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RESUMO - Biofilmes representam uma perene fonte de contaminacéo do leite e formam-se em equipamentos
ainda na propriedade rural. Buscou-se avaliar a producdo de biofilmes in vitro por isolados de Pseudomonas
oriundos de tanques de refrigeracdo de leite cru em propriedades rurais do municipio de Erechim/RS. Com
suabe, foram coletadas amostras de tanques de refrigeracdo vazios e higienizados em sete propriedades, nos
seguintes pontos de coleta: valvula de escoamento do leite (totalidade), lateral e homogeneizador (estes, com
amostragem de 100 cm?). As células foram suspensas por agitacdo, diluidas em agua peptonada (0,1%) e
inoculadas em Agar Base Pseudomonas e Agar Cetrimide para isolamento de Pseudomonas spp., com incubag&o
em 30°C/48h. A identificagdo de colbnias tipicas ocorreu através da amplificacdo e sequenciamento de um
fragmento do rDNA 16S e por provas bioquimicas. A quantificacdo da formacdo de biofilmes foi realizada em
placas de poliestireno com 96 cavidades, colorindo-se as células aderidas com violeta genciana (2%) e
verificando-se a densidade 6tica em 490 nm. Dos 66 isolados de Pseudomonas obtidos, 36 foram considerados
ndo formadores de biofilme, 21 formadores fracos e nove formadores moderados. Houve predominio de
formadores de biofilme nos isolados do homogeneizador, talvez pela maior pressdo seletiva associada a
colonizacdo desse local. Considerando que microrganismos do género Pseudomonas possuem diversas fontes de
contaminagdo, é possivel que alguns isolados tenham sido apenas depositados na superficie do equipamento,
durante um processo de higienizagcdo mal conduzido ou pela propria contaminagdo ambiental, contribuindo para
a elevacdo do ndmero de isolados classificados como ndo aderentes.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes microbianos sdo aglomerados de células microbianas embebidas em matriz e depositados
sobre uma superficie, representando a principal fonte de contaminagdo cruzada na industria de alimentos. Sua
formacdo ocorre nos mais diversos locais, como a interface liquido/ar, liquido/liquido ou sobre superficies
solidas (MEYER, 2003).

O processo de formacdo de biofilmes envolve duas fases principais: reversivel e irreversivel. Na fase
reversivel, verifica-se uma interacdo fraca entre microrganismos e superficie, mediada por apéndices celulares
como flagelos e fimbrias, presenga de capsula e forgas intermoleculares. J4 a fase irreversivel caracteriza-se pela
consolidacdo da adesdo, multiplicagdo celular, formacdo de micro colénias e, posteriormente, de um biofilme
maduro, cuja conformagdo tridimensional geralmente assemelha-se a cogumelos circundados por canais de 4gua
(HALL-STOODLEY et al., 2004).

A matriz que envolve as células possui composi¢do quimica bastante diversa, geralmente com
predominio de carboidratos, proteinas, DNA extracelular (éDNA) e lipidios. Em virtude de seu carater protetor,
aumenta a resisténcia microbiana aos sanificantes de 10 a 1000 vezes, comprometendo o resultado da
higienizagdo (SIMOES et al., 2010).

A presenca de biofilmes em equipamentos geralmente estd associada a falhas no processo de
higienizacdo dos mesmos, a presenca de locais de dificil acesso para a higienizac¢do - decorrente de um design
inadequado — e ao uso de materiais de dificil higienizacdo ou com propriedades fisico-quimicas que favorecam a
atracdo das células a superficie (MEYER, 2003).

Na industria de laticinios, entraves relacionados a biofilmes iniciam-se ja em nivel de propriedade rural,
sendo detectados nos equipamentos de ordenha e nos tanques de refrigeragcdo do leite. Neste equipamento em
especial, devido as baixas temperaturas, é frequente a presenca de biofilmes formados por microrganismos
psicrotréficos como os do género Pseudomonas. Sendo o género Pseudomonas um conhecido produtor de
enzimas extracelulares como lipases e proteases — inclusive termoestaveis — a presenca de biofilmes formados
por esses microrganismos durante o armazenamento do leite na propriedade rural pode comprometer toda a
cadeia de beneficiamento dessa matéria-prima (DOGAN; BOOR, 2003). Neste sentido, este trabalho teve como
objetivo avaliar a producdo de biofilmes in vitro por isolados de Pseudomonas oriundos de tanques de

refrigeracdo de leite cru em propriedades rurais do municipio de Erechim/RS.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das amostras
Foram amostrados refrigeradores vazios e previamente higienizados pelos produtores de leite, oriundos

de sete propriedades rurais diferentes, localizadas no interior do municipio de Erechim. Foram coletadas trés
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amostras por refrigerador, nos sequintes pontos: lateral, homogeneizador e valvula para drenagem do leite. Areas
de 10cm x 10cm provenientes da lateral e do homogeneizador do refrigerador foram amostradas com auxilio de
suabe estéril umedecido em tampéo fosfato (pH 7,2). A amostra do ponto de coleta na valvula do refrigerador foi
obtida passando-se o suabe em toda a sua superficie interna. As amostras foram transportadas ao laboratério em

caixa isotérmica com gelo e analisadas imediatamente.

2.2 Isolamento e identificaco de Pseudomonas spp.

As células contidas nos suabes foram liberadas no tampédo fosfato com auxilio de agitador de tubos (1
minuto). A suspensdo foi diluida serialmente em agua peptonada (0,1%) e inoculada em placas de Agar Base
Pseudomonas e Agar Cetrimide para isolamento de Pseudomonas spp., com incubago em 30°C/48h.

Os isolados que apresentaram col6nias tipicas do género Pseudomonas foram agrupados conforme
morfologia colonial, submetidos a coloracéo de Gram e estocados (-20°C) em caldo Triptona de Soja (TSB) com
25% de glicerol para andlises posteriores. Representantes de cada uma das morfologias coloniais foram
submetidos a confirmacdo de género através da amplificacdo e sequenciamento de um fragmento do rDNA 16S
(SPILKER et al.,, 2004). Apo6s, todos os isolados com morfologia colonial semelhante a dos isolados
confirmados como Pseudomonas por biologia molecular foram submetidos a provas bioquimicas (O/F, reducédo
de nitrato, catalase, oxidase, crescimento em 41°C, utilizacdo de maltose, meso-inositol, sacarose, arginina,
amido e gelatina; producdo de pigmento fluorescente), para confirmagdo de género (MACFADDIN, 2000;
BRENER, 2001).

2.3 Quantificacdo da formacéo de biofilmes

Os isolados de Pseudomonas foram submetidos ao teste para quantificacdo da formacdo de biofilmes,
conforme Stepanovic et al. (2000; 2007), com modificagdes. Inicialmente, foram repicados em Agar Triptona de
Soja (TSA) durante dois dias consecutivos para ativagao das células. Apds, foi efetuada a suspensdo das células
em caldo TSB com ajuste de turbidez conforme escala 0,5 de McFarland (equivalente a 1,5x10® UFC/mL). Em
seguida, 200 pL da suspensdo de células foram aliquotados em triplicata em microplaca de poliestireno com 96
cavidades, incubando-a tampada em 30°C/24h. Como controle negativo de adeséo, foram aliquotados (triplicata)
200 pL de caldo TSB estéril em cada microplaca testada.

Apo6s, o caldo TSB foi aspirado e as cavidades lavadas trés vezes com 250 pL de solugdo salina estéril
(0,85% de NaCl) para a remocdao de células plancténicas. Entdo, as células aderidas foram fixas com 200 pL de
metanol 99% (15 min) e a microplaca seca ao ar. Depois, as cavidades foram coradas com 200 pL de solucdo de
cristal violeta (2%) de Hucker para coloracdo de Gram (5 min). Apds, o corante foi escorrido e rinsado em agua
corrente, com posterior secagem da microplaca. Finalmente, o corante que permaneceu nas cavidades foi re-
solubilizado em 160 pL de &cido acético glacial (33%).

A leitura da densidade 6tica (DO) de cada cavidade foi efetuada em leitor de microplacas (EL800
Biotek Instruments, INC.) em comprimento de onda de 490 nm. Foram calculados a média e o desvio padrdo da

DO do controle negativo, sendo o ponto de corte (DOc) estabelecido como trés desvios-padrdo acima da média
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do controle negativo. Foram considerados ndo formadores de biofilme os isolados com DO < DOc; formadores
fracos os com DOc¢ < DO < 2 x DOc; formadores moderados os com 2 x DOc < DO < 4 x DOc e formadores

fortes os com 4 x DOc < DO.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 66 isolados de Pseudomonas. Destes, 36 foram classificados como ndo formadores de
biofilme, 21 como formadores fracos e nove como formadores moderados (Tabela 1). Verifica-se que nos pontos
de coleta da lateral e da valvula do tanque de refrigeracdo houve predominio de isolados ndo formadores de
biofilmes. Entretanto, tal resultado ndo se repetiu para 0 homogeneizador, no qual houve predominio de isolados
formadores de biofilmes. Uma possivel razdo para explicar esse resultado poderia ser a diferenca na presséo
seletiva para a colonizacdo dos pontos de coleta: 0 homogeneizador, por estar em constante movimento durante o
uso do equipamento, dificulta a colonizagdo por microrganismos ndo aderentes. Considerando-se 0 acesso do
manipulador aos pontos de coleta no momento da higienizagdo, sem dlvida, 0 homogeneizador é o local mais
facilmente acessivel. Assim, além da pressdo seletiva associada ao movimento, também ocorre a selecéo
associada a acdo mecanica exercida pelo manipulador no momento da higienizacéo, favorecendo a permanéncia

de microrganismos aderentes.

Tabela 1 - Origem dos isolados de Pseudomonas e quantificacdo da formacéo de biofilmes in vitro.

Isolados de Quantificacdo da formacéo de biofilmes
Pontos de coleta

Pseudomonas NAO FRA MOD FOR
Lateral 12 7 4 1 0
Homogeneizador 17 5 8 4 0
Vélvula para 37 24 9 4 0
escoamento de leite
Total 66 36 21 9 0

NAO: ndo formador; FRA: formador fraco; MOD: formador moderado; FOR: formador forte.

A grande diversidade de fontes de contaminacdo do tanque de refrigeracdo por Pseudomonas merece
discussdo: devido a sua distribuicdo ubiquitaria, &gua, ar, manipulador de alimentos, pele/pélo de gado leiteiro,
racdo animal e diversos outros podem ser considerados fontes de contaminacdo por esse género (DOGAN &
BOOR, 2003). Assim, a presenca de Pseudomonas no equipamento, pode facilmente ser associada a pequenas
falhas em sua higienizacéo. N&o foi objetivo deste trabalho identificar a origem dos isolados de Pseudomonas,
mas, é possivel que diversos deles tenham sido apenas depositados na superficie do equipamento durante a
higienizacdo, o que pode ter contribuido para a elevacdo do numero de isolados classificados como néo

formadores de biofilmes.
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Em biofilmes multiespécie - que ocorrem nos tanques de refrigeracéo e na industria de alimentos de um
modo geral - o papel desempenhado por cada espécie microbiana é bastante peculiar, tanto no processo de
formacdo do biofilme, quanto na atividade metabdlica de um biofilme ja formado. A atuacdo das espécies
conhecidas por serem colonizadoras iniciais da superficie, como as do género Pseudomonas, é crucial para o
desenvolvimento de um biofilme. Ap6s a consolidagdo da adesdo, verifica-se significativas alteracbes nas
propriedades fisico-quimicas da superficie sobre a qual esta ocorreu, acarretando no favorecimento da
incorporacdo de espécies com reduzida capacidade de adesdo e, portanto, mas colonizadoras iniciais
(ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

4 CONCLUSAO

Tanques de refrigeragdo de leite sdo colonizados por microrganismos capazes de aderir em sua
superficie e de formar biofilmes. A ma conducéo da higienizacéo desses equipamentos pode representar fonte de
contaminagdo até mesmo por patégenos ou deterioradores com reduzida capacidade de adesdo, comprometendo

a qualidade do leite cru.
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