostos
inorganicos liberadores de cloro ativo, compostos organicos liberadores de
cloro ativo, compostos a base de &cido peracético, iodo e derivados
(MINISTERIO DA SAUDE, 1988).

A maioria dos sanitizantes quimicos sdo agentes oxidantes. Assim,
podem ter suas atividades reduzidas por compostos inorganicos e organicos
presentes no meio a ser tratado. Em inativacdo quimica de micro-organismos,
0 mais importante ndo € apenas a porcentagem de substancia quimica
aplicada, mas também, o residual desta no meio depois que a demanda tiver
sido suprida (WICKRAMANAYAKE e SPROUL, 1991).

E importante salientar que a acdo dos sanitizantes é afetada pelas
caracteristicas da superficie; pelo tempo, temperatura de contato, concentragao
de uso, pelos tipos de residuos presentes nas superficies, pH, pelas

propriedades fisico-quimicas da agua e, ainda, por substancias inativadoras. O
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tipo e a concentracdo de micro-organismos contaminantes da superficie
também influenciam a eficiéncia do sanitizante. Os esporos sao mais
resistentes do que as células vegetativas. Certos sanitizantes sdo mais efetivos
sobre bactérias gram-positivas do que gram-negativas. Outros apresentam boa
eficiéncia contra fungos filamentosos e leveduras, mas nao sobre virus ou
cistos de protozoarios, como os do Cryptosporidium e da Giardia (ANDRADE,
2008).

Existe grande variedade de sanitizantes disponiveis no mercado. No
entanto, a maioria apresenta pequeno efeito sobre a viabilidade dos esporos
bacterianos, sendo poucos aqueles com atividades esporicidas. Dentre os
sanitizantes que apresentam esta atividade, encontram-se 0S COmMpOStos

clorados, o peroxido de hidrogénio e o acido peracético (RUSSELL, 1991).

2.6.1. Dicloroisocianurato de sédio

Nos ultimos anos, observa-se maior preocupacdo em relacdo aos
problemas ambientais e de saude causados pelo uso de compostos clorados
inorganicos. Estes compostos reagem mais facilmente formando os
trihalometanos (THM), que se originam das reacfes entre o cloro e as
substancias organicas, os acidos humicos e falvicos, presentes na agua.

A importancia dos trihalometanos, em nivel mundial, est4 relacionada ao
fato de que, além de serem considerados carcinogénicos, sdo também
indicadores da possivel presenca de outros compostos organoclorados (acido
acético clorado, haloacetonitrilos, cloropicrin, clorofendis, cloropropanonas),
também resultantes do processo de cloracdo das aguas e mais perigosos que
0s proprios trihalometanos (MACEDO et al. 1999). Em virtude deste problema,
a Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer classifica esses subprodutos
do processo de cloracdo como cancerigenos e a Agéncia de Protecdo ao Meio
Ambiente (Enviromental Protection Agency-EPA) estabeleceu em 1998, o limite
de risco médio para desenvolvimento de cancer, de 60 e 40 miligramas por litro
para o cloroférmio e bromoférmio, respectivamente (PAVON et al., 2008).

No Brasil, a Portaria n® 2914 de 12 de dezembro de 2011, estabelece

normas e padrdes de potabilidade para a agua destinada ao consumo humano
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em todo o territorio nacional. Esta portaria atribui o valor maximo permitido de
0,1 mg/L de trihalometanos totais (BRASIL, 2011).

Os compostos clorados organicos, conhecidos como cloraminas
organicas, sédo produzidos pela reacdo do acido hipocloroso com aminas,
iminas, amidas e imidas. As mais utilizadas sao a cloramina T, a dicloramina T,
o diclorodimetilhidantoina, as formas sodicas do &cido dicloroisocianurico e 0
acido tricloroisocianurico. Esses compostos se apresentam na forma de p6 em
teores entre 24 % e 90 % de cloro residual total, expresso em Cl,. Em
comparacado com os clorados inorganicos, liberam mais lentamente o acido
hipocloroso, permanecendo efetivos por periodos de tempo maiores e sdo
menos reativos com a matéria organica, portanto formam menos
trihalometanos e sdo mais estaveis ao armazenamento (ANDRADE, 2008).

O mecanismo de acdo dos compostos clorados organicos e inorganicos,
com excec¢do do dioxido de cloro, € semelhante: quando estdo em solugdo
aguosa, liberam &cido hipocloroso, em sua forma nao-dissociada, que
apresenta acao antimicrobiana. Os mecanismos precisos de acao esporicida
ainda sdo pouco compreendidos, Andrade e Macédo (1996) sugerem duas
teorias que tentam explicar o mecanismo de agao do cloro sobre os esporos, e
ambas envolvem a cobertura do esporo. Uma sugere que o cloro se combina e
remove proteinas da cobertura e de camadas subsequentes, o que conduz a
aumento da permeabilidade ao agente quimico e da suscetibilidade a
destruicdo. J& a outra propde que o cloro estimula a germinacdo por meio da
alteracdo da permeabilidade da cobertura e, em seguida, inativa o esporo
germinado.

Outros pesquisadores propdem que a degradacdo do cortex do esporo,
além da cobertura, é uma parte integrante do processo que permite a
penetracdo do cloro em seu local de acdo no protoplasma (BLOOMFIELD e
ARTHUR, 1989; RUSSEL, 1991). O cortex tem uma funcédo de protecao rigida
e também é responsavel por manter baixo nivel de agua e, consequentemente,
alta viscosidade no protoplasma, sendo a difusdo de agentes antimicrobianos
dificultada. No entanto, com a degradacéo do cortex por agentes germinantes
ou por agdo do cloro, permite-se a passagem da agua e difusdo de cloro no

protoplasma, causando a morte das células pela oxidacdo de constituintes
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celulares dentro do protoplasma ou membrana do esporo (BLOOMFIELD e
ARTHUR, 1989).

Deve-se ressaltar que derivados clorados de origem organica, como o
dicloroisocianurato de sodio e o &cido tricloroisocianurico foram certificados
para serem utilizados em tratamento quimico de agua para abastecimento
publico pela Fundagédo Nacional de Sanitizacdo dos Estados Unidos, em 2002,
nao apresentando risco de formacdo de substancias potencialmente

cancerigenas.
2.6.2. Acido Peracético (APA)

O &cido peracético comercial € um sanitizante constituido por uma
mistura de acido peracético, peréxido de hidrogénio, acido acético e um veiculo
estabilizante. Algumas formulacdes contém, ainda, um acido organico como o
octandico. E produzido pela reacdo de &acido acético com perdxido de
hidrogénio na presenca de um acido mineral como catalisador, geralmente o
acido sulftrico (ANDRADE, 2008).

O mecanismo de acdo do APA é descrito por Jolivet-Gougeonet et al.
(1996) como um rompimento nas ligacdes sulfidricas e sulfuricas das enzimas
que compde a membrana celular, prejudicando atividades como: o transporte
ativo através da membrana e os niveis de soluto dentro das células.

Como todo esterilizante, o acido peracético possui algumas vantagens: a
acao em baixas temperaturas, ndo sendo corrosivo ao ago inox e aluminio em
concentracfes recomendadas de uso e nao requer enxague da superficie,
sendo inodoro na forma diluida. As desvantagens: baixa estabilidade durante a
estocagem, irritante a pele, necessitando muitos cuidados com o manuseio do
produto, € incompativel com acidos, alcalinos concentrados, borrachas naturais
e sintéticas, ferro, cobre e aluminio (SANTORO et al. 2007).

Comercialmente, o APA é encontrado nas concentracdes de 5 %, 15 %
e 45 % (m/v), porém acima de 15 % apresenta risco de exploséo, devido a sua
instabilidade e reatividade, tornando-se mais conveniente sua comercializacao
em concentracdes mais baixas e com quantidades maiores de estabilizantes
como o agente quelante 8-hidroxiquinolina e o agente sequestrante pirofosfato
de sodio, que removem tracos de metais que aceleram a decomposicdo de
peréxidos (SANTORO et al. 2007).
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2.6.3. Dodecilbenzeno sulfonato de sodio (DBSS)

O DBSS e moléculas anfifilicas, isto €, possuem na sua estrutura duas
regides de polaridades dispares: um grupo polar (ou hidrofilico) e outro apolar
(ou hidrofébico). Sé&o classificados como umectantes emulsificantes e,
detergentes tensoativos anibnicos, pela capacidade de dissociar-se em

solucéo, sendo o ion negativo liberado, a forma ativa.

SOz Nat
Fonte: SMOKEFOOT, 2010

Figura 2 — Estrutural quimica do dododecilbenzeno sulfonato de sédio.

A parte hidrofébica é constituida pelos grupos alquil, aril e alquiaril que
facilitam a incorporacdo da gordura, enquanto a parte hidrofilica é constituida
de sulfonato (GERMANO e GERMANO, 2003).

Como todo tensoativo, possui a capacidade de modificar a tensao
superficial em interfaces liquido-liquido, liquido-gase sélido-liquido, sendo uma
importante caracteristica para o procedimento de higienizacdo, pois tendem a
otimizar o contato entre os agentes de limpeza e o0s residuos a serem
removidos.

A agua, ao contrario do que parece, ndo molha bem a superficie, pois
apresenta a alta tensdo superficial, equivalente a 72 mJ.m™. Essa tenséo deve
ser diminuida a valores de 36 mJ.m™ para otimizar o contato entre o detergente
e o residuo a ser removido. Por isso, numa superficie onde se encontram
residuos de gordura a agua apresenta-se na forma de goticulas, pois a
interacdo entre as moléculas de gordura € mais favoravel do que entre as
moléculas de agua e moléculas de gordura.. Essa diminuicdo da tensédo
superficial da dgua é conseguida com o uso de tensoativos. (ANDRADE, 2008).

A molécula do tensoativo forma micelas no interior da solugédo aquosa.

Nesse caso, as partes hidrofébicas se direcionam para o interior da micela, e
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as partes polares interagem com a agua. E a formac&o de micela que permite a
remocgdo dos residuos de gordura pelo processo de emulsificacdo realizado
pelos tensoativos: a parte hidrofobica dessas substancias interage com a
gordura e acidos graxos, insoluveis em agua e a hidrofilica com as moléculas

de agua, formando as micelas, que sao soluveis em agua.

A concentragdo de tensoativo em que se inicia a formagéao de micelas
denomina-se “Concentracdo Critica de Micela” (CCM). Deshpande et al.
(1998), relataram em sua pesquisa o valor de 390 mg/L referente a CCM do
DBSS.

Na CCM, a tensdo interfacial estd em nivel minimo, e a eficiéncia de
limpeza esta otimizada. Aumento na concentracdo de tensoativo em solucdo
além do CCM nédo causara diminuicdo da tensdo superficial. No entanto,

excesso de tensoativo € necessario para manter a CCM, desde que o
tensoativo reage com o residuo a ser removido (ANDRADE, 2008).

3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Higiene e
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos, da
Universidade Federal de Vigosa.

3.1.Superficies

Foram utilizados cupons-teste de aco inoxidavel 304, com polimento n° 4
dimensdes 10 mm x 10 mm x 0,05 mm e cilindros de aco inoxidavel 304, com

polimento n° 4,33 cm de comprimento e diametro de 3,1 cm.

3.2.Micro-organismos utilizados

Foram estudados quatro gendtipos de B. cereus isolados de tanque
de resfriamento de leite, de uma fazenda tecnificada, provenientes da pesquisa

realizada no laboratorio de Higiene e Microbiologia de Alimentos por Barreto
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2012, que foram identificados por amplificacdo de fragmentos de DNA. As
codificacbes de cada isolado encontram-se na Tabela 1.

As estirpes G1, G2 e G3 sdo produtoras de enterotoxinas, e a estirpe
G4, foi utilizada como controle negativo, por ndo possuir a presenca de gene

para codificar nenhuma enterotoxina.

Tabela 1- Gendétipos de Bacillus cereus, com seu(s) correspondente(s)

fragmento codificador da presenca ou auséncia de enterotoxina(s).

ISOLADOS
Genatipo Gl G2 G3 G4

Fragmento 761pb  421pb 761pb e 421pb  250pb

Toxina NHE CytK NHE e CytK

NHE: enterotoxina ndo hemolitica, CytK : citotoxina k , pb : pares de bases.

3.2.1. Suspenséao de células vegetativas

A partir de cada cultura pura com genotipos de B. cereus, mantidas a
temperatura de 4°C em tubos de ensaio em agar inclinado, foram preparadas
suspensdes contendo cerca de 10° UFC/mL Para o uso nos experimentos,
suspensdes de células vegetativas foram produzidas em duas repicagens
consecutivas em caldo nutriente (Sigma), por incubacdo a temperatura de 32
°C por 24 h. O nimero de micro-organismos nas suspensdes foi determinado
por plagueamento em meio seletivo MYP (Manitol-EggYolk-Polymyxin -

Himedia-) e incubados por 32 °C por 24 h.

3.2.2. Suspenséo de esporos

Inicialmente, realizou-se a ativacdo das colbnias conservadas sob-
refrigeracdo, a 4 °C, para tubos contendo &gar nutriente inclinado para cada

genatipo. O preparo das suspensdes de esporos foi realizado apos a terceira
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repicagem, quando se obteve uma grande massa de células formadas na
superficie dos referidos tubos. A cada um dos tubos, foi adicionado 1 mL de
solucédo salina (0,85 %) para remover a massa celular, com auxilio de alca de
platina. Essas suspensdes de células foram usadas para inocular, em
superficie, no meio de esporulacdo previamente preparada em frascos Schott
de 1.000 mL, devidamente identificados de acordo com o genotipo
correspondente.
O meio para cultivo dos esporos foi elaborado conforme proposta de
Martin e Blackwood (1972), usando Caldo Nutriente suplementado com 0,01 %
(m/v) MNSOy4, 1 % (m/v) de amido e 2 % (m/v) de agar.
Depois de um periodo de incubacédo de 48 a 72 h a 35 °C e, em seguida,
72 a 96 h a 5 °C, os esporos de cada frasco foram removidos com auxilio de
bastbes de vidro estérelizados e suspensos em 20 mL de agua destilada
esterilizada. Em seguida, o volume de 20 mL de cada gendétipo foi transferido
para tubos de centrifuga com capacidade de 50 mL, e levados a centrifuga (
Eppendorf 5804R), aplicando-se a programac¢ao de 5.000 g por 20 minutos,
com temperatura ajustada em 4 °C, adotando procedimento descrito por
Wescott et al. (1995). Esse procedimento foi repetido cinco vezes, descartando
0 sobrenadante, de forma a concentrar as suspensfes com concentragao

maior ou igual a 98 % de esporos refrateis de cada genotipo.

3.3.Cinética de multiplicagcdo microbiana dos gendétipos de Bacillus
cereus a 10 °C, 15°C, 25°C, 32 °C e 42 °C.

Os parametros de multiplicacdo microbiana: taxa maxima de
multiplicacdo, (1) e tempo de lag (1), foram determinados para os gendtipos
Gl, G2, G3 e G4 de B. cereus. O objetivo foi determinar o efeito da
temperatura (10° C, 15°C, 25°C, 32°C e 42 ° C) sobre a multiplicacao
microbiana dos quatro genotipos isolados.

Todos os isolados foram inoculados em frascos contendo 100 mL de
caldo nutriente acrescido de um volume de suspensédo de células vegetativas

de forma a obter uma contagem aproximada de 1 x 10° UFC/mL. As amostras
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foram incubadas de acordo com as condi¢cdes experimentais (10°C, 15°C, 25
©C,32°C e 42 ° C). A quantificacdo da multiplicacdo de cada isolado foi
realizada por espectrofotdmetro modelo SP-22, com leitura de densidade otica
a 600 nm, até que todas as estirpes alcancassem a fase estacionaria para cada
temperatura experimental.

O software DMFit, gentilmente cedido pelo Dr. Baranyi

((www.ifr.ac.uk/safety/DMfit) foi usado para ajustar os dados das curvas de

multiplicacdo ao modelo de Baranyi (Baranyi e Roberts, 1995) (equacbes 1 e
2)

1 emg Axt) — 1

P(t)=YU+gAn(t)";7; Inf1+ e (¥nax=Y0)

Equacéo 1

A1) = f 4 Fquagdoz

Sendo:

y(t): valores de absorbancia,
S: variavel da integrante.

m: parametro da curvatura apos a fase exponencial,
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n: parametro da fase de laténcia,

Yo: absorbancia dos genétipos no momento t = 0,

0: taxa de multiplicagdo microbiana.

Ymax: maxima densidade populacional.

A: duracéo da fase lag.

3.4.Modelagem secundéria utilizando-se o0 modelo da raiz quadrada

O efeito da temperatura na taxa de multiplicagéo (umax) , foi avaliada pelo
modelo secundario de raiz quadrada, de Ratkowsky et al. (1982) modificado,
conforme Equacdo 3. O juste dos dados a este modelo foi realizado pelo

software Statistica V.7.

VE =D(T —Tmin )1 —exp (T —Tmax )} Equagcéo 3

Em que:

JK: raiz quadrada da taxa maxima de multiplicaGcao (Mmax)

b: inclinagdo da linha de regresséo
T: temperatura

Tmin: temperatura abaixo da qual ndo ha crescimento

22



Tmax: temperatura limite superior, em que além dela, a taxa de multiplicacao
predita € zero.

c: € um parametro adicional, para capacitar o modelo a ajustar-se aos
dados quando as temperaturas estao préoximas ou acima da 6tima para o
crescimento.

3.5.Determinacao da adesé&o bacteriana

Antes de cada analise, os cupons de aco inoxidavel (10 mm x 10 mm x
0,05 mm) foram higienizados por meio de escovacdo empregando-se agua e
detergente neutro liquido, enxaguados com &gua destilada e imersos em &lcool
etilico 70 % (v/v) por 1 h para remocédo de gordura, enxaguados novamente
com agua destilada, secos e esterilizados em autoclave 121 °C/ 15 minutos
(PARIZZI, 2004).

Os cupons de ac¢o inoxidavel foram imersos em caldo nutriente, quando
a adesédo foi de células vegetativas, e em agua destilada esterilizada para a
adesao dos esporos. Em seguida, os indculos dos diferentes genétipos de
B.cereus nas formas vegetativas e esporuladas foram inoculados, e realizou-se
a incubacdo, sendo arbitradas duas temperaturas analisadas na cinética de
multiplicagéo: 10° C e 32° C, comparando desta forma uma temperatura de
abuso para produtos refrigerados, em detrimento da temperatura 6tima de
multiplicagdo do micro-organismo.

Os cupons teste da superficie foram imersos em erlenmeyers contendo
100 mL de caldo nutriente (célula vegetativa) e 100 mL de agua destilada
esterilizada (esporos) acrescidos, respectivamente, de um volume de
suspensao de células vegetativas e esporuladas com seu respectivo genotipo
para cada erlenmeyer, de forma a obter uma contagem aproximadamente de
10°> UFC/mL. As amostras foram incubadas de acordo com as condicdes
experimentais ( 10 °C por 108 h e 32 °C por 20 h ). As avaliacdes da
quantidade de células aderidas por cm? foram realizadas ap6s o tempo de
contato, em cada superficie, que foi padronizado de acordo com o tempo
necessario para alcancar a fase estacionaria de cada gendétipo, analisado pela

metodologia descrita anteriormente.
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Transcorrido o tempo de incubacédo, os cupons foram retirados do caldo
nutriente e da agua destilada esterilizada, com o auxilio de uma pinca
esterilizada e imersos em 10 mL de agua peptonada a 0,1% (m/v), por 1 min.
para a remocao de células planctdénicas. Em seguida, os cupons foram imersos
em tubos contendo o mesmo volume da solucdo diluente e submetidos ao
vortex, durante um minuto para remocao de células sésseis (PARIZZI, 2004).
DiluicGes apropriadas foram inoculadas em profundidade, em placas contendo
agar para contagem padrdo, com incubacdo a 32 °C, por 24 h, segundo
metodologia da APHA (2001) para determinacdo de B. cereus. Os resultados
foram expressos em UFC/cm? O nimero de UFC/cm? foi determinado usando

equacao 4:

UFC.cm™= (VD/VA) X M x D Equacéo 4
A

Onde:

VD: volume do diluente utilizado na rinsagem (mL)

VA: volume da aliquota utilizada no plagueamento (mL)
M: média da contagem obtida nas placas (UFC)

D: diluicdo realizada

A: area do cupom (cm™)
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3.6.Adesédo e remocdao de células vegetativas e esporuladas de B.
cereus aderidas a cilindros de ag¢o inoxidavel

Amostras de 100 mL de caldo nutriente para células vegetativas e 100
mL de agua destilada esterilizada para esporos foram inoculadas com 1 mL de
suspensdo com os diferentes gendtipos de B. cereus (cerca de 1,0 x 10’
UFC/mL). As suspensdes de cada gendtipo de B. cereus nas formas vegetativa
foram ativadas por duas vezes, em caldo nutriente a 32 °C por 24 h.
Para as formas esporuladas foram realizadas diluicbes decimais a partir do
indculo incubado & temperatura de 4 ° C, para se obter cerca de 1,0 x 10’
UFC/mL.Estas amostras foram adicionadas em tubos de prova de aco
inoxidavel AISI 304 polimento n° 4, com 33 cm de comprimento e diametro 3,1

cm ( Figura 3), com o intuito de simular o processo de adesé&o bacteriana.

Figura 3 — Tubos de prova de aco inoxidavel AlSI 304 polimento no 4, com 33
cm de comprimento e diametro 3,1 cm e extremidades fechadas com tampas
rosqueaveis.

Os tubos de prova foram submetidos a movimentos rotatorios,
colocando-os em uma superficie plana a partir de um ponto central e
movimentando-os trés vezes, no sentido longitudinal para cima, trés vezes
longitudinalmente para baixo, trés vezes, no sentido lateral para direita, trés
vezes lateralmente para esquerda e por fim trés movimentos tipo baliza,
realizados manualmente. Este procedimento de movimentos rotatorios foi
realizado por seis vezes seguidas, sobre um molde quadrado (46 cm x46 cm)

delimitado na bancada do laboratorio (Figura 4)
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Figura 4 — Movimento rotatdrio com os cilindros de aco inoxidavel (ai, az, by b>
e c). Haste com disco de neopreno (3,25 cm de diametro ) em uma das
extremidades (d).

Em sequéncia, os tubos foram incubados a 32 °C e 10 °C, de acordo
com os dados obtidos na cinética de crescimento para alcancar a fase
estacionaria para cada temperatura, para promover o processo de adesédo para
cada gendtipo no cilindro de aco inoxidavel. Ap6s a adesédo, os indculos
contidos nos tubos de prova foram descartados e os tubos preenchidos com os
diferentes tratamentos descrito na Tabela 2, para avaliar a eficiéncia na
remocdo de células aderidas. Ap6s o preenchimento, os tubos foram
submetidos aos rolamentos como descrito anteriormente.

O numero de células aderidas para cada isolado as superficies dos
tubos de prova e que resistiram aos procedimentos de remocao de células foi
determinado da seguinte forma: inicialmente as células plancténicas foram
removidas pelo preenchimento dos tubos de prova com 100 mL de solucdo
Ringer (0,45 g /L de cloreto de sédio, 0,021 g/L de cloreto de potassio, 0,012
g/L de cloreto de calcio anidro, 0,01 g/L de bicarbonato de sddio e 10 g/L de
tiossulfato de so6dio); sendo os tubos posteriormente submetidos a seis
movimentos tipo baliza, sendo a solucdo Ringer descartada.

Novamente, os tubos foram preenchidos com 100 mL solugcéo Ringer e

as células e esporos aderidos foram removidas das paredes dos tubos,
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usando-se uma haste de aco inoxidavel, tendo em uma das extremidades um
disco de neopreno com 3,25 cm de diametro. O disco de neopreno apresenta
quatro orificios de 3 mm de didmetro cada, distribuidos um em cada quadrante,
uniformemente, para a passagem da solucéo Ringer.

Essa haste foi empurrada até o fundo dos tubos de prova, por seis vezes
seguidas. Estes foram fechados novamente, para que a solucdo Ringer
permanecesse em contato com a superficie por um minuto, e novamente,
submetida aos movimentos rotatorios. A partir da rinsagem final com solucéo
Ringer, foram realizadas diluicdes apropriadas, que foram plaqueadas em
profundidade, em placas contendo agar para contagem padrdo, com incubagéo
a 32 ° C, por 24 h, segundo metodologia da APHA (2001) para determinagéo
de B. cereus. Os resultados foram expressos em UFC/cm?.

3.6.1. Solugdes Sanitizantes

Todas as solugbes sanitizantes avaliadas foram preparadas a partir do
produto comercial concentrado. Utilizou-se o clorado organico NIPPO-CLOR
(NipponChemical) contendo cerca de 4 % de cloro residual total (CRT) ,
expresso em Cl,, e 0 acido peracético (Proxitane) com cerca de 15 % de acido
peracético.

Os sanitizantes foram utilizados em diferentes concentracdes com
adicdo de 0,2 % (m/v) de dodecilbenzenosulfonato de sédio (Sigma). No
experimento, utilizou-se como controle negativo agua a 25 °C. As
concentragdes das solugdes utilizadas de cada sanitizante estdo apresentadas
na Tabela 2.

O pH das amostras foi determinado pelo método potenciométrico
utilizando-se o potencidometro digital (DM 20, Digimed), previamente calibrado

com soluc¢des-tampéao no pH 4,0 e no pH 7,0.
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Tabela 2 - Concentracao e pH das solucdes sanitizantes preparadas a partir do
produto comercial concentrado.

Sanitizante Concentracao pH
Dicloroisocianurato de sddio 200 mg/L de CRT 6,9
Dicloroisocianurato de sodio + 0,2 % DBSS 200 mg/L de CRT 7,2
Acido peracético 300 mg/L 3,2

Acido peracético + 0,2 % DBSS 300 mg/L 3,5
Dodecilbenzenosulfonato de sédio (DBSS) 2000 mg/L 7,18

CRT: cloro residual total, DBSS: dodecilbenzenosulfonato de sédio.

3.6.2. Avaliagdo da tenséo interfacial dos sanitizantes

A medida da tensao interfacial dos diferentes sanitizantes utilizados
(Tabela 2) foi feita por meio do equipamento Gonidémetro (Kruss®, Alemanha),
pelo método da gota pendente, baseado na forma da gota da amostra formada
em equilibrio com os efeitos gravitacionais, que dependem do volume da gota.
As imagens das gotas obtidas foram adquiridas por uma camera e transmitidas
a um computador com uma placa gréfica e software DAS 100 para
processamento de imagens.

As medidas foram realizadas em condi¢6es livres de correntes de ar ou
qualquer movimento do dispositivo. As medi¢cées da gota foram feitas durante
30 segundos consecutivos, a cada segundo, para cada amostra avaliada.
Primeiro foi verificado a tensdo superficial da agua destilada, que deve ser
equivalente a 72 mJ/m% Sucessivamente, foram realizadas medidas nas

amostras dos sanitizantes a uma temperatura de 25 °C.
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3.7.Avaliacao da hidrofobicidade e energia livre das superficies e da
energia livre de adesao.

Foram determinados os angulos de contato com trés liquidos de
polaridades diferentes: agua e formamida , com caracteristicas hidrofilicas, e a-
bromonaftaleno, com caracteristica hidrofébica, para as superficies avaliadas
(Tabela 3) utilizando o equipamento Goniémetro para medicéo, acoplado com

analisador de imagem (Kruss-GmbH)

Tabela 3 - Superficies avaliadas as temperaturas de 10 °C e 32 °C.
Superficies
1- Aco inoxidavel AlISI 304, #4
2 - Superficie de célula vegetativa de B. cereus G 1.
3- Superficie de célula vegetativa de B. cereus G 2.
4- Superficie de célula vegetativa de B. cereus G 3.
5- Superficie de célula vegetativa de B. cereus G 4.
6- Superficie de esporo de B. cereus G 1.
7- Superficie de esporo de B. cereus G 2.
8-Superficie de esporo de B. cereus G 3.
9-Superficie de esporo de B.cereus G 4.

Para os micro-organismos, as medidas do angulo de contato foram
realizadas sobre uma camada de células vegetativas e esporuladas para cada
respectivo gendtipo, usando o método de gotas séssil descrito por Buscher et
al. (1984). Resumidamente, uma camada bactériana foi depositada sobre um
filtro de membrana de acetato celulose de 0,45 pm por filtracdo a vacuo da
suspensao concentrada. Para padronizar o conteddo de umidade, os filtros
foram transferidos para Placas de Petri contendo 1% de agar (m/v) e 10% de
glicerol (v/v). As medidas de angulos de contato foram realizadas a 25 °C para
trés liquidos com diferentes polaridades, ou seja, agua, formamida e a-
bromonaftaleno. O mesmo procedimento foi realizado para as respectivas
formas esporuladas de cada gendtipo.

Os componentes da tensdo superficial das superficies nas condi¢cdes
avaliadas foram determinados pela Equacéao 5, a partir do uso das informacdes

contidas na Tabela 4 e nos sistema de equacdes, abaixo apresentadas:
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(L-c0s8)y, = 2y My + vl +yont) Equacéo 5

Tabela 4 - Componentes da tens&o de superficial de liquidos a 25 °C.

Liquido Tens&o superficial (mJ.m™)
Y, Y Y/ Y/
a-Bromonaftaleno 444 444 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6

Y, ™'é a tensdo superficial total do liquido; Y"Vé a tensdo superficial
relacionada as forcas de interacdo acido-base de Lewis.; Y/* é a tensdo
superficial relacionada ao componente aceptor de elétrons do componente
acido-base; Y, é a tensao superficial relacionada ao componente doador de

elétrons do componente acido-base.

Sistemas de equacdes:

a) yo" =111(1+cos8,)? Equacio 6

b) 5,049,/y¢ +5,049,/; =36,4(L+cosd,)—1555(1+cosf,)  Equacio 7

¢) 6,293y +1510,/; = 29(1+cos0, ) — 20,806(L+ cos 6,) Equacio 8
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Onde:

YV é a tensdo superficial relacionada as forcas de interacdo &cido-base de

Lewis.;

Y\"é a tensdo superficial relacionada ao componente aceptor de elétrons do

componente acido-base;

Y| é a tensdo superficial relacionada ao componente doador de elétrons do

componente acido-base.

Pela resolugdo destas trés ultimas equacdes, obtiveram-se as trés

LW + ;
, ¥Ys ', ¥s , que

TOT.
S .

componentes da tensao interfacial da superficie, ¥ ¢

permitiram calcular a tensé&o interfacial global da superficie (s), ¥

AB:

yOl=y Mey Equacéo 9
yAB=2 Vvt xy7) Equacé&o 10

T

A energia livre global de interacdo, AGsss' ©', entre as moléculas da

superficie (s) imersa em agua (a) foi calculada pelo somatério das

LW

componentes apolar (AGsas - interagoes de Lifshitz-van der Waals) e polar (A

Gsas © -interacdes acido-base de Lewis) da energia livre global de interacao.

A GsasTOT = AGsasLW +AG sésAB Equacéo 11

Sendo AGes™ e As™®, as componentes apolar e polar
respectivamente, de energia livre global de interagéo, entre a superficie (s) e a

agua (a).

A componente apolar foi determinada por:
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A GsasLW =-2 (1‘{{—1'?*51;”"FIrr — ya'llWw D Equagéo 12

A componente polar calculada por:

AGe®=-a (T 4 JYade J’-”’S Ya . J’”’ﬂ s Equagéo 13

A energia livre de hidrofobicidade (AGsas) foi determinado usando-se os
valores dos componentes da tensao superficial. Quando o AGs;,s for negativo a
superficie foi considerada hidrofébica (AGs;s<0). Ao contrario, quando 0 AGsss
foi positivo a superficie foi considerada hidrofilica (AGsas>0).

A partir dos valores das componentes da tenséo interfacial € possivel
determinar a energia livre total de adesao entre duas superficies ( AGagesso). OS
valores das componentes das tensdes interfaciais sdo determinados a partir
dos valores calculados ou tabelados, das tensfes interfaciais das bactérias,
das superficies de adesdo e do liguido em que estas duas superficies se
encontram imersas, que neste caso considera-se a agua, através das
seguintes equacdes definidas para um sistema bifasico de interacdo

(bactéria/superficie) pela teoria termodinamica:

LW AB Equacéo 14

yb.s = ybs + yb.s

LW LW Lw 2 LH’ Equacao 15

]/bs = J/b + ys ys

S AB _ (\// \/ _\/ _\/ Equacéo 16
i bs tbtb fsts tth' tbts

em que v ps € a tensao interfacial entre as superficies bactéria/superficie

de adeséo, vy € a tensao interfacial entre as superficies bactéria/liquido e v g

€ a tensdao interfacial entre as superficies superficie de adesao/liquido.
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Como a energia livre esta diretamente relacionada a tensao interfacial

AG,gesso pode ser representado da seguinte forma (CHAVES, 2004):

- AL 4B Equagao 17
AGadesﬁo _ AGM + A Thls

~LW LW LW LW Equacéo 18
A bls ybs yb! y.s!

~4B __ . AB AB AB Equagao 19
A bis —Vbs Ve T Vs

O valor de AGgagesso permite fazer uma avaliagcdo termodinamica do
processo de adesdo, sendo esta termodinamicamente favoravel quando

AGa4esz0<0 e, ao contrario, desfavoravel quando AGageszo>0.

3.8.Anélise estatistica

Nesta pesquisa, foi utilizado um delineamento estatistico inteiramente
casualizado num fatorial composto, para avaliar a adesédo e a eficiéncia de
sanitizantes frente a diferentes genétipos de B. cereus. Os fatores estudados
foram respectivamente: genadtipo (sendo 4 niveis: G1, G2, G3 e G4), estrutura
fisiologica ( 2 niveis:vegetativa e esporulada) e temperatura ( 2 niveis: 10 e 32°
C), e para a eficiéncia dos sanitizantes, avaliou-se, além dos fatores
mencionados, o fator sanitizante (6 niveis: agua, dicloroisocianurato de sodio,
acido peracético, ambos com presenca e auséncia de DBSS e DBSS).

Posteriormente, estes dados foram analisados por meio da Andlise de
Variancia (teste F) a 5 % de probabilidade e uma vez constatados o efeito
significativo do tratamento, aplicou-se entdo o teste Tukey, a 5% de
probabilidade, todo experimento foi realizado com trés repeticdes, sendo 0s
dados analisados no programa estatistico SAS (Statistical Analysis System —
SAS Institute Inc., North Carolina, USA). Versao 9.2, licenciado para

Universidade Federal de Vigosa, 2010.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Avaliacao da cinética de multiplicacado dos diferentes genoétipos de
B.cereus.

O perfil referente ao comportamento durante a cinética de multiplicacédo
microbiana dos gendtipos de B cereus estdo apresentados nas Figuras de 5 a
8.

0,8 -
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Figura 5 — Curva de crescimento do genodtipo G1 incubado a diferentes
temperaturas: — Baranyi;®10 °C; 415 °C; 025 °C;032 °C; e 0 42 °C.
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Figura 6 — Curva de crescimento do gendétipo G2 incubado a diferentes
temperaturas: — Baranyi; w10 °C;a 15 °C;025 °C;0 32 °C; e 042 °C.
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Figura 7 — Curva de crescimento do genotipo G3 incubado a diferentes
temperaturas: — Baranyi;m 10 °C;a 15 °C;0 25 °Cy 32 °C; en 42 °C.
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Figura 8 — Curva de crescimento do genoétipo G4 incubado a diferentes
temperaturas: — Baranyi; m10 °C;a 15 °C;© 25 °C; 032 °C; e 042 °C.

O modelo proposto por Baranyi (1995) apresentou bom ajuste estatistico
aos dados observados, com coeficiente de determinacéo alto (R? > 0, 95) para
todas as temperaturas e genétipos estudados.

Devido as consideracdes biolégicas e computacionais e outras
simplificacbes pressupostas, esse modelo matematico tornou-se aplicavel a
multiplicacdo bacteriana no ambiente dos alimentos. Ele apresenta varias
vantagens comparadas a outras fungbes. O seu uso principal € predizer a
resposta da multiplicacdo bacteriana quando h& alteragcdo de temperatura
durante as fases lag e estacionaria.

Segundo Van Impe et al. (2005), o modelo de Baranyi e Roberts é
amplamente utilizado por véarias razdes, dentre elas: facilidade de uso;
aplicabilidade sob condi¢cdes ambientais dinamicas; boa capacidade de ajuste;

e parametros biologicamente interpretaveis.

N&o foram observadas diferencas, pelo teste de F (p>0,05), nos valores

da taxa de multiplicacdo () entre os genétipos de B. cereus a uma mesma
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temperatura, mas observou-se diferenca significativa (p < 0,05) entre os
genotipos de B.cereus a mesma temperatura, no tempo de permanéncia na

fase lag (A), como evidenciado na Tabela 5.

Tabela 5 — Taxas de multiplicacao (i), e tempo de permanéncia na fase de lag
(M), de gendtipos de Bacillus cereus incubados a diferentes temperaturas.

Temperatura (° C) Genotipo Taxa (u) * Lag (AM)h*

Gl 0,0063 30,03 a
10 G2 0,0059 39,12 b
G3 0,0062 32,01c
G4 0,0060 35,42d
Gl 0,0164 21,29 a
15 G2 0,0162 14,20 b
G3 0,0159 14,01 b
G4 0,0161 15,55 ¢
Gl 0,0363 6,48 a
25 G2 0,036 4,33 b
G3 0,0358 4,27 b
G4 0,0366 421b
Gl 0,0834 2,54 a
32 G2 0,0841 240 a
G3 0,0835 2,37 a
G4 0,0843 23%a
Gl 0,0222 247 a
42 G2 0,0223 2,49 a
G3 0,0222 2,46 a
G4 0,0225 244 a

Médias seguidas por letras iguais a mesma temperatura, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p > 0,05).
* Média de trés repeticdes

Neste trabalho, observa-se que os genoétipos a uma mesma temperatura,
nao tiveram diferenca nas taxas de multiplicagédo (1) , mas nota-se, maiores
taxas entre as temperaturas de 25 °C e, principalmente, a 32 °C (Tabela 5). No
entanto, a 10 °C a multiplicacdo foi menor, com maior tempo de permanéncia
na fase de lag (A) (Tabela 5), que encontra suporte em relatos de experimentos
envolvendo B. cereus. Na faixa de temperatura entre 5 °C a 10 °C, Choma et

al. (2000), nédo observaram multiplicacdo de B. cereus em substrato comum,

37



somente em meio enriquecido e sob determinadas condicGes de pH e aeracéao.
Somente apods 14 dias a 8 °C, Lin et al. (1998), observaram a multiplicacdo de
estirpes psicrotréficas, previamente cultivadas em substrato enriquecido e
inoculadas em amostras de leite. Dufrenne et al. (1994) n&o relataram
multiplicagcdo para a maioria de 31 cepas de B. cereus, depois de quatro
semanas de incubacgéo abaixo de 11 °C, ainda que algumas tenham crescido
com tempos de geracao maiores do que 200 min.

N&o foram observados em pré-testes, a temperatura de 7 °C durante 10
dias de incubacdo, o turvamento em caldo nutriente e, ou multiplicacdo de
colénias em meio seletivo MYP (Manitol-EggYolk-Polymyxin), para nenhum dos
genaotipos pesquisados.

A baixa taxa de multiplicacdo obtida a 10 °C pelos gendétipos de B
cereus, independente do tipo de enterotoxina que possa vir a ser produzida,
evidencia que a temperatura de refrigeracéo utilizada na industria de alimentos,
pode ser uma importante ferramenta para garantir a qualidade microbioldgica e
seguranca alimentar para os consumidores.

Fang et al. (2013), investigaram a cinética de multiplicacdo de trés
sorotipos de Listeria monocytogenes inoculadas em mamao minimamente
processado, e armazenados a diferentes temperaturas (4 °C a 43 °C). Neste
estudo, ndo foram evidenciadas diferenca significativa (p >0,05), no
comportamento de multiplicacao (1) e nas taxas de crescimento maxima (Mmax)
dos sorotipos de L. monocytogenes.

Souza (2003) avaliou o comportamento de diferentes estirpes (emética e
diarréica) de B. cereus, inoculados em arroz-doce, submetidos a seis diferentes
temperaturas (10 °C, 15 °C, 22 °C, 30 C, 37 °C e 45 °C), nao verificou
diferenca nas taxas de p destes isolados a uma mesma temperatura.

Na Espanha, um total de 65 amostras de diferentes sobremesas
contendo leite, e mousse de frutas, elaboradas em estabelecimentos de
hotelaria e restaurantes, foram submetidos a andlises microbioldgicas, e a
contaminacdo média por B. cereus foi estimada em niveis abaixo de 10° UFC/g
(BUSTO, 2000). Os resultados evidenciam que, quando mantidas sob-
refrigeracdo, as amostras se situaram, geralmente, dentro dos padrbes de

comercializacao e aptas para o consumo.
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Essa medida preventiva foi reforcada por Choma et al. (2000) que,
estudando o comportamento do patégeno entre 5 °C e 13 °C, enfatizaram que
a maioria das estirpes patogénicas de B. cereus ndo sdo bem adaptadas a
baixas temperaturas e ressaltaram a importancia do controle das temperaturas
de refrigeracédo, de forma a prevenir o seu desenvolvimento

A 42 °C, a multiplicacdo de todos os genotipos apresentou taxas de
menores em comparacdo a temperatura mais proxima a o6tima (32 °C),
inferindo-se a proximidade dos limites de temperatura que permitem o
crescimento destes genétipos. Borges et al.(2001), analisaram o
comportamento de 11 estirpes isoladas de arroz e carne e concluiram que a
maioria destas estirpes apresentava multiplicacdo limitada a 43 °C, ainda que
algumas tenham mostrado multiplicagdo mesmo a 50 °C, apos uma fase lag (A)
de 72 h.

O periodo de lag leva em conta o tempo de adaptacdo da bactéria as
novas condi¢cdes ambientais e o inicio da multiplicagao celular, evidenciado
pelo aumento da turbidez e ou contagens de col6nias nas placas. Na Tabela 5,
verifica-se que 0s genotipos estudados obtiveram diferentes comportamentos
do periodo de lag (A), inferindo-se que a uma mesma temperatura, 0S
genotipos possuem diferentes condi¢cdes de adaptacdo. Provavelmente, as
temperaturas mais baixas (10 °C, 15 °C e 25 °C) foi uma das possiveis causas
da maior permanéncia nesta fase, uma vez que, em temperaturas de 32 °C e
42 °C, nao se observou diferenca significativa (p>0,05) no tempo de adaptacéo.

As diferencas genotipicas que levam a possivel producdo de
enterotoxinas parecem nao se relacionar ao maior periodo de lag (A) para estes
genadtipos de B. cereus. Observa-se que a 10 °C, o gendétipo dois (G2), que
apresenta genes codificadores da citotoxina k (CytK), possui maior tempo de lag
(A), em comparagédo com os demais genotipos.

Na temperatura de 15 °C, o gendtipo para producdo de enterotoxina
nao hemolitica (NHE), G1, apresentou menor periodo de fase lag (A), sendo
menor do que a 10 °C.

O tempo de lag (M), para os genotipos a 32 °C e 42 °C, nao
evidenciaram diferenca significativa, reforcando a temperatura baixa como
possivel responsavel pelas condicdes de maior tempo de adaptacdo dos
diferentes genotipos a 10 °C, 15 °C e 25 °C.
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Gore et al. ( 2003 ), relataram que a producdo de enterotoxinas por
B.cereus ocorre a 32 °C, em condi¢cdes aerObicas, em meio contendo 1% de
carboidratos. Assim, alimentos que contém elevados niveis de amido, frutose
ou lactose, como produtos lacteos, quando estocados entre 20 °C e 25 °C, séo
mais susceptiveis ao desenvolvimento deste micro-organismo.

Jan et al. (2011), ao analisaram ovo liquido inoculado com B. cereus,
incubados a 10 °C por cinco dias, nado observaram a presenca de
enterotoxinas, porem a temperatura de 30 °C por 18 h, mais de 50 % dos
isolados produziam toxinas.

Outras investigacdes também relatam que a temperatura & 32 °C como
Otima, tanto para a multiplicacdo quanto para a producdo de enterotoxinas
(KRAMER, 1989; FERMANIAN et al. 1994)

As pesquisas reportadas sdo compativeis com este trabalho, em que,
determinado gene de B cereus para producdo de enterotoxina (s), pode néo
interferir, nos tempos de adaptacdo (A), visto que a 32 °C néo foi evidenciado
diferencas significativas entre os genoétipos em relacdo ao parametro A.

Estudos mais aprofundados em relacdo as caracteristicas fisioldgicas
destes diferentes genoétipos, poderdo posteriormente elucidar outros fatores
intrinsecos e ou extrinsecos relacionados aos diferentes periodos de lag
observados nesta pesquisa.

Em relacdo a vida de prateleira, observa-se que a deterioracdo ocorre
antes que 0s micro-organismos cheguem a fase estacionaria. Assim, quanto
mais longa a fase lag, maior serd a vida de prateleira. E quanto maior a
velocidade de multiplicacdo na fase exponencial, menor sera a vida de
prateleira do produto. Em relacéo a seguranca alimentar, € altamente desejavel
a maior duracdo da fase lag e menor velocidade especifica de multiplicacéo
dos micro-organismos patogénicos (ROSS e MCMEEKIM , 1994).
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4.2.Efeito da temperatura na taxa especifica de crescimento maximo
(umax)

Estdo apresentadas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente, os parametros
obtidos pelo ajuste do modelo secundario de Ratkowsky modificado, e as
equacdes ajustadas deste modelo para cada genoétipo, para determinar a

relacdo entre a taxa especifica de multiplicacdo maxima e a temperatura,

Tabela 6- Parametros obtidos pelo ajuste do modelo secundario de Ratkowsky
modificado, aos dados experimentais relativos a multiplicacdo maxima dos
genatipos de B.cereus.

Genotipos Parametros
a b Tmin(°C) Tmax(°C)
Gl 0,012 0,232 7* 45 **
G2 0,016 0,172 7 45
G3 0,012 0,202 7 45
G4 0,01 0,24 7 45

*Temperatura minima sem multiplicagio observada em pré-testes.
** Temperatura maxima sem multiplicacéo verificada por Borges et al. (2001)

Tabela 7 - Equacbes ajustadas do modelo secundario da raiz quadrada, de
Ratkowsky para predicao da taxa especifica de crescimento maximo pelo efeito
da temperatura dos genotipos de B. cereus.

Gen6tipo Equacéao R®
G1  VEEE=0,012(t-7) (l-exp 0,232(t-45)) 0,90
G2  JEEE =0,016(t-7) (1-exp 0,172(t-45)) 0,90
G3  VEEE =0,012(t-7) (1-exp 0,202(t-45)) 0,93
G4  JEFEE = 0,010(t-7) (1-exp 0,240(t-45)) 0,94
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Na Figura 9, € apresentado o efeito de diferentes temperaturas sobre a

influéncia de pmax, ajustados com o modelo Ratkowsky modificado, para os
gendtipos G1, G2, G3 e G4.
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Figura 9 - Valores de multiplicagdo maxima (umax) @ 10 °C, 15 °C, 25 °C, 32 °C
e 42 °C, para cada genétipo (a:G1,b:G2,c:G3ed: G4)

Observa-se pelos gréaficos, que o modelo de Ratkowsky modificado, foi
capaz de descrever a relacdo de pmax com as diferentes temperaturas.(Tabela
8).

Destes resultados conclui-se, que temperaturas baixas (10 e 15 °C) para
todos os genotipos, tiveram menores [Pmax, €M comparacdo a temperatura de
32 °C, que obteve o maior valor.Ressaltando a importancia do armazenamento
de alimentos a baixa temperatura, que pode proporcionar maior vida util e
menores risco a saude do consumidor.

O menor valor de pmax Obtido a 10 °C e 15 °C pode estar relacionado ao
maior tempo de permanéncia na fase de lag nestas temperaturas( Tabela 6)

A 25 °C e 42 °C, pode-se inferir que as taxas de pPmax dos genoétipos
pesquisados tiveram valores aproximados em comparagdo com as demais
temperaturas.

Grijspeerdt e De Reu (2005), utilizaram o modelo de Ratkowsky para
predizer o crescimento de B. cereus e Enterobacter cloacae em ovo liquido,
verificando a influéncia da temperatura (15 °C e 20 °C) sobre a multiplicacao
destes micro-organismos. O modelo primario de Baranyi combinado com o
modelo secundario de Ratkowsky descreveu um bom ajuste, com coeficiente
de determinacdo (R? maior que 0,95, demonstrando a viabilidade destes
modelos para 0 uso na microbiologia preditiva.

Em outro estudo, avaliando este mesmo modelo secundario, Posada-
Izquierdo et al. (2013), obtiveram bom ajuste de determinacdo (R > 0,80) na

avaliacao da influéncia de diferentes temperaturas de armazenamento ( 4 °C, 8
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°C, 13 °C e 16 °C), sobre a taxa de pmax de Escherichia coli O157: H7,
inoculada em alfaces minimamente processadas.

De acordo com os dados reportados, verifica-se que o modelo utilizado
nesta pesquisa, possui confiabilidade e viabilidade para predizer a

multiplicacéo dos gendtipos de B. cereus.

4.3.Adesdo bacteriana

Avaliou-se a adeséo dos quatro gendtipos de B. cereus, em relagédo

as temperaturas de 10 °C e 32 °C, nas estruturas vegetativas e esporuladas. O

periodo de incubagdo para todos os gendtipos para cada temperatura foi

padronizado de acordo com o0 tempo necessario para alcancar a fase
estacionaria (Figuras de 5 a 8)

A adesao nao apresentou diferenca significativa (p>0,05), pelo teste de

F, a uma mesma temperatura entre os diferentes gendtipos. Porém, houve

efeito significativo (p < 0,05) em relacdo a temperatura (10 °C e 32 °C) para as

estruturas fisiolégicas no processo de adesédo (Tabela 8).

Tabela 8 — Logaritmo do niimero de UFC/cm? de células vegetativas e esporos
de Bacillus cereus aderido em cupons de aco a 10 e 32 °C.

Estrutura  Temperatura (°C) LogUFC/cm? *

10 2,38a
Vegetativa 32 521b
10 4,32 c
Esporulada 32 456 d

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste Tukey (p < 0,05) .

* Média de trés repeticdes.

Pode-se inferir de acordo com a Tabela 8, que a 10 °C, a forma
vegetativa dos genotipos de B. cereus, aderiu em menor quantidade em
relacdo a estrutura esporulada para todos os genotipos. Este fato pode
correlacionar-se a baixa taxa de multiplicacdo (p), ao longo periodo de

permanéncia na fase de lag (A) (Tabelas 5 e 6), e a baixa taxa de multiplicacao
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maxima (Umax) destes genotipos (Figura 9). Outro fator seria a hidrofobicidade
da estrutura esporulada superior a célula vegetativa destes genétipos,
conforme resultados discutidos posteriormente.

A variacdo de 22 °C foi suficiente, para que a adesdo das células
vegetativas de todos os genotipos obtivessem quase dois ciclos logaritmicos a
mais em comparagao a 10 °C, demonstrando a importancia e a influéncia da
temperatura no processo de adeséo, que pode ser explicado pela maior taxa p
0 menor A e a maior Umax, verificado para todos os genaotipos a 32 °C.

Observa-se que a 32 °C, a estrutura vegetativa aderiu em maior
guantidade. Isso pode ter ocorrido, pelo fato de a 10 °C, a bactéria ndo produzir
apéndices celulares que contribuem para maior adesdo, predominando os
fatores fisico-quimicos, como a hidrofobicidade superficial, que € maior para os
esporos. Porém, a 32 °C, apéndices celulares podem ser produzidos por
células vegetativas, e os “fatores microbiologicos’sobrepem aos fisicos-
quimicos, resultando em maior adeséo das células vegetativas.

A influéncia da temperatura sobre a adesao de células vegetativas pode
ser explicada, dentre outros fatores, pela cinética de multiplicacdo da bactéria.
Assim, para Salmonella Typhimurum, a elevacdo da temperatura até 38 °C
favoreceu o metabolismo deste micro-organismo, sendo atribuida essa
resposta a maior absorcdo e metabolizacdo dos nutrientes, e
consequentemente maior adesdo das células vegetativas ao ac¢o inoxidavel
com o0 aumento da temperatura. Por outro lado, baixas temperaturas
diminuiram o tempo de geragdo de células, bem como a adesédo a superficie
(SANTOS, 2004).

Ponce (2007), ao analisar a adesao em superficie de aco inoxidavel de
dois fendtipos de Enterobacter cloaca: estirpe 067 (selvagem) com uma estirpe
transconjugante, que sintetiza a enzima lactonase, responsavel pela hidrolise
de acil homoserina lactonas (AHLs), moléculas sinal do sistema quorum
sensing, ndo encontrou diferenca significativa na adesdo a superficie de aco
inoxidavel, apés o periodo de 48 horas de incubacado, seja pela observacao
microscoépica dos cupons ou pela contagem de células aderidas

Peng et al. (2002), pesquisando o processo de adesdo a superficie de
aco inoxidavel, durante diferentes fases de multiplicacdo de B. cereus em

caldo de soja, concluiram que o numero de células aderidas a superficie,
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aumentou acentuadamente a medida que a cultura atingiu o final da fase log,
com inicio da fase estacionaria.

Diferentes pesquisas ja reportaram a importancia da temperatura na
adesao microbiana as superficies. Hood e Zottola (1995) observaram que,
Yersinia enterocolitica aderiu melhor na superficie de aco inoxidavel a 21 °C do
que a 10 °C ou 35 °C, isto porque esta bactéria ndo produz flagelo a 35 °C, o
gue influenciou a capacidade de adeséo. Estudos mostraram que a adeséo de
Listeria monocytogenes a superficie de ago inoxidavel também é influenciada
pela temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes (MAFU et al. 1991;
PEREZ et al. 1999).

Bernardes (2008), ao analisar o processo de adesdo de células
vegetativas de B. cereus em diferentes temperaturas (4 °C, 7 °C, 10 °C, 15 °C,
25 °C, 30 °C e 35 °C), e tempos de incubacéo (1, 5,5 e 10 dias) a superficie de
aco inoxidavel, constatou diferenca significativa (p>0,05) da temperatura sobre
a taxa de adesao, obtendo a 10 °C durante 10 dias de incubacgado, uma
contagem de 1,16 log UFC/cm? comparado a uma adesdo de 4,43 log
UFC/cm? a 35 °C por 10 dias, ou seja, mais de 3 ciclos log.de diferenca.

Segundo Anderson et al. (1998), os esporos de B. cereus aderem com
facilidade as diferentes superficies, sendo essa capacidade de adesédo devido a
trés caracteristicas: alta hidrofobicidade, baixa carga de superficie e morfologia
dos esporos, ja que possuem apéndices, que também sdo responsaveis pela
adesdo. Sabe-se que a adesdo desses esporos as superficies da linha de
processamento e aos equipamentos da industria constitui problemas para a
obtencéo de alimentos com qualidade

Embora ndo tenham sido reportados na literatura trabalhos especificos,
que guantifiqguem a adesdo de gendtipos enterotoxigénicos de B. cereus em
superficie de ago inoxidavel, estes parecem nao influenciar este processo de
adesao, visto que o0 genotipo quatro (G4), que ndo possui gene para
codificacdo de nenhuma enterotoxina, aderiu da mesma forma (p > 0,05) ao

aco inoxidavel frente aos demais genotipos enterotoxigénicos.
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O efeito da temperatura sobre a adesdo de células vegetativas e
esporos de B. cereus (Tabela 10), também pode ser explicado, entre outros
fatores, pelas interagBes hidrofobicas. Estas interacdes sdo regidas pela
entropia do sistema, portanto o aumento da temperatura favorece a
componente entropica (Equacéo 20). Desta forma, a medida que a temperatura
aumenta, as interagfes hidrofébicas se tornam mais fortes, favorecendo a

adesao.

dG =dH -TdS Equacéo 20

em que : dG= variacao da energia livre de Gibbs; dH= variacdo da entalpia, T=

temperatura, dS= variacao da entropia

Tauveron et al. (2006), ao analisarem sete estirpes esporuladas de B.
cereus isolados de pacientes com sintomas diarréicos, verificaram diferencas
significativas (p < 0,05) na sua morfologia (comprimento e numero de
apéndices) quando aderidos ao aco inoxidavel a 30 °C. A capacidade de
aderéncia foi superior (log de 5 UFC/cm?) quando os esporos estavam
rodeados por apéndices de maior comprimento em detrimento de estirpes que
apresentavam apéndices menores (log de 4 UFC/cm?)

A adesao verificada neste pesquisa, assemelha-se parcialmente, aos
dados reportados por Tauveron et al. (2006), podendo inferir que as diferentes
formas esporuladas em diferentes temperaturas (10 °C e 32 °C), podem
apresentar diferentes ou iguais caracteristicas morfolégicas, contribuindo de
maneiras distintas para o processo de adesédo. Estudos mais aprofundados
com uso de microscopia de forca atbmica podem elucidar estas possiveis

diferencas morfoldgicas em diferentes temperaturas.
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4.4, Avaliagdo da adesdo e remocdo de células vegetativas e
esporuladas de B. cereus aderidas a cilindros de aco inoxidavel

Nao foram observadas contagens de células vegetativas nas placas
incubadas a 10 °C por quatro dias para henhum dos genotipos, apos o uso do
procedimento simulado de limpeza CIP para todos os tratamentos. Isso
representa contagens < 0,30 UFC/cm?, inferiores aqueles propostos pela
American Public Health Association( APHA), que é de 2 UFC/cm? para se
considerar um superficie corretamente higienizada. Infere-se que a baixa taxa
de multiplicacdo e a elevada permanéncia durante a fase de lag, em sinergismo
com a acdo mecanica e o0 uso das formulagcbes, foram suficientes para a
remocao das células dos cilindros de aco inoxidavel, reforcando a importancia
do armazenamento de alimentos em baixas temperaturas.

Na Tabela 9, encontra-se o valor da tensdo superficial (mj/m?) de cada

tratamento utilizado.

Tabela 9 - Tensao superficial de diferentes tratamentos utilizados para remogé&o
de B. cereus em uso simulado.

Tratamento Tensd&o interfacial (mJ/m™)
Agua 72,19 *
DCIS 72,65

DCIS + DBSS 27,89
APA 72,58

APA + DBSS 30,46
DBSS 33,85

DCIS: dicloroisocianurato de sédio; DBSS: dodecilbenzenosulfonato de sédio, APA: acido
peracético.
*Média de trés repeticdes.
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Os resultados apresentados nas Tabelas 10 e 11 demonstram que 0s
procedimentos de remocdo de células vegetativas e esporuladas para os
diferentes gendtipos de B. cereus, apresentaram diferenca significativa
(p<0,05). Porém, a eficiéncia de remocao destes agentes néo foi afetada (p >

0,05) pela estrutura fisiolégica (vegetativa e esporulada).

Tabela 10 — Logaritmo de UFC/cm? de células vegetativas de Bacillus cereus
aderida apds a remogdo com agentes sanitizantes a 32°C em tubos de ac¢o
inoxidavel empregado no teste de uso simulado.

Remocao de células vegetativas

Tratamento Log UFC/cm2
Agua 2,94 a
DCIS 1,71b

DCIS + DBSS 1,56 ¢
APA 1,78 b

APA + DBSS 1,52 ¢
DBSS 1,94d

Médias seguidas por letras iguais em uma mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p <0,05). DCIS: dicloroisocianurato de sédio, DBSS: dodecilbenzenosulfonato de sodio;
APA: acido peracético * Média de trés repeticdes

Tabela 11 — Logaritmo de UFC/cm? de células esporuladas de Bacillus cereus
aderida ap0s a remogado com agentes sanitizantes em tubos de aco inoxidavel
empregado no teste de uso simulado.

Remocdao de esporos

Tratamento Log UFC/cm2
Agua 2,94 a
DCIS 1,72b

DCIS + DBSS 152c
APA 1,72b
APA + DBSS 1,53 c
DBSS 1,95d

Médias seguidas por letras iguais em uma mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste
Tukey (p <0,05). DCIS: dicloroisocianurato de sddio, DBSS: dodecilbenzenosulfonato de sodio;
APA: &cido peracético

* Média de trés repeticdes
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A comparagdo entre a eficiéncia da agua por acdo mecéanica e dos
diferentes sanitizantes por acdo quimica apresentou efeito significativo (P<
0,05) (Tabelas 10 e 11). A remocéao das células vegetativas e esporuladas dos
diferentes genotipos pela agua podem ter ocorrido devido a forca de atrito da
adgua sobre a superficie dos cilindros de prova, ou seja, apenas a agao
mecanica gerada pelo escoamento do fluido pela superficie.

Faille et al. (2013), avaliaram os efeitos mecéanicos e quimicos sobre a
remocao de 12 estirpes esporuladas pertencentes ao grupo de Bacillus cereus
(B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis) e de espécies de Bacillus menos
relacionadas ao B. cereus (B. pumilus, B. licheniformis, B. sporothermodurans,
B. subtilis) durante a limpeza CIP (cleaning in place). Os esporos aderidos
foram submetidos & acdo mecéanica e quimica, este ultimo envolvendo NaOH a
0,5% (m/v) a temperatura de 60 °C. Os resultados revelaram que apenas 0 uso
da acdo mecanica, retirava entre 53 a 89 % dos esporos aderidos ao acgo
inoxidavel, a uma tensdo de cisalhamento de 500 Pa. Por outro lado, na
presenca de NaOH a uma tenséo de cisalhamento de 4 Pa, os esporos foram
facilmente retirados, com remocdo entre 80 e 99 %, reportando o efeito de
sinergismo entre agentes quimicos e fisicos. Estes resultados sugerem que a
acao quimica desempenha um papel fundamental no processo de limpeza CIP.

O uso de cloramina orgéanica (dicloroisocianurato de sodio a 200 mg/L de
CRT) e acido peracético (300 mg/L) sem DBSS, nao diferiram entre si (p
>0,05) para a remocao das estruturas fisiologicas, independente do genotipo,
porém houve maior remoc¢do em comparacdo com a agua (p< 0,05)

Existe concordancia entre algumas pesquisas de que o hipoclorito de
sédio é igual ou mais eficiente sobre esporos do que o acido peracético.
Moraes (1996) avaliou a resisténcia de cinco isolados de esporos de bactérias
aerObias mesdfilas de equipamentos de abatedouro de aves pelo teste de
suspensdo. As solugdes contendo dicloroisocianurato de sodio (150mg/L de
CRT), e acido peracético (300mg/L), por 30 minutos de contato, obtiverem 2,2
RD na populagéo de esporos mesofilos.

Verifica-se que as melhores condicdes de remocéo bacteriana foram
alcancadas quando se utilizaram os sanitizantes formulados com o tensoativo

aniénico dodecilbenzeno sulfonato de sodio (DBSS) a 0,2 % (m/v), tanto para
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remocao de células vegetativas, como para 0s esporos da superficie do aco
inoxidavel.  Portanto, ressalta-se a importancia deste agente sobre a
formulacdo de sanitizantes, que tem como objetivo diminuir a tenséo superficial
da agua, facilitando o contato do sanitizante com a superficie.

Sagong, et al. (2013) avaliaram a reducdo do numero de trés estirpes
esporuladas de B. cereus (10876, ATCC 13061, e W-1) inoculadas
conjuntamente, em alface e cenouras, através de dois tratamentos: ultra-som
(isoladamente), e em combinacdo com agentes tensoativos (Tween 20, 40, 60,
80, 85, e Span 20, 80, e 85), em concentracfes variando entre 0,03 a 0,2 %
(m/v) em suspensao por 5 minutos. O tratamento mais eficaz para a reducao
do namero de esporos de B. cereus foi a combinagéo de ultra-som com 0,1 %
de Tween 20. As reducdes foram de 2,49 e 2,22 log UFC / g de alface e
cenouras, respectivamente, sem provocar a deterioracdo da qualidade. Estas
reducdes foram 90 % maior do que aquelas obtidos por imersao em 200 mg/L
de cloro residual durante 5 minutos.

N&o existe para superficies de processamento de alimentos, um padrao,
mas recomendacdes que devem ser utilizadas como referéncias, para as
condi¢cdes higiénicas. Segundo (APHA), uma superficie é considerada
corretamente higienizada, quando o numero de mesofilos aerdbios é até 2
UFC/cm?. Por ser considerada uma recomendacdo rigida, outras instituicdes
como a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e a Organizacéo
Mundial da Satde (OMS) admitem contagens de até 50 UFC/cm? de meséfilos
aerobios a superficie (ANDRADE, 2008).

Sobre tais aspectos, infere-se que somente os tratamentos utilizando
cloramina orgéanica (dicloroisocianurato de sédio) e acido peracético, ambos
com adicdo de DBSS, atenderam as recomendacdes da Organizagdo Pan-
Amrericana de Saude ( OPAS) e Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de até

50 UFC/cm? ( equivalente a log 1,70 UFC/cm? ) de mesdfilos aerébios.
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4.5.Avaliacdo da energia livre de hidrofobicidade (AGsas'©') das
superficies e da energia livre de adesao (AGageszo)

Na Tabela 12, encontram-se os valores referentes a energia livre de
hidrofobicidade (AGsas' ') e da energia livre total de adesdo (AGagesio) €Ntre 0s
diferentes gendtipos de B. cereus (vegetativa e esporulada) com o acgo
inoxidavel em meio aquoso.

Tabela 12 — Valores da energia livre global de interaco (AGsas'©') e da energia

livre total de ades@o (AGagesso) de gendtipos de Bacillus cereus e aco
inoxidavel.

TOT
AG sas AGad esao

Gendtipo Estrutura Temperatura (°C)  (mJ/m?) * (mJ/m?) *
G1 Vegetativa 10 9,275 -3,3529
G2 Vegetativa 10 3,793 -4,1564
G3 Vegetativa 10 3,800 -4, 7476
G4 Vegetativa 10 22,853 3,3709
Gl Vegetativa 32 6,065 -3,5558
G2 Vegetativa 32 5,502 -3,0596
G3 Vegetativa 32 3,941 -4,6179
G4 Vegetativa 32 17,899 1,5625
G1 Esporulada 10 -23,914 -29,6162
G2 Esporulada 10 -31,062 -33,0423
G3 Esporulada 10 -39,883 -37,8385
G4 Esporulada 10 -48,594 -41,5852
G1 Esporulada 32 -21,65 -28,2424
G2 Esporulada 32 -28,752 -31,6487
G3 Esporulada 32 -28,287 -31,3753
G4 Esporulada 32 -29,486 -32,2811

Aco inoxidavel -23,603 -

*Média de 3 repeticoes.

Nota-se uma variagcdo na energia livre global de interacdo (AGsas'©')

entre os diferentes gendtipos sobre a mesma estrutura e temperatura. Porém
estes resultados encontram suporte na literatura, em que se percebe que uma
grande variacdo na hidrofobicidade pode ser observada entre géneros de

bactérias e estirpes da mesma espécie.
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De acordo com a Tabela 12, observa-se que todos os gendtipos na
estrutura vegetativa foram considerados hidrofilicos (AGsas'©' > 0),
independente da temperatura (10 e 32 °C) , sendo a superficie do gendtipo G4
a mais hidrofilica nas duas temperaturas.

Para as estruturas esporuladas, a energia livre global de interacéo foi
negativa (AGsas ' < 0), sendo classificados como hidrofébicos. O motivo pelo
qual o esporo bacteriano apresenta forte hidrofobicidade ndo é ainda bem
entendido. Sabe-se que a adesdo desses esporos as superficies da linha de
processamento e aos equipamentos da industria constitui problemas para a
obtencao de alimentos com qualidade (ANDRADE, 2008)

Esporos de B. cereus tém importancia na industria de laticinios, pois,
quando se apresentam em ndmeros iguais ou superiores de 10° UFC/mL ou g,
podem causar doencas através dos alimentos, além de produzirem proteases e
fosfolipases extracelulares, resultando na coagulacdo doce no leite UHT e no
sabor amargo do leite pasteurizado (COLLINS, 1981).

Ahimou et al. (2001) analisando a hidrofobicidade pelas técnicas de
angulo de contato e coluna de interacdo hidrofébica da superficie de nove
estirpes de Bacillus subtilis, verificaram que a hidrofobicidade variou de acordo
com a estrutura fisiolégica (vegetativa ou esporulada), constatando que os
esporos, independente da estirpes estudada, tendem a serem mais
hidrofébicos do que as células vegetativas.

Teixeira et al. (2005) mediram os angulos de contato com &agua,
formamida e di-iodometano de varias estirpes (Pseudomonas aeruginosa,
Lactobacillus lactis lactis, Staphylococcus sciuri e Enterococcus faecalis. Estes
autores verificaram que todas as estirpes de Lactobacillus lactis lactis bem
como de Enterococcus faecalis eram hidrofobicas. Ja as estirpes de
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus sciuri apresentaram maior
variacdo dentro da mesma espécie, sendo algumas consideradas hidrofébicas
e outras hidrofilicas.

A analise de hidrofobicidade n&o permite o grupamento das estirpes ou
espécies de acordo com sua taxonomia microbiolégica. Alguns fatores séo
capazes de influenciar a hidrofobicidade celular, como a fase em que o micro-
organismo se encontra a presenca dos apéndices celulares, as substancias

poliméricas excretadas e a composicdo do meio (ARAUJO, 2009)
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De acordo com a teoria termodinamica da adedo, esta é favorecida se a
variacdo da energia livre por unidade de area da superficie for negativa, o que
significa que a adesdo espontanea € acompanhada por uma diminuicdo da
energia livre do sistema, como previsto pela Segunda Lei da Termodinamica.
Nesse contexto, pode-se predizer que a adesao foi termodinamicamente
favoravel (AG a4esz0<0) @0 aco inoxidavel, para todos os genotipos estudados,
independente da temperatura (10 e 32 °C) e da estrutura fisiolégica (vegetativa
ou esporulada). A excecao foi as células vegetativas do genodtipo G4, as
temperaturas de 10 °C e 32 °C em que a adesédo foi termodinamicamente
desfavoravel (AG agesso >0), (Tabela 12), ressaltando que este gendtipo (G4),
nao possui presenca de gene para producdo de nenhuma enterotoxina.

A adesdo da bactéria a superficie € um dos primeiros passos para a
formacdo do biofilme. Com a determinacdo da hidrofobicidade € possivel
predizer se a adesdo é termodinamicamente favoravel ou n&o, auxiliando
medidas preventivas que evitem ou amenizem este processo, assegurando
produtos alimenticios de melhor qualidade e maior seguranca aos
consumidores, sendo a higienizacdo na industria de alimentos, uma ferramenta

primordial para reduzir a possibilidade deste processo.

54



5. CONCLUSAO

A cinética de multiplicagdo de B. cereus néo foi influenciada pelos
genes codificadores das enterotoxinas estudas. Entretanto, a temperatura
proxima a étima (32 °C) os valores () e (Umax) foram maiores e os periodos de
fase lag menores, comparando-se as temperaturas inferiores (10 °C, 15 °C e
25 °C).

A 43 °C, todos os gendtipos tiveram uma velocidade maxima (Mmax), €
taxa de multiplicacdo (u), similar de 25 °C, podendo-se inferir a que essa
temperatura esta no limite de multiplicacéo destes genaotipos a 45 °C.

Os resultados indicaram que abusos na temperatura de armazenamento,
influenciam decisivamente o niumero de bactérias aderidas, podendo alterar a
qualidade dos produtos, e ou, riscos a saude do consumidor.

A ades&o ao aco inoxidavel 304 #4 (UFC/cm?) foi diferente de acordo
com a estrutura fisiolégica (vegetativa ou esporulada), e com a temperatura (10
°C ou 32 °C).Os genes que codificam a expressédo de enterotoxinas parecem
nao influenciar no processo de adesao de B cereus.

Em relacdo aos procedimentos de higienizagdo no teste de uso
simulado para remocdo de células vegetativas e esporos dos diferentes
genatipos, a aplicacdo do acido peracético e do dicloroisocianurato de sodio
formulados com dodecilbenzeno sulfonato de sodio foram os mais eficientes,
apresentando menores contagens (UFC/cm?) nas superficies do aco
inoxidavel. A associacdo entre sanitizantes e tensoativos mostrou efeito
sinergistico na remocao de células vegetativas e esporos aderidos.

A adeséo foi termodinamicamente favoravel (AGagesso < 0) entre o ago
inoxidavel 304 #4 e os gendtipos de B. cereus independente da estrutura
fisiologica e temperatura, exceto para a célula vegetativa do genoétipo G4, onde
a adesdo foi termodinamicamente desfavoravel (AGagesao > 0). Assim, a
interacdo entre os gendtipos que podem produzir enterotoxinas, foi favorecida
pelo aspecto termodindmico da adesdo, independente da temperatura de
incubacédo (10 °C e 32 °C)

Em relacdo aos aspectos microbioldgicos, parece que a presenca dos

genes codificadores das diferentes enterotoxinas pelas estirpes de B.cereus,
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nao influenciaram os valores de |, A, ao processo de adesdo ao aco
inoxidavel e na hidrofobicidade, nas condi¢des experimentais.
Este trabalho mostrou que fatores fisico-quimicos e microbioldgicos

sao complementares no fendmeno de adesao bacteriana.
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