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RESUMO

O objetivo do estudo foi verificar a adesdo baatexri e formacdo de biofilmes em superficies
utilizadas no processamento de alimentos (tAbuaode de polietileno), empreganéscherichia
coli; e verificar a acdo dos sanitizantes na remoc&obitafiimes. Foi observado um aumento da
adesdo dé&. coliem funcdo do tempo de contato para as superfige@mdas. O tratamento controle
(0% de acido peracético) apresentou crescimengadimté 24 horas e posterior estabilizacdo na
contagem até 72 horas de contato com a supe@i@mento na concentragdo de sanitizante provoca
uma reducao linear no Log UFC/cm”2 Hecoli, a partir de 24 horas de contato da bactéria com a
superficie. A concentracdo de 0,2% reduziu aprostameente 3 ciclos logaritmicos até 24 horas de
contato da bactéria com a superficie, e em médiel@& a partir de 48 horas. A concentragdo deoacid
peracético de 0,8%, a partir de 24 horas ndo fpazale sanitizar completamente a superficie,
configurando, desta forma, a formacdo de biofilMe partir de 48 horas de contato a uma
concentracaode 2,0%, o &cido peracético ndo seauasficaz para eliminar todas as bactérias. Com
base nestes resultados, pode-se concluir que iim@diormado, reduz significativamente a agao do
sanitizante.

Palavras-chave:Biofilmes, Escherichia coli sanitizantes, remocé&o de biofilmes.
1 INTRODUCAO

A contaminag&o microbiana em superficies de comtabma grande preocupacado para
a industria de alimentos, visto que sob condic@esraveis, as células bacterianas podem

aderir as superficies e reproduzirem-se. Se n@ofegompletamente removidas, essas células
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podem contribuir para a formacdo de uma complexauotdade microbiana o que
comprometera a qualidade e seguranca dos alimekhtosmacao de biofilmes pode ocorrer
em praticamente todas as superficies envolvidaprocessamento de alimentos (Morreli,
2008, Flach et al., 2005).

Os biofilmes séo constituidos por bactérias quadaem a superficies e que sao
envolvidas por uma camada de particulas de mabégi@nica, ou seja, depositos onde os
micro-organismos estdo fortemente aderidos a urparficie por meio de filamentos de
natureza protéica ou polissacaridica, conhecidasgpicocalix ou exopolissacarideos. Os
biofilmes contém, além de micro-organismos, pakiuae proteinas, lipidios, fosfolipidios,
carboidratos, sais minerais e vitaminas, entreosuformando uma espécie de crosta, debaixo
da qual os micro-organismos continuam a cresceactaizando um cultivgpuro ou uma
associagdo com outros micro-organismos (Criadb,et394).

Os materiais das superficies comumente usadosocegzamento de alimentos, como
aco inoxidavel, polietileno, polipropileno, polib@nato, aco-carbono, madeira, fibra de
vidro, poliuretano, PVC, marmore, silicone, grantflon e vidro, permitem o crescimento
microbiano, que pode originar processos de adeaéieriana e formacdo de biofilmes, até
mesmo quando programas de limpeza e sanitizac&ms@bamente aplicados (Rodolfo Jr. et
al., 2002; Lejeune, 2003). Deste modo, a escolhairdeagente antimicrobiano deve ser
cuidadosamente realizada, levando-se em contarwansmantes microbianos potenciais e 0
tipo de superficie (Rossoni & Gaylarde, 2000).

O A&cido peracético, também chamado de peréxido aildo &acético ou &acido
peroxiacético € obtido pela reacdo do acido acéticanidrido acético com o peroxido de
hidrogénio. E um excelente sanitizante pela graagpacidade de oxidacdo dos componentes
celulares dos micro-organismos, tendo uma répida acbaixas concentracfes (0,0001% a
0,2%) sobre um amplo espectro de micro-organise@sporicida em baixas temperaturas e
continua efetivo na presenca de material organgtwi@, portanto, um biocida efetivo sem
residual toxico. Sua acdo biocida é influenciadia pencentracdo, temperatura e tipo de
micro-organismos (Nascimento, 2002). O acido pe¢iarétua diretamente nas bases da
molécula de DNA que sdo capazes de inativar aasstale uma enzima que pode interferir
nos radicais hidroxi, podendo ocorrer uma desngdiorale proteinas e enzimas dos micro-

organismos (Block, 1991).
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O método de contagem padrdo em placas baseiagseemdssa de que cada célula
microbiana presente na amostra ira formar, quandamld em um meio de cultura solido
adequado, uma coldnia visivel e isolada. Ao varigpo de meio de cultura e as condi¢des de
incubacgdo € possivel selecionar o género ou aiespée se deseja contar. Como as células
microbianas muitas vezes ocorrem em agrupamenrdose possivel estabelecer uma relacao
direta entre o nimero de colonias e o numero ddaselA relacdo correta € feita entre o
namero de coldnias e o numero de unidades formsd@acolénias (UFC), que podem ser
tanto individuais como agrupamentos caracteristieosertos micro-organismos (Silva et al.,
1997).

Diante do exposto, € importante verificar a addsizteriana e formacao de biofilmes
em superficies utilizadas no processamento de ialoge verificar a acdo dos sanitizantes na

remocéo dos biofilmes.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Superficies avaliadas

Para a avaliacdo da adesdo bacteriana foram swldei® superficies comumente

utilizadas nas industrias de alimentos, tabuade ce Polietileno usadas.

2.1.2 Micro-organismo, preparo das superficieogade adeséo

Para o estudo da adeséao foi utilizada uma cultarfasdherichia coli A preparacdo
das superficies para andlise deu-se primeirameegite [pnpeza por meio de escovacédo
empregando-se agua e detergente neutro liquid@gaexcom agua destilada e posterior
imersdo em alcool etilico 70%, por 1 hora para &ooda gordura, novo enxague foi
realizado com agua destilada e secagem ao ar.pksfEles serdo expostas a luz ultravioleta

(254nm), por 1 hora para sanitizacéo (Parizzi, 1999
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As superficies foram imersas, a temperatura andiem frascos contendo 100 mL de
caldo nutriente acrescido de um volume de suspedsacelulas bacterianas, de forma a
obter-se uma contagem de 10"3UFC/mL. Para issmuatie a estirpe da bactéria em caldo
nutriente e esta foi incubada a 37°C, por 24 hpoaslois dias consecutivos, onde a contagem
atingiu 10"8UFC/mL. Para alcancar a contagem deagjdoi transferido 1mL dessa
suspensdo para um tubo contendo 9mL de agua pdptomdancando-se a diluicdo
10"7UFC/mL. Este procedimento foi repetido porsr@uas vezes, de modo a se obter uma
contagem de 10"5UFC/mL. Posteriormente foi tramgfelmL desta para um erlenmeyer
contendo 100mL de caldo nutriente, obtendo-se wn&égem de 10"3 UFC/mL, o qual foi
confirmado por plagueamento em Plate Count AgarAjP@s superficies devidamente
esterilizadas (3 cubos para cada tempo) foram amaresse erlenmeyer com auxilio de uma
pinca esterlilizada e, entdo, incubados a 37°Gvatiacdes da quantidade de células aderidas
por centimetro quadrado foram realizadas duranteoras (0,1; 1; 3; 6; 12, 24; 36, 48 e 72h)
de contato, em cada superficie. O tempo zero @uonee a analise realizada imediatamente
apos a imersao das superficies no frasco contentigEimde cultura e a suspensao bacteriana.

As andlises foram realizadas em triplicata.

2.1.3 Sanitizacao das superficies ap0s a adesdmadiEsias

Concluido o periodo de incubagdo, as superficiemfaretiradas da suspensao de
bactérias em caldo nutriente com auxilio de umgaiesterilizada e imersas separadamente
em 10mL de agua peptonada a 0,1% por 1 minuto, paemocado de células planctonicas.
Em seguida, foram imersas em tubos contendo 5nmmhedama solucéo diluente e submetidas
ao vortex, durante 1 minuto para a remocao dasasédésseis (Parizzi, 1999). Posteriormente
estas foram submetidas a uma sanitizacdo com peidaeético em diferentes concentragdes
(0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 2%) e 10 minutos de exposigia verificar a eficiéncia destes frente aos

biofilmes formados.

2.1.4 Contagem padréo em placas

A adesdao bacteriana foi avaliada pela técnica déagem padrdo em placas (CPP),

onde foi realizado swabs nas superficies previaenganitizadas. Diluicdes apropriadas foram
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preparadas e transferidas para placas de Petguaésfoi adicionado o meio de crescimento
PCA e incubou-se a 37°C, por 24 horas, procedea@oasseguida a contagem. Os resultados

foram expressos em UFC/cm”2.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 e Figura 1 apresentam dados referangeesdo dE. coliem tdbuas de
corte de polietileno, ja utilizadas na industria plecessamento de carnes. Os resultados
mostram que o numero de células aderidas aumerou ac tempo de contato para a
superficie avaliada. O tratamento controle (0% ddoaperacético) apresentou crescimento
linear até 24 horas e posterior estabilizacdo mdagem até 72 horas de contato com a
superficie. Como esperado, verifica-se que o awngntoncentracdo de sanitizante provoca
uma reducdao linear (R2 = 0,80 a 0,86) no Log UFCZaeE. coli, a partir de 24 horas de
contato da bactéria com a superficie. Analisand®abela 1, pode-se observar que a
concentracdo de 0,2%, inferior a recomendada pdlocknte, também mostrou-se capaz de
reduzir aproximadamente 3 ciclos logaritmicos atéh@ras de contato da bactéria com a
superficie, e em média 2 ciclos a partir de 48 hatansiderando a concentracdo maxima de
acido peracético recomendada pelo fabricante (Q,8%partir de 24 horas observa-se que o
mesmo nao foi capaz de sanitizar completamentgerfétie, configurando, desta forma, a
formacgao de biofilme. A partir de 48 horas de ctmtanesmo com concentragao 2,5 vezes
superior a recomendada (2,0%), o acido peracéfiosse mostrou eficaz para eliminar todas
as bactérias. Com base nestes resultados, podmskic que o biofilme formado, reduz
significativamente a acdo do sanitizante. Essesosdaghostram a importancia dos
procedimentos de higienizacdo nas superficies guiane em contato com alimentos, pois se
constatou que a formacéo de biofiimes pode ocamerum curto espaco de tempo, o0 que
mostra a necessidade de se realizar uma boa hziggéia nas superficies e equipamentos ao

longo do processamento do alimento.
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Tabela 1 - Nimero e Log de UFCfcme E. coli aderidas em polietileno durante 72h de
cultivo em caldo LB a 37°C, e em seguida sanitigaaen diferentes concentracfes de acido
peracético (0; 0,2; 0,5; 0,8 e 2,0%).

Concentragao Tempo de contato
de acido
- 0,1h 1h 3h 6h 24h 48h 72h
peracetlco
o 2,6x10 1,9x1d 24x1d 52x10 1,3x10 1,6x10 1,1x10
0
(3,41) (4,28) (4,38) (5,72) (7,11) (7,20) (7,04)
0.2 8,3x1d 1,5x1G¢ 3,2x1GF 2,9x1d 8,1x1d 1,1x10
,290
(1,92) (2,18) (2,50) (4,46) (4,91) (5,04)
1,7x1d 5,0x1G 2,5x1¢ 1,4xad 2.6x1d
0,5% 0
(1,23) (2,70) (3,40) (4,15)  (4,42)
3,3x1d 6,3x1¢ 1,7x1d
0,8% 0 0 0
(1,52) (3,80) (4,23)
3,5x1¢ 1,1x1G
2.0% 0 0 0 0 0

(1,54) (2,04)
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Figura 1 - NUmero e Log de UFC/€rde E. coli aderidas em polietileno durante 72h de
cultivo em caldo LB a 37°C, e em seguida sanitigaaen diferentes concentracfes de acido
peracético (0; 0,2; 0,5; 0,8 e 2,0%).



SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
Q @ ALIMENTOS v. 7(2011)

Engenharia PARA A REGIAO SUL p. 7/8
*Alimentos Passo Fundo/RS - 28 e 29 de abril de 2011

Ronner e Wong (1993) consideraram como biofilme niomero de 1073 células
aderidas por centimetro quadrado. Assim, segundeseautores na superficie de PVC
formou-se biofilme ap6s um tempo de contato de dhoenquanto para as superficies de
PVC observou-se a formagéo de biofilme em apernsas de tempo de contato. Wirtanen et
al. (1996) e Andrade et al. (1998) afirmaram seeagaria uma populacéo de células de 10"5
e 1077 células/cm?2, respectivamente. Entdo, dedacoom Wirtanen et al. (1996) na
superficie de aco inoxidavel ndo foi formado bin&l com 10 horas de contato, porém para as
duas superficies de PVC houve a formagéo de biediloom 8 horas de tempo de contato.

3 CONCLUSAO

Foi observado um aumento da adeséa& deoli em fungéo do tempo de contato para
as superficies avaliadas. Com as maiores concéafrage acido peracético ocorreu uma
reducdo no numero de células aderida.

O tratamento controle (0% de acido peracético)samteu crescimento linear até 24
horas e posterior estabilizagdo na contagem atBov@s de contato com a superficie. O
aumento na concentragdo de sanitizante provocaesigao linear no Log UFC/cm”2 &e
coli, a partir de 24 horas de contato da bactéria cauparficie. A concentracdo de 0,2%
reduziu aproximadamente 3 ciclos logaritmicos &@éh@ras de contato da bactéria com a
superficie, e em média 2 ciclos a partir de 48 siohaconcentracdo de acido peracético de
0,8%, a partir de 24 horas nao foi capaz de sanitzompletamente a superficie,
configurando, desta forma, a formagao de biofilAeartir de 48 horas de contato a uma
concentracdode 2,0%, o acido peracético ndo serauosficaz para eliminar todas as
bactérias. Com base nestes resultados, pode-séduicomee o biofilme formado, reduz

significativamente a ag&o do sanitizante.
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