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RESUMO

BERNARDES, Patricia Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2008. Modelagem da adesao de Bacillus cereus ao ago inoxidavel
em fungao do tempo e da temperatura e influéncia da rugosidade e da
hidrofobicidade sobre a adesao. Orientador: Nélio José de Andrade.
Co-orientadores: Sukarno Olavo Ferreira e Luis Anténio Minim.

Adesao de Bacillus cereus a superficie de ago inoxidavel 304 #4 foi
avaliada apos diferentes tempos e temperaturas de contato. Foram construidos
modelos matematicos capazes de predizer a adesdo, como fungdo da
temperatura, (4 °C — 35°C) e do tempo, (1 d - 10 d). A interagdo entre a
superficie de aco inoxidavel e B. cereus foi estudada por meio das
caracteristicas de interacao interfacial, determinadas a partir da medicdo do
angulo de contato das superficies das células de B. cereus, do aco inoxidavel e
do ago inoxidavel com células de B. cereus aderidas, em associacdo com a
teoria DLVO Estendida e a teoria termodindmica da adesdo. Avaliou-se a
rugosidade e a microtopografia da superficie de ago inoxidavel e ago inoxidavel
aderido com células de B. cereus com auxilio da microscopia de forca atdbmica
e da perfilometria. O aumento de temperatura de 4 °C para 35 °C propiciou o
aumentou do numero de células de B. cereus aderidas em mais de 3 ciclos log
para o tempo de adesdo de 1 dia e em mais de 4 ciclos log para o tempo de

adesao de 10 dias o que indicou a influéncia da temperatura para o processo

Vi



de adesdao. O numero maximo de células aderidas detectadas nos cupons
incubados por 35 °C, durante 10 dias foi de log 4,43 UFC/cm?, semelhante ao
numero observado para as células aderidas nos cupons incubados na mesma
temperatura, durante 1 dia que foi de log 4,01 UFC/cm?®. Esse resultado
reforcou a influéncia da temperatura em relagdo ao tempo para adesao desta
bactéria. Quando a temperatura aumentou de 7°C para 15°C houve o
aumento do numero de UFC/cm? em cerca de 3 ciclos log. Apenas na regiao
de alta temperatura (25 °C a 35°C) houve um bom ajuste dos dados pelo
modelo matematico obtido. A estirpe de B. cereus estudada foi considerada
hidrofilica enquanto o ago inoxidavel foi considerado hidrofébico. A adesao nao
foi termodinamicamente favoravel (AGadesso > 0) entre o ago inoxidavel e a
estirpe de B. cereus. Assim, a interagao entre elas nao foi favorecida pelo
aspecto termodindamico da adesdo. N&o houve diferenca (p>0,05) na
rugosidade das superficies de ago inoxidavel com células de B. cereus
aderidas, observadas por microscopia de forca atdbmica e por perfilometria. O
efeito da temperatura foi mais importante do que o efeito do tempo na adeséao
das células de B. cereus ao acgo inoxidavel 304 #4. B. cereus aderiu aos
cupons de aco inoxidavel 304 #4 a baixas temperaturas, 4 °C, 7 °C e 10 °C. Os
resultados indicaram que abusos na temperatura de armazenamento, sob
refrigeracdo, influenciaram decisivamente no numero de bactérias aderidas

podendo alterar a qualidade do leite.
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ABSTRACT

BERNARDES, Patricia Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2008. Modeling of adhesion of Bacillus cereus to stainless steel as
function of time and temperature and influence of roughness and
hydrophobicity in the adhesion. Adviser: Nélio José de Andrade.
Co-advisers: Sukarno Olavo Ferreira and Luis Anténio Minim.

Adhesion of Bacillus cereus to stainless steel 304 #4 was evaluated after
different times and temperatures of contact. Mathematical models were
obtained capable of predicting the adhesion of B. cereus in stainless steel, as a
function of temperature (4 °C — 35 °C) and time (1d - 10 d). The interaction
between the surface of stainless steel and B. cereus was studied by the
characteristics of interfacial interaction, determined from the measurement of
contact angle of the surface of B. cereus, stainless steel and stainless steel
attachment with B. cereus, in association with the extended DLVO theory and
the thermodynamic theory of adhesion. It was evaluated the microtopographies
and the roughness of the surface of stainless steel and stainless steel
attachment with B. cereus with the help of atomic force microscopy and
perfilometry. The increase in temperature of 4 °C to 35 °C increased the number
of B. cereus attached more than 3 cycles log for the time of adhesion of 1 d
and more than 4 cycles log for the time of adhesion of 10 d showing the

importance of temperature in adhesion. The maximum number of attached



cells, found in coupons incubated for 35 °C for 10 days (log 4.43 CFU/cmz) was
close to that of cells attached when the coupons remained at the same
temperature for 1 day (log 4.01 CFU/cmz) showing once again the importance
of temperature in relation to time to adhesion of this bacteria. When the
temperature rose from 7 °C to 15 °C the number of CFU/cm? increased about
3 cycles log. Only in the region of high temperature was a good adjustment of
the data obtained by the mathematical model. The strain of B. cereus study was
considered hydrophilic while the stainless steel was considered hydrophobic.
The adhesion was not thermodynamically favorable (AGaqesz0>0) between the
stainless steel and strain of B. cereus studied. Thus, the interaction between
them was not favoured by thermodynamic aspect of adhesion. There was no
difference (p> 0.05) in the roughness of the surfaces of stainless steel
attachment with B. cereus when analyzed by atomic force microscope and for
perfilometry. The effect of temperature was more important than the effect of
time on the adhesion of B. cereus to stainless steel 304 #4. The strain of
B. cereus study was able to adhere to the coupons of stainless steel 304 #4 at
low temperatures (4 °C, 7 °C and 10 °C). The results indicated that possible
abuses in the temperature of storage under refrigeration decisively affect the

number of attached bacteria, which may adversely affect the quality of milk.



1. INTRODUGCAO

No mundo biolégico as bactérias crescem preferencialmente aderidas as
superficies, protegidas por uma matriz, em comunidades multicelulares ou
biofilmes. Este modo de vida é importante porque envolve uma grande
mudanga no uso da informagédo genética e energia celular e tem profundas
consequéncias para fisiologia e sobrevivéncia bacteriana. Na maioria das
espécies, condicbes ambientais e nutricionais influenciam no desenvolvimento
do biofiime. Os mesmos tipos de moléculas adesivas com freqliéncia
promovem a formacdo do biofilme em diferentes espécies. Processos
sinalizadores e regulatérios que dirigem o desenvolvimento do biofiime sao
conservados, especialmente entre bactérias relacionadas. O conhecimento
desses processos contribui para o entendimento e realizagdo do controle do
crescimento do biofilme (LEMON et al., 2008).

A presenca de biofilmes bacterianos na industria de alimentos € uma
preocupagao uma vez que as bactérias quando em biofilmes sdo mais dificeis
de serem removidas do que as células que estao livres e podem representar
uma fonte constante de contaminacéo.

A importancia das superficies contaminadas quanto ao potencial de
veiculacdo de microrganismos patogénicos e deterioradores é evidente no
processamento de alimentos. Muitas destas bactérias aderirem as superficies
dos equipamentos e permanecerem viaveis mesmo apds a limpeza e
sanitizacdo das superficies. Essas bactérias podem se desprender das



superficies e contaminar os alimentos o que pode influenciar a qualidade e
seguranga dos alimentos processados colocando em risco a saude dos
consumidores (BAGGE-RAVN et al., 2003).

Considerando que a superficie de adesdao € essencial para o
desenvolvimento de um biofilme, o entendimento de como as propriedades do
substrato influenciam o processo de adesdo bacteriana pode ajudar a
desenvolver alteragdes nas superficies de forma que a adeséao seja controlada.

Os aspectos fisico-quimicos da adesao sao explicados pelas teorias de
Derjaguin e Landau, em 1941 e Verwey e Overbeek, em 1948 (DLVO) e
complementada por Van Oss e colaboradores em 1994 (DLVO Estendida),
usadas para predizer a adesdo microbiana.

A presenca de Bacillus cereus em superficies de equipamentos,
principalmente em ago inoxidavel, € muito comum. Essa bactéria é reconhecida
como um microrganismo que possui grande capacidade de aderir-se as
superficies de aco inoxidavel em industrias de produtos lacteos, sendo um
obstaculo para a conservagao do leite pasteurizado e derivados (PENG, TSAI,
CHOU, 2002). Os esporos de B. cereus sao resistentes a pasteurizagdo e
podem formar biofilmes nas superficies dos equipamentos da linha de
processamento. Uma vez que os microrganismos estejam aderidos ou em
biofilmes nos equipamentos, estes apresentam maior resisténcia a remogéao
pelos procedimentos normais de higienizagao.

Assim, os objetivos deste trabalho foram:

a) Obter modelos matematicos capazes de predizer a adesédo de
B. cereus em aco inoxidavel 304 #4, como fungdo da temperatura (4 °C a
35°C) e dotempo (1da10d).

b) Relacionar a interagdo entre a superficie de aco inoxidavel e
B. cereus por meio do estudo das caracteristicas de interagao interfacial,
determinadas a partir da medicdo de angulos de contato das superficies de
células de B. cereus, do aco inoxidavel e do aco inoxidavel com células de
B. cereus aderidas, em associacdo com a teoria DLVO Estendida e a teoria

termodinamica da adesao.



c) Avaliar a rugosidade e a microtopografia da superficie de aco
inoxidavel e do ago inoxidavel com células de B. cereus aderidas com auxilio

da microscopia de for¢a atdmica e da perfilometria.

d) Fornecer subsidios a industria de laticinios para o controle de
processos de adesao e formacao de biofilmes por B. cereus em superficies de

aco inoxidavel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bacillus cereus

Bacillus cereus é reconhecido como um microrganismo patogénico aos
homens e deteriorador de alimentos, com morfologia de bastonetes grandes,
formador de esporo, Gram-positivo, anaerdbio facultativo, movel e néo
apresenta crescimento rizoide. Cresce de 4 °C a 55 °C, sendo a faixa 6tima de
crescimento entre 30 °C e 40 °C, de acordo com a estirpe (HOLT et al., 1994).

Esse microrganismo € amplamente distribuido na natureza, é isolado do
solo, vegetagdo, 4gua e pélos de animais. E em geral encontrado em baixos
nimeros nos alimentos, <10 UFC/g, valor considerado aceitavel. As
intoxicagbes alimentares iniciam-se quando o alimento é armazenado a
temperaturas abusivas por longo periodo, permitindo que um numero baixo de
células multiplique até concentragdes superiores a 10° UFC/g, capazes de
causar intoxicacao alimentar (FORSYTHE, 2002).

B. cereus tem um potencial deteriorador sobre os alimentos. Esta
bactéria é capaz de produzir proteases e fosfolipases extracelulares
termorresistentes, que resultam na coagulagdo doce e no sabor amargo do
leite pasteurizado (COLLINS, 1981).

De acordo com Wong, Chang e Fan (1998), apesar da alta incidéncia
desse microrganismo em produtos lacteos, as intoxicagbes alimentares

causadas por ingestdao de leite ou derivados sao raras. Assim, o principal



problema da presenca de B. cereus no leite € sua influéncia como fator
limitante a vida-de-prateleira do produto e o desenvolvimento de atributos
sensoriais indesejaveis (FROMM; BOOR, 2004).

Jullien et al. (2002) relataram a presenga de aproximadamente
1.000 esporos de B. cereus por cm?, aderidos a superficie de aco inoxidavel,
apos a realizagdo do procedimento de higienizagdo completo em equipamentos
de laticinios.

A recontaminacdo do leite pasteurizado por B. cereus, na linha de
producao leva a perda de qualidade, diminuicdo da vida util do produto e,
eventualmente, a riscos a saude do consumidor. Além disso, esse
microrganismo esta intimamente envolvido com a vida de prateleira do leite
pasteurizado o0 que causa perdas econdmicas consideraveis para industria de
laticinios (SALUSTIANO, 2007).

2.2. Adesao bacteriana e formacgao de biofilmes

A adesao bacteriana € importante em diferentes campos, desde a
microbiologia médica e patologia a industria de alimentos, além da engenharia
de meio ambiente na area de ciéncia de biomateriais. Na industria de alimentos
as caracteristicas da superficie microbiana tém importancia no processamento
de alimentos e também no campo dos alimentos probidticos (UBBINK;
ZAMMARETTI, 2007).

A formacdo de um biofilme inclui diversas etapas, e um dos pré-
requisitos € a adesao das células microbianas a superficie. Em estudo das
propriedades de adesao de bactérias Azeredo e Oliveira (2000) consideram
que as caracteristicas fisico-quimicas da superficie da célula contribuem para o
processo de adesdo. Tais fatores incluem a hidrofobicidade, presenca de
polimeros extracelulares e carga superficial.

Para o inicio da formacdo de um biofilme & necessario que primeiro
ocorra adsorgao de residuos organicos a superficie o que leva a formacéao de
um filme condicionante sobre o qual as bactérias iniciam a adesao (SHENG
et al., 2007).

No processo de adesao da bactéria a superficie ocorre inicialmente a

adsorgao reversivel regulada pela atragdo eletrostatica e por forgas fisicas,



como forgcas de van der Waals e interacbes hidrofébicas. Estas forcas de
adesao sdo dependentes das propriedades fisico-quimicas da superficie e da
superficie da bactéria, que sdo a hidrofobicidade e a carga elétrica. A adeséao
inicial da bactéria € a etapa critica para o desenvolvimento do biofilme
(RAZATOS et al., 1998).

As células presentes no biofilme sdo mantidas unidas por uma matriz
extracelular composta por exopolissacarideos, proteinas e, algumas vezes,
acidos nucléicos (LEMON et al., 2008). O desenvolvimento do biofilme ocorre
em resposta a sinais extracelulares do meio ambiente ou produzidos pela
propria bactéria. Os biofilmes podem proteger as bactérias de algumas
condicbes ambientais adversas, como antibiéticos e o sistema imune humano
(LEMON et al, 2008).

Varios mecanismos para explicar a adesao bacteriana em superficies de
contato foram propostos (ZOTTOLA, 1994; ZOTTOLA, 1997). A teoria, descrita
por Marshall et al. (1971), afirma que a adesdo em superficies solidas € um
processo que acontece em duas etapas. A primeira €& reversivel, pois 0o
microrganismo esta fracamente aderido a superficie por meio de for¢cas de van
der Waals e interagdes eletrostaticas, o que propicia facil remocao da célula
bacteriana. J& a segunda etapa é irreversivel, uma vez que o tempo de
aderéncia inclui adesao fisica da célula a superficie por material extracelular de
natureza polissacaridica ou protéica produzido pelo microrganismo, o que é
denominado matriz de glicocalix. O glicocalix auxilia a formacao do biofilme, e &
produzido apenas apos a adesao superficial fornecendo condicbes para
adesdo do peptideoglicano presente na parede celular de bactérias
Gram-positivas e na parte externa da membrana externa das bactérias
Gram-negativas de natureza, principalmente, lipoprotéica.

Na Figura 1 esta esquematizado o mecanismos de adeséo e formacéao
de biofilmes.

A reducdo da distancia entre o substrato e a bactéria faz com que as
forcas de adesao predominem, o que é favorecido pela presencga de apéndices

e polimeros extracelulares (DENYER et al., 1993).
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Fonte: Busscher e Weerkamp (1987), Characklis (1984), Marshall (1971), Notermans et
al. (1991)

Figura 1 - Mecanismo teorico dos estagios de adeséo e formacao de biofilmes.

Segundo Characklis (1990) a adsorcao reversivel resulta principalmente
de interacao de forgcas de longas distancias de fraca especificidade, enquanto
adesao irreversivel €, em geral, considerada resultante de interagdes de forcas
de curta distdncia mais definitivas e de alta especificidade. Essas ultimas
interagcdes, na maioria das vezes, contam com o encurtamento da distancia
entre as forgas fisicas de atracdo e sdo favorecidas pela interacdo entre os
grupos componentes da célula e receptores de ligacdo (DENYER et al., 1993).

A dinamica biologica e fisico-quimica do desenvolvimento do biofilme,
segue uma sequéncia temporal ordenada, e o desenvolvimento do biofilme
envolve as fases de adesao, crescimento celular, producédo de polissacarideos
e maturacgao, seguida de liberagéo do biofilme da superficie (ANDRADE, 2008).

O alimento pode ser contaminado pelo contato com superficies contami-
nadas com bactérias deterioradoras e patogénicas indesejaveis provenientes
dos biofilmes. Portanto, a formagdo de biofilme conduz a sérios problemas
de higiene e perdas econOmicas em funcdo da deterioragdo do alimento e
persisténcia de patdégenos o que reduz o prazo de validade dos produtos
(BEER et al., 1994; FORSYTHE, 2002).

2.3. Fatores que influenciam a adesao e formagao de biofilmes

A adesao de células microbianas as superficies € um fendbmeno que
ocorre naturalmente em meios aquosos e que depende das propriedades

superficiais dos suportes de adesdo e das células dos microrganismos



envolvidos na adesao, como carga superficial e hidrofobicidade, das proprie-
dades microbioldgicas das células microbianas, como presenga exopolimeros
ou estruturas extracelulares, e das caracteristicas do meio de crescimento,
como temperatura, pH, forga ibnica e disponibilidade de nutrientes (CHAVES,
2004).

Outros fatores inerentes a morfologia das superficies podem ser
determinantes para a adesdo, como a sua composi¢cdo, rugosidade e
porosidade (PEREIRA et al., 2000).

Fatores genotipicos como a expressdo de genes que codificam a
presenca de flagelo, fimbria, pili na superficie dos microrganismos e producao
de polissacarideos sao associados ao processo de adesao (HOOD; ZOTTOLA,
1995).

A expressao genética de bactérias que vivem em biofiimes é diferente
daquelas células que vivem de maneira livre, e isso pode ser mediado por um
processo conhecido como Quorum Sensing (PARSEK; GREENBERG, 2005).

O papel de fatores fisico-quimicos na regulagao da estrutura do biofilme
deve ser analisado em associagdo com os fatores genotipicos. Estes estudos,
em combinagdo com estudos de modelagem matematica buscardo uma teoria
unificada, de forma a explicar melhor o ciclo de desenvolvimento do biofilme
(ANDRADE, 2008).

2.3.1. Fatores fisico-quimicos e termodinamicos que influenciam a adesao
e a formacgao de biofilmes

O estudo da adesdo da bactéria a superficie requer o conhecimento
das caracteristicas fisico-quimicas da superficie da bactéria, da superficie
de adesdo e da interagdo entre elas. A possibilidade de formar ligagdes
especificas entre a bactéria e superficie depende da composi¢cdo quimica
dessa e da composicdo da camada mais externa da célula (VALCARCE et al.,
2002). Além disso, deve se considerar as caracteristicas do meio onde a célula
se encontra como a presenga de substancias que podem condicionar as
superficies, pH, temperatura, tempo de exposi¢cdo, concentragdo de células

microbianas, tensao interfacial e forga ibnica do meio (CHAVES, 2004).



A termodindmica das superficies microbianas é um reflexo das
caracteristicas fisico-quimicas das células microbianas e das caracteristicas
biolégicas, e esta teoricamente fundamentada na termodindmica das
superficies de coldides usando a teoria classica de estabilidade de colbides
conhecida como teoria DLVO, desenvolvida inicialmente por Derjaguin e
Landau, em 1941 e complementada por Verwey e Overbeek, em 1948
(STREVETT; CHEN, 2003).

As propriedades fisicas da maioria das bactérias sdo semelhantes
aquelas dos coloides. Assim, estas podem ser consideradas particulas
coloidais vivas por apresentarem, em geral, forma de bastonetes curtos, carga
global negativa, densidade pouco superior a da agua, aproximadamente 1 uym
de comprimento e serem cobertas com biomacromoléculas (MARSHALL, 1971;
UBBINK; ZAMMARETTI, 2007).

A teoria DLVO afirma que a energia potencial total de interacdo entre
dois corpos é resultante da acdo combinada entre as forgas atrativas de van
der Waals e as forcas de dupla camada elétrica. A intensidade das forcas de
van der Waals é diretamente proporcional ao tamanho das particulas que
interagem e inversamente proporcional a distancia da superficie.

As forcas de dupla-camada elétrica estdo associadas a carga elétrica
superficial e aos movimentos brownianos. A superficie de um sodlido eletri-
camente carregado em contato com uma solugdo aquosa atrai ions de sinal
contrario ao do meio e simultaneamente repele os de sinais iguais. Em
sistemas biolégicos a carga superficial € resultante da adsorgdo de ions ou
ionizagao dos grupos superficiais (CHAVES, 2004).

Em geral, as bactérias apresentam carga elétrica negativa em pH
neutro. Nas bactérias Gram-positivas a carga negativa € originaria dos acidos
teicoicos e lipoteicodicos da parede e dos polipeptidios do glicocalix; nas
bactérias Gram-negativas, esta carga € associada a presenca de lipopolis-
sacarideos e proteinas presentes na membrana externa, em associacdo com
os polimeros do glicocalix (WICKEN, 1985).

A teoria DLVO considera apenas as forgas de longo alcance. No
entanto, quando uma particula ou célula microbiana encontra-se muito
préxima de uma superficie (entre 2 nm e 5 nm), forgas de curto alcance

passam a regular o processo. Estas forcas denominadas de nao-DLVO sao



representadas pelas forcas de repulsdo de Born, forgas de hidratacao,
interagdes hidrofobicas e pontes poliméricas. Estas forcas permitem justificar
os desvios da teoria DLVO, contudo estes tipos de interagbes nao séao
facilmente quantificaveis com excegéo da interacdo hidrofébica (ELIMELECH,
1995), que é considerada a forga de curto alcance mais importante para a
adesao bacteriana (BUSSCHER et al., 1990; VAN OSS, 1997).

Para considerar os aspectos termodindmicos no processo de adeséo,
van Oss et al. (1994), adicionaram a teoria DLVO as influéncias das interacdes
de Lifshitz-van der Waals, de acido base de Lewis, das forcas de dupla camada
elétrica e movimentos brownianos. Esta teoria € conhecida como XDLVO ou
DLVO Estendida e considera as forcas de curto alcance, principalmente as
interacoes hidrofdbicas.

A energia livre global das interacdes numa superficie (AG™") &
resultante do somatério das energias livres das interagdes de Lifshitz-van der
Waals (AG"Y), interagdes acido-base de Lewis (AG"®), forgas eletrostaticas de
dupla camada elétrica (AGDL) e interagcdes resultantes de movimentos

Brownianos (AGBR), conforme a equacgéo 1 :
AG™T = AGHW + AG"® + AGPt + AGER (Equacgao 1)

Portanto, a equagao acima leva em consideracao as forgas de Lifshitz-
van der Waals que estdo relacionadas as forgas de interagdo apolares, cuja
energia livre esta diretamente relacionada com a tensao interfacial. A equagao
também prevé a quantificagdo das interagcdes do tipo acido base de Lewis
que consideram as interacbes entre doadores e receptores de elétrons,
normalmente designadas de AB. A equagao acima contempla a quantificacéo
dos movimentos Brownianos que sao caracteristicos de particulas ou
moléculas em suspensao e que apresentam carater repulsivo.

O contato direto entre a bactéria e a superficie pode ser estabelecido
em nivel molecular por meio de substancias poliméricas extracelulares,
sintetizadas pelas bactérias. Esses compostos ndo estdo sujeitos ao mesmo
tipo de repulsdo que as bactérias, portanto podem facilitar a adesdo entre
a bactéria e a superficie por varias combinagdes de ligagdes quimicas

(eletrostaticas, covalente e de hidrogénio), interacbes dipolo (dipolo-dipolo,
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dipolo-induzido e ion-dipolo), além de interagdes hidrofébicas. Consequen-
temente, a bactéria podera ter diferentes tipos de adesividade (MARSHALL,
1992).

2.3.1.1. Hidrofobicidade

Segundo van Oss e Giese (1995), a hidrofobicidade & expressa como
energia hidrofdbica de atragdo e estabelece o grau de interagdo entre as
moléculas de um material imerso em agua. A hidrofobicidade & definida em
termos de energia livre de interagédo entre as moléculas das superficies imersas
em agua (AGes ©T). Quando a energia livre global de interagdo entre as
moléculas imersas em agua é atrativa, ou seja, o valor de AGsas ' & negativo,
significa que as moléculas do solido tém maior afinidade entre si do que pela
agua. Assim, uma superficie hidrofébica apresenta valores de AGg ©'
negativos. Quando a energia livre global de interagao entre as moléculas de um
sélido imerso em agua é suficientemente repulsiva, ou seja, o valor de AGsas '
€ positivo, a superficie é considerada hidrofilica.

Uma superficie que n&do possui grupos polares ou idnicos ou locais de
ligacao de hidrogénio, ndo tem afinidade pela agua é considerada hidrofdbica.
Para que uma adesao entre duas superficies ocorra em meio aquoso, € preciso
que o filme de agua que as separa seja removido e a hidrofobicidade contribui
para essa remocao. Inicialmente a hidrofobicidade era considerada de forma
qualitativa, significando que a superficie ndo poderia ser molhada pela agua.

van Oss e Giese em 1995 definiram um critério quantitativo que permite
avaliar a hidrofobicidade de minerais a partir da energia de coeséo entre as
moléculas da superficie imersa em agua.

Os microrganismos podem apresentar variagdes na hidrofobicidade, em
funcdo do crescimento bacteriano e das condi¢des de cultivo. A hidrofobicidade
de bactérias Gram-negativas € aumentada quando a quantidade de agua no
meio € reduzida porque a membrana externa tem grande concentragdo de
lipidios e pouco peptideoglicano. A hidrofobicidade é a propriedade termodi-
namica mais facilmente influenciada pela quantidade de agua do meio. Ja as

bactérias Gram-positivas sdo menos influenciadas pela modificagdo da
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umidade do meio, em fungcdo da grande concentragdo de peptideoglicano em
suas membranas e menor quantidade de lipideos (STREVETT ; CHEN, 2003).
Dentre os varios métodos usados para determinar a hidrofobicidade,
incluem-se a adesdo microbiana a hidrocarbonetos, a cromatografia de
interacdo hidrofdbica, a adesdo a superficies hidrofébicas, agregagao por
adicdo de sais, particao hidrofébica num sistema aquoso bifasico e a medida
do angulo de contato. No entanto, o unico método que permite determinar um
valor quantitativo da hidrofobicidade é a medida do angulo de contato, pois
os demais fornecem apenas um valor relativo para comparacdo entre

microrganismos ou superficies (CHAVES, 2004).

2.3.1.1.1. Medicgao do angulo de contato

A determinacao das energias livres de superficie pode ser realizada pela
medi¢cdo do angulo de contato, que € um método classico e que permite medir
a interacao entre uma superficie e um determinado liquido. Para o uso desta
técnica os sélidos devem ser planos, lisos e homogéneos. O angulo de contato
(©) formado por uma gota de um liquido sobre uma superficie solida (Figura 2)
€ o0 angulo entre um plano tangente a uma gota e a superficie onde o liquido
encontra se depositado. Este angulo permite avaliar a molhabilidade dessa
superficie. Se o liquido for a agua, o angulo formado sera relacionado a
hidrofobicidade da superficie.

Para van Oss e Giese, (1995), angulos inferiores a 50° indicam uma
superficie hidrofilica e &ngulos superiores a 50°, hidrofdbicas.

‘ill i
!

i

Fonte: VAN LOOSDRECHT et al. (1987)

Figura 2 - Angulo de contato (9) entre uma gota liquida e uma superficie plana
e horizontal. As tensdes interfaciais da superficie do sélido (y ), do

liquido em equilibrio com o vapor (y,, ) e superficie/liquido (y,, ).
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Para a determinacdo do angulo da superficie de células bacterianas é
necessaria a construgdo de um filme plano de microrganismos, obtido por
filtracdo de uma suspensao de células por uma membrana de baixa porosidade
(BUSSCHER et al.,, 1984). O filme de bactérias formado deve ser o mais
homogéneo possivel. A etapa de secagem é considerada um ponto critico e
deve durar de 30 a 60 minutos para garantir que o excesso de agua seja
removido da superficie (VAN DER MEI et al., 1998). De acordo com Busscher
et al. (1984) a camada de bactérias formada pode ser mantida por algumas
horas em placas com agar sem interferir na medida do angulo de contato.
Como esta camada tem uma grande porosidade, a agua € rapidamente
absorvida o que dificulta a medicdo do angulo de contato. Apesar desta
dificuldade este € o unico método que permite uma estimativa da hidrofobi-
cidade global da célula (DOYLE ; ROSENBERG, 1990).

A equacao de Young-Good-Girifalco-Fowkes (Equagao 2) relaciona
0 angulo de contato formado pelo liquido sobre uma superficie solida com

+

os componentes da tensao interfacial do liquido (y/*", v/ ", vi") e da superficie

+

(vs", vs* e vs). Para a realizagdo das medidas, deve-se utilizar um liquido
apolar e dois polares. Os liquidos usados devem cumprir o requisito de ter
tensao interfacial superior a tensao interfacial do sélido para que este nao se

espalhe muito rapidamente e impossibilite a medida.

0 +. - - ~
(1+cosO)y, """ = 2y v +lyivr +rir?) (Equago 2)

Na equagdo 2, v, '°T é a tenséo interfacial total do liquido; vy, é a

tens&o interfacial das forgas de interagdes de Lifshitz-van der Waals; 1" ¢ a
tensao interfacial do componente aceptor de elétrons do componente acido-
base e y, ~ é a tensdo interfacial do componente doador de elétrons do
componente acido-base e os subscritos s e / indicam superficie e liquido,

respectivamente.
Para liquidos apolares, a componente polar da tensao interfacial é nula

e, portanto, a Equacéao 2 reduz-se a:

N

yLW 27/_/(1 +COSH)2 (Equacgao 3)
4
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Na Tabela 1 sdo mostradas os componentes da tensao interfacial de
alguns liquidos, a 25 °C.

Tabela 1 - Componentes da tenséo de interfacial de liquidos a 25 °C

Tensao interfacial ( mJ.m'Z)

Liquido v, v, v’ v
Di-iodometano 50,8 50,8 0,0 0,0
a-Bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,50 25,5
Glicerol 64,0 34,0 3,92 57,4
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
Decano 23,8 23,8 0,0 0,0

Fonte: VAN DER MEI et al. (1998).

Apods a medigdo do angulo de contato da superficie com trés liquidos de
polaridades diferentes usando-se as equagdes 2 e 3 e, com auxilio da Tabela 1

+

podem ser obtidos os valores das tensdes interfaciais da superficie (Y5~ , vs * e
Vs )

A energia livre global de interacdo, AGgs ©', entre as moléculas da
superficie (s) imersa em agua (a) é calculada pelo somatdério das componentes

apolar (AGsasLW— interacoes de Lifshitz-van der Waals) e polar (AGsasAB-

interagcdes acido-base de Lewis) da energia livre global de interacao.

AG)T =AG." +AGL: (Equag&o 4)

sendo AGsas ' e AGss®, as componentes apolar e polar
respectivamente, de energia livre global de interagéo, entre a superficie (s) e a
agua (a).

A componente apolar € determinada por:

AGsLan = —2(4 VSLW - VaLW ) (Equacéo 5)

A componente polar é calculada por:

AG;,. = —4(Jy§ v YL i vy ) (Equagéo 6)
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OT mais hidrofébica é a

Quanto maior o valor absoluto de AGsas
superficie por apresentar valores negativos ou mais hidrofilica quando

apresenta valores positivos (VAN OSS ; GIESE, 1995).

2.3.1.2. Teoria termodinamica da adesao

A adesao de uma célula microbiana a uma superficie sélida em solugao
aquosa so se estabelece se o filme de agua que reveste as duas superficies for
removido. Portanto, a interface bactéria/liquido (bl) e a interface superficie de
adesaol/liquido (sl) tera que ser substituida pela interface bactéria/superficie de
adesao (bs). Segundo a teoria termodindmica, a energia livre permutada neste
fendbmeno tende a ser minimizada e a adesao sO se verifica se 0 processo
conduzir a uma diminui¢cao da energia livre global (CHAVES, 2004).

A energia livre total de adesdo, AG.qes30, €Ntre duas superficies é dada
pela equacéo de Dupré (VAN OSS, 1991).

AG'adesdo = 7/bs o ybl o ysl (Equagéo 7)

em que Yos € a tensdo interfacial entre as superficies bactéria/superficie

de adeséo, yv € a tensdo interfacial entre as superficies bacteria/liquido e ysi é a
tenséao interfacial entre as superficies superficie de adesao/liquido.

Pela teoria de van Oss et al., (1988) a tensao interfacial corresponde ao
somatorio da componente apolar das interagbes de Lifshitz-van der Waals (LW)
e da componente polar das interagdes acido-base de Lewis (AB).

Assim, a tenséo interfacial total € dada pela seguinte expressao:
y o =v Tv (Equagao 8)

Sendo as componentes apolar e polar das tensées interfaciais aditivas, a
equacgao de Dupré pode ser reformulada de forma a obter a energia livre total
de adesdo (AG,gesso) (CHAVES, 2004).

AG = AG." + AG;P (Equagao 9)

adesdo
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Termodinamicamente para que a adesao seja favorecida € necessaria

uma diminuigdo da energia livre global (AG,gesz0< 0), no entanto, nem sempre
este critério é verificado sendo que a adesdo ocorre mesmo quando 0 AGggeszo

€ > 0. Isto pode ser explicado pelo fato de que nenhuma destas teorias leva em

conta os aspectos microbioldgicos da adesao.

2.3.2. Aspectos microbiolégicos da adesao

As propriedades da superficie da parede celular bacteriana tém um
papel importante na adesdo, na fase inicial das infeccbes bacterianas e
na formagdo de biofilmes. Por serem sistemas vivos, as bactérias podem
mudar a composi¢cao da sua superficie durante a fase de crescimento ou
em fungdo de mudangas de composicdo do meio (UBBINK ; ZAMMARETTI,
2007). Essas mudangas, consequentemente, refletem nas suas propriedades
fisico-quimicas.

Caracteristicas bacterianas, como carga superficial, hidrofobicidade e
apéndices celulares podem aumentar a capacidade de adesdo (BUSSCHER ;
WEERKAMP, 1987).

A termodindmica da superficie microbiana é uma consequéncia
das caracteristicas fisico-quimicas dessa superficie que € controlada por
componentes macromoleculares, por exemplo, lipopolissacarideos, proteinas e
exopolimeros que variam em quantidade com as condi¢cdes de crescimento e
de estirpe para estirpe (STREVETT ; CHEN, 2003).

Em bactérias Gram-positivas, como B. cereus, existe uma variagao
relevante na composicao quimica e no peso molecular dos polissacarideos
presentes na superficie bacteriana. Quando secretados para o meio, 0s
polissacarideos sdo chamados de exopolissacarideos, mas como eles frequen-
temente sao reabsorvidos na superficie da bactéria, continuam a determinar
suas propriedades (UBBINK ; ZAMMARETTI, 2007).

Algumas estruturas extracelulares, conhecidas como apéndices celu-
lares, podem facilitar a adesao das bactérias a superficies. Quando a bactéria
nao faz contato direto com a superficie, a adesao é mediada por estes
apéndices que sao capazes de sobrepor os efeitos da repulsdo eletrostatica
(DENYER et al., 1993). Eles podem variar em tamanho e rigidez e chegam a
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ter varias vezes a dimensao da célula (BUSSCHER, 1987). Dentre estas
estruturas extracelulares destacam-se i) os flagelos, que sado estruturas
responsaveis pela motilidade das bactérias e medeiam a adeséo irreversivel
que é estabelecida por pontes poliméricas; ii) polimeros extracelulares, que
correspondem as substancias excretadas por muitas bactérias para o
ambiente, sendo sua producdo associada a adesao irreversivel de bactérias a
superficies de adesao por pontes poliméricas; e iii) fimbrias que sao apéndices
que nao estdo associados a motilidade das bactérias, no entanto, sao
responsaveis pela capacidade de adesado das bactérias a outras bactérias, a

células animais ou vegetais ou a particulas sélidas (CHAVES, 2004).

2.3.3. Rugosidade e microtopografia

A rugosidade € um fator importante na formagao de biofilmes porque a
maioria das superficies em que ocorrem a deposi¢do de microrganismos possui
irregularidades. A rugosidade de uma superficie pode aumentar a retencao
de microrganismos, pois representam locais de abrigo menos influenciados
pelas forcas do fluido. O efeito da rugosidade da superficie é importante
quando ocorre a adesao da primeira camada de microrganismos tendo menor
influéncia quando uma superficie de adesdo ja tem biofilme formado
(MACHADO, 2005).

O aumento do grau de adesao associado a rugosidade da superficie
atribui-se a protegcédo das células no interior das irregularidades da superficie e
das forgcas de cisalhamento, o que permite a adesdo irreversivel seja
estabelecida mais facilmente, sendo, por isso, locais preferenciais para a
colonizacao inicial. Além disso, as irregularidades da superficie contribuem
para 0 aumento na area superficial disponivel para a adesdo (QUIRYNEN
etal., 1994).

Superficies utilizadas em industrias e que entram em contato com os
alimentos apresentam diferentes microtopografias de superficie, e podem
apresentar fissuras, microfissuras ou fendas com tamanho suficiente para
alojar microrganismos, principalmente bactérias. A ocorréncia destas imperfei-

cbes origina regides de dificil acesso que podem reduzir a eficiéncia de
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procedimentos de higienizacdo e favorece o crescimento microbiano e o
desenvolvimento de microrganismos (BOWER et al., 1996).

Nos Estados Unidos existe um padrdao sanitario (US 3-A 01-07
Associacao Internacional Higienistas de Leite, Alimentos e Meio Ambiente,
1990) que especifica que superficies que entram em contato com alimentos
precisam ter grau de polimento n>4. Um padrdo alemao especifico para
industria de laticinios determina que a rugosidade da superficie ndo deve
exceder valores superiores a 0,8 um de rugosidade média (R,) (DIN 11 480,
1992).

A Microscopia de Forgca Atdmica (MFA) é uma técnica que permite a
avaliacdo da rugosidade das superficies. Ela baseia-se na varredura da
superficie estudada por meio de sondas de dimensdes muito reduzidas a
distancias muito pequenas, da ordem de alguns angstrons (10'10 metros), o que
proporciona uma alta resolugdo espacial, tanto lateral como vertical na
visualizagdo de superficies, em nivel atbmico, de diferentes naturezas, como
metais, peliculas organicas, polimeros, amostras biolégicas em sistemas
condutores e isolantes e em diversos meios como vacuo, pressao atmosférica
e meios liquidos (FERREIRA, 2006).

O principio de funcionamento do MFA baseia-se na varredura da
superficie da amostra por uma ponta piramidal ou ponteira de alguns
micrometros de comprimento entre 100 e 200 ym e em geral com menos de 20
nm de didametro, integrada em um cantilever flexivel. A forga entre a ponta e a
superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa
deflexdo é proporcional a for¢a de interagcdo. Na parte superior da haste ha um
espelho que reflete a luz de um feixe de laser. Apds a reflexao, o feixe de laser
passa por uma lente e incide sobre um fotodetector (fotodiodo) de quatro
quadrantes, que mede as variacbes de posicdo e de intensidade da luz
produzidas pelas deflexdes do cantilever (Figura 3). A medida que a
ponta varre a amostra ou a amostra € deslocada sob a ponta, os diferentes
tipos de “acidentes geograficos” encontrados sobre a superficie fazem com
que a interacdo mude. As variagdes das interacbes sdo os fatores que
provocam diferentes deflexbes. Essas diferengas, captadas no detector, sao
armazenadas e processadas por um computador, que as transformam em

imagens topograficas da superficie bidimensionais e tridimensionais. A forga
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mais comumente associada com MFA na deflexao do cantilever é a forca de
van der Waals (FERREIRA, 2006).

Fotodiodos Laser

Computador

FS

Figura 3 - Figura esquematica do sistema de microscopia de for¢a atdbmica.

A técnica de MFA (Figura 4), pode ser operada em trés modos

diferentes: contato, ndo-contato e contato intermitente.

Ciantﬂmw
(e}

Substrato (a) ()

Figura 4 - Representacdo esquematica dos modos de operagdo em AFM: a)
modo contato, b) modo ndo-contato, ¢) modo contato intermitente.
(Fonte: Ferreira, 2006).

Para amostras biolégicas que geralmente sao sensiveis e nem sempre
estao fortemente aderidas ao substrato utiliza-se o0 modo contato intermitente.

A MFA é uma ferramenta indispensavel no estudo das caracteristicas da
superficie da célula bacteriana uma vez que permite observar os aspectos
fisico-quimicos e os aspectos microbiolégicos que influenciam a adesao
(UBBINK; ZAMMARETTI, 2007).
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Com o advento da MFA, tornou-se possivel correlacionar as
propriedades fisico-quimicas das bactérias com as propriedades moleculares
em nanoescala, incluindo a natureza quimica dos constituintes da superficie
bacteriana. A resolugdo espacial da MFA permite obter imagens com alta
resolugcao da estrutura e topografia da bactéria. Por meio do uso de pontas
modificadas hidrofobicamente ou com carga elétrica controlada, a distribuicdo
espacial da hidrofobicidade e da carga elétrica, respectivamente, podem ser
analisadas (DUFRENE, 2000).

Assim como a MFA a perfilometria € uma técnica que permite avaliar
a rugosidade de superficies por meio do perfildmetro. O principio de
funcionamento do perfildbmetro é semelhante ao do microscopio de forca
atdmica e esta baseado na varredura da superficie da amostra com uma ponta

de tamanho reduzido.

2.4. Aco inoxidavel

O aco inoxidavel € um material comumente usado na construcdo de
equipamentos e utensilios de processamento de alimentos em geral como,
tanques de fabricagcdo e estocagem, trocadores de calor, silos, tachos,
tubulagdes, mesas, pias, bancadas para manuseio, entre outras aplica¢des
(JULLIEN et al., 2002). Este material é estavel a uma variedade de
temperaturas de processamento e apresenta alta resisténcia a corrosdao em
funcdo da camada protetora de 6xido de cromo que se forma na presenca de
oxigénio (HAYES, 1993; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

Segundo Boulange-Petermann (1996), este material é relativamente o
mais resistente ao ataque de agentes oxidantes e outros agentes sanitizantes
usados na industria de alimentos, como hipoclorito de sédio, acido peracético e
iodéforos. Entretanto, a microtopografia do ago inoxidavel é composta de
ranhuras e fendas, que permitem a protecédo das células bacterianas contra as
forcas exercidas pelo fluxo do alimento, detergentes e sanitizantes (ZOTTOLA;
SASAHARA, 1994).

O ago inoxidavel pode ser produzido em diferentes graus e diferentes
polimentos de acordo com a finalidade o que influencia a adesao bacteriana em

funcdo das suas varias microtopografias e propriedades fisico-quimicas
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(JULLIEN et al., 2002). A principal diferenga entre os graus disponiveis
comercialmente € sua composicao relativa de ferro, cromo e niquel. Dentre
os varios tipos de agos inoxidaveis disponiveis, os mais utilizados sdo os
do chamado grupo 18-8, ou seja, que apresentam em sua composigao,
aproximadamente, 18 % de cromo e 8 % de niquel. Deste grupo, as alteragdes
do grau 300, por exemplo, 304 e 316, satisfazem a maioria das necessidades
da industria de alimentos. O grau 304 é resistente a corrosao originada pela
maioria dos alimentos e agentes de limpeza, ndo apresenta problemas de
manchas, é de facil higienizagao e relativamente barato. Em situagbes em que
a possibilidade de corrosdo € mais intensa, como no caso de salmouras e
alimentos muito acidos, como o vinagre, deve ser empregado o grau 316 que
apresenta cerca de 10 % de niquel e 3 % de molibdénio. O ago inoxidavel
difere também no acabamento da superficie que pode variar de acordo com o
polimento empregado que se classifica de 1, sem polimento, até 8, cuja
superficie é espelhada. O polimento mecanico e o eletropolimento sao
tratamentos adicionais que podem ser feitos na superficie do ago inoxidavel os
quais tem por objetivo reduzir a rugosidade (JULLIEN et al, 2002). Em geral, a
industria de alimentos utiliza o ago inoxidavel 304 com polimento 4 (HAYES,
1993).

2.5. Microbiologia preditiva

A microbiologia preditiva é uma area de estudo que utiliza equacgdes
matematicas para predizer o crescimento e a atividade de um microrganismo
em um alimento, ao longo do tempo (JAY, 2005). A microbiologia preditiva é
fundamentada na premissa de que as respostas das populagdes microbianas
as condi¢cbes ambientais sdo reprodutiveis (ROSS et al., 2000).

O uso de modelos matematicos em microbiologia de alimentos teve seu
inicio aproximadamente em 1920, com a implementacdo de métodos para
calculo do tempo de destruigdo térmica de microrganismos relacionados com a
industria de enlatados. Porém, o interesse de aplicacdo por técnicas de
modelagem matematica para descrever o crescimento e a sobrevivéncia de
microrganismo comecgou a partir da década de 80 (ROSS; MCMEEKIN, 1994).
O aumento da atengdo na modelagem foi impulsionado pela preocupagédo com
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microrganismos veiculados por alimentos assim, foram desenvolvidos modelos
de crescimento de patégenos em diferentes alimentos. Embora um grande
numero de fatores possa influenciar o crescimento ou sobrevivéncia de um
dado microrganismo, na maioria dos alimentos € usual que somente alguns
tenham maior efeito, sendo, portanto importante que estes estejam incluidos no
modelo (PENA, 2005).

Pesquisas tém mostrado a influéncia da temperatura e do tempo sobre a
adesdo bacteriana e a formacao de biofilmes. Assim é importante formular
modelos matematicos para estudar os efeitos desses fatores e suas interacoes.
A metodologia de superficie de resposta é usada para otimizar € modelar
operagdes de processamento de alimentos (FLOROS et al., 1992; GUILLOU;
FLOROS, 1993) e também pode ser usada para o melhor entendimento do
processo de adesao e auxiliar na tomada de decisdes quanto a procedimentos
de limpeza e sanitizagdo de equipamentos na industria de alimentos (PENA,
2005).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos e

no Laboratério de Nanoscopia do Departamento de Fisica da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais.

3.1. Superficie

Foram utilizados cupons-teste de ago inoxidavel AlSI 304 #4, dimensdes
10 mm x 10 mm x 0,5 mm para avaliar adesédo de células de B. cereus em
diferentes tempos e temperaturas de contato e a influéncia da hidrofobicidade e

da rugosidade da superficie sobre a adesao.

3.2. Suspensao do microrganismo

Foi utilizada uma suspenséao de células vegetativas de B. cereus isolado
de superficie de aco inoxidavel da maquina de envase de leite pasteurizado,
identificada por ribotipagem como Ribo 1 222-173-S4 (SALUSTIANO, 2007).

A partir da cultura pura de B. cereus mantida a temperatura de -80 °C
em tubo Eppendorf contendo Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol (80:20),
prepararam-se suspensdes com cerca de 10’ UFC/mL. Para o uso nos

experimentos, suspensdes de células vegetativas foram produzidas em duas
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repicagens consecutivas em caldo BHI, incubadas a 32 °C por 24 horas. O
numero de células nas suspensodes foi determinado por espalhamento em

superficie em PCA, e incubagao a 32 °C por 24 horas.

3.3. Adesao de Bacilluscereus a cupons de a¢o inoxidavel

Antes de cada analise, os cupons de aco inoxidavel foram limpos por
meio de escovagdo com esponja de poliuretano empregando-se agua e
detergente liquido, enxaguados com agua destilada e imersos em alcool etilico
70% por 1 hora para remo¢ao de gordura, enxaguados novamente com agua
destilada, secos e esterilizados em autoclave 121 °C/15minutos (PARIZZI,
2004).

Os cupons teste da superficie foram imersos em frascos contendo 100
mL de caldo nutriente acrescido de um volume de suspensdo de células
vegetativas de forma a obter uma contagem aproximada de 10° UFC/mL. As
amostras foram incubadas sob diferentes condi¢des de tempo e temperatura.

Para determinar os tempos e temperaturas utilizadas na adesao foi
usado um planejamento fatorial completo a dois niveis. Deste modo foram
determinadas trés regides de temperatura. A regido de baixa temperatura de
4 °C a 10 °C sendo 7 °C o ponto central, a regido de alta temperatura de 25 °C
a 35°C com ponto central em 30 °C e a regido que compreendeu toda a faixa
de temperatura estudada de 4 °C a 35 °C. As temperaturas de 15 °C e 20 °C
foram adicionadas para fazer a ligagdo entre as regides de baixa e de alta
temperatura. O tempo de adesao foi de 1 dia a 10 dias sendo 5,5 dias o ponto
central. As avaliacbes da quantidade de células aderidas por cm? foram
realizadas apds os tempos de adesao definidos.

A analise de regressao foi realizada para ajustar a resposta observada y

(UFC/cm?), por meio de uma relagéo polinomial de segunda ordem, do tipo:
Y =0+ By Xy + Bp Xo + By Xy Xz + Ba (X1)* + B2 (X2) (Equacao 10)

Os coeficientes do modelo dado pela equacdo 10 foram determinados
pelo método dos minimos quadrados, usando o pacote estatistico SAS (versao

9.1). A significancia estatistica do modelo (equacéo 10) foi verificada pelo teste
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de F e analise de variancia (ANOVA). A significancia dos parametros

individuais (i) foram baseadas pelo teste t de student.

3.4. Determinagao do numero de células aderidas

Inicialmente, os cupons foram retirados do caldo nutriente, com o auxilio
de uma pinga esterilizada e imersos em 10 mL de agua peptonada a 0,1%, por
1 minuto, para a remocéao de células plancténicas. Em seguidas foram imersos
em tubos contendo volume apropriado da mesma solugdo diluente e
submetidos ao vortex, durante 1 minuto para remogao de células sésseis
(PARIZZI, 2004). Diluicbes apropriadas foram transferidas para placas de Petri
com agar padrao para contagem (PCA) e incubadas a 32 °C/ 24 horas. O

ntimero de UFC/cm?foi determinado usando a seguinte formula:

_ WV, 1V, )xMxD

UFC /cm?
A

Onde: Vp: volume do diluente utilizado na rinsagem (mL)
V: volume da aliquota utilizada no plagueamento (mL)
M: média da contagem obtida nas placas (UFC)
D: diluigéo realizada
A: area do cupom (cm?)

Foi determinado também o numero de bactérias na suspensao onde os
cupons estavam imersos no momento da retirada dos cupons. Diluicbes
apropriadas foram transferidas para placas de Petri com PCA e incubadas a

32° C/ 24 horas. A contagem foi expressa em UFC/mL.

3.5. Determinagao da tensdo interfacial e da hidrofobicidade pelo
gonidmetro

Foram determinados os angulos de contato com &agua, formamida e
a-bromonaftaleno para superficies avaliadas (Tabela 2) utilizando-se o

equipamento Goniémetro (Kruss®, Alemanha).
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Apos a temperatura e tempo de contato definidos, os cupons foram
retirados do caldo nutriente com o auxilio de uma pinga e imersos em 10 mL de
agua peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para a remocéao de células plancténicas.
Foi feita a medigdo do angulo de contato de uma gota de 2,0 yL durante trinta
segundos consecutivos, a cada segundo, para todos os liquidos (agua,
formamida e a-bromonaftaleno) e superficies avaliadas. As medidas foram
realizadas entre 20 °C e 25 °C. Foram feitas trés repeticdes para cada liquido

em cada superficie.

Tabela 2 - Superficies avaliadas quanto ao angulo de contato

1. Aco inoxidavel AlSI 304, #4.

2. Aco inoxidavel AISI 304, #4 com suspensdo de células vegetativas de

B. cereus aderida.

3. Superficie de células vegetativas de B. cereus.

As medidas do angulo de contato da superficie das células de B. cereus
foram realizadas sobre uma camada de células vegetativas usando o método
descrito por Busscher et al. (1984). Primeiramente, B. cereus foi ativado
duas vezes em caldo BHI com a finalidade de se obter uma suspensao da
cultura ativa com aproximadamente 10" UFC/mL. Posteriormente, 30 mL da
suspensao ativa foi centrifugada a 12.000 g por 10 minutos, sendo em seguida
lavada por trés vezes em tampao fosfato salino (PBS) 0,1 M. A massa celular
foi ressuspendida neste mesmo tampao sendo depositada sobre um filtro de
membrana de acetato de celulose de 0,45 um de poro e 47 mm de didmetro,
por filtracdo a vacuo. Foram adicionados 30 mL de agua ultra-pura (Milli-Q) no
momento da filtragdo. Para padronizar o conteudo de umidade, os filtros foram
transferidos para Placas de Petri contendo 1% de agar (p/v) e 10% de glicerol
(v/v). As membranas foram cortadas em trés partes sendo cada parte usada
para medigdo do angulo de contato com cada liquido diferente. As medidas de
angulos de contato foram realizadas para trés liquidos com diferentes
polaridades, ou seja, agua, formamida e a-bromonaftaleno.
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Os componentes da tensao interfacial das superficies nas condigdes
avaliadas foram determinados pela Equacio 2 apresentada anteriormente.
Para se determinar as trés componentes da tensdo interfacial das

superficies, o angulo de contato formado por trés liquidos de polaridades
diferentes sobre a superficie foi determinado.

Com os valores contidos na Tabela 1 e aplicando-se a Equacgao 2 para

cada um dos liquidos usados obteve-se o seguinte sistema de equacoes:

yH =111(1 + cos, )’ (Equacgéo 11)
5,049y 7 +5,049\/y; = 36,4(1+cos,)— 15,551 +cosh,)  (Equagdo 12)

6.293:/y7 +1,5104f75 = 29(1 + cos6,) — 20.806(1+ cos ,) (Equacéo 13)

Pela resolucido destas trés ultimas equacbdes, obtém-se as trés

componentes da tens&o interfacial da superficie, vy, v," e V., que permitem

calcular a tensao interfacial global de uma superficie (s), ys'© :

7STOT = 7SLW + 7SAB (Equacéo 14)
VSAB =2(4/ Ve XY,) (Equacéo 15)

A energia livre global de interagdo AGsas o'

entre as moléculas da
superficie (s) imersa em agua (a) € calculada pelo somatério das componentes
apolar e polar da energia livie de interacdo, AGss " € AGsas ™

respectivamente, conforme as equacgdes 4, 5 e 6 apresentadas anteriormente
no item 2.3.1.1.1.

Os valores dos componentes da tensao interfacial da agua (y,"",v." e

Y.") encontram-se na Tabela 3.
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Quando o AG, " for negativo, a superficie de adesdo ou da bactéria
sera considerada hidrofébica (AGg,s' O <0). Ao contrario, quando 0 AGg,e'©" for

positivo, a superficie sera considerada hidrofilica (AGsas ©' >0).

3.6. Determinacao da energia livre total de adesao (AGadeszo)

A partir dos valores das componentes da tensdo interfacial é possivel
determinar a energia livre total de adesao entre duas superficies ( AGadesao). Os
valores das componentes das tensdes interfaciais sdo determinados a partir
dos valores calculados ou tabelados (Tabela 3), das tensdes interfaciais das
bactérias, das superficies de adesdo e do liquido em que estas duas
superficies se encontram imersas, que neste caso considera-se a agua,

através das seguintes equagdes definidas para um sistema bifasico de
interacao (bactéria/superficie) pela teoria termodinamica:

Lw AB
Vs =Vos T Vb (Equacao 16)

Lw Lw Lw Lw LW
Yos =Vs TV —2 VYV Vs (Equagéo 17)
Voo = 2(x/72 Vo YV AT AT Y ) (Equacéo 18)

em que Y,s € a tensao interfacial entre as superficies bactéria/superficie
de adesdo, Yy, € a tensao interfacial entre as superficies bacteria/liquido e v, é a

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

AG,qeszo POde ser representado da seguinte forma (CHAVES, 2004):

AGadesdo = AGI?IIS/V + AGI;;SB (Equagéo 1 9)
LW LW LW LW

AGyd =7y —Vw 74 (Equagéo 20)
AB AB 4B AB

AGue =Vae Vo —7Va (Equacéo 21)

28



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

AG,gesa0<0 €, ao contrario, desfavoravel quando AG,gesz0>0.

3.7. Determinacao da microtopografia e rugosidade por microscopia de
forca atomica e perfilometro

A microtopografia do acgo inoxidavel foi avaliada utilizando-se o
microscopio de forga atémica (Universal SPM System Ntegra Prima/NT-MDT) e
o perfilbmetro (Ambios Tecnology, XP1) do Laboratério de Nanoscopia do
Departamento de Fisica da UFV. As analises das imagens obtidas permitiram a
determinacdo da rugosidade das amostras por meio do valor da rugosidade
média (Ra), medida como a média das diferengas de altura observadas.
No MFA as medidas foram realizadas utilizando o modo denominado de
semi-contato, no qual a ponta fica em contato intermitente com a superficie.

Apos as temperaturas e tempos de contato definidos pelo desenho
experimental os cupons foram retirados do caldo nutriente, com o auxilio de
uma pinga e imersos em 10 mL agua peptonada a 0,1%, por 1 minuto, para
remocao de células planctonicas. Eles foram colocados em placas de Petri e
levados para analise no MFA e perfildbmetro. A area total da varredura foi de
100 um? no MFA. No perfildmetro foi analisada uma linha de 1mm em cada
cupom. As medidas foram feitas em trés repeticbes com duplicatas.

Para comparar a rugosidade das superficies de ago inoxidavel antes e
apos a adesao de diferentes quantidades de B. cereus foi realizada uma
analise de regressdo a 5 % de probabilidade. Foi realizado o teste Tukey para
comparar as médias das rugosidades observadas (a=0,05) com auxilio do
programa Statitical Analysis System (SAS), versao 9.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Adesao de Bacillus cereus ao ago inoxidavel

Os dados relativos ao numero de células de B. cereus aderidas aos
cupons de acgo inoxidavel apds diferentes tempos e temperaturas de adeséao

sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Médias da adesdo de células de Bacillus cereus nos cupons de agco
inoxidavel apods diferentes temperaturas e tempos de contato,
expressas em log UFC/cm?

Experimentos Log UFC/cm? *
E1 (4 °C/ 1 d) 0,91 + 0,66
E2 (10 °C/ 1 d) 1,40 + 1,00
E3 (25 °C/ 1 d) 3,21+ 0,67
E4 (35°C/1d) 4,01 + 0,80
E5 (7 °C/ 5,5 d) 0,50+ 0,42
E6 (15°C/ 5,5d) 3,32+ 0,43
E7 (20 °C/ 5,5 d) 3,15 + 0,21
E8 (30 °C/ 5,5 d) 3,66 + 0,61
E9 (4 °C/ 10 d) 0,31 + 0,61
E10 (10 °C/ 10 d) 1,16 + 0,95
E11 (25 °C/ 10 d) 3,43 + 0,81
E12 (35°C/ 10 d) 4,43 + 0,77

* média de trés repeticbes.
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Com o aumento de temperatura de 4 °C para 35 °C observou-se o
aumento do numero de células de B. cereus aderidas em mais de 3 ciclos log
para o tempo de adesao de 1 dia e em mais de 4 ciclos log para o tempo de
adesao de 10 dias resultado que indicou a importancia e a influéncia da
temperatura no processo de adeséao (Tabela 3).

O numero maximo de células aderidas, detectado nos cupons incubados
a 35 °C durante 10 dias, 4,43 UFC/cm? foi proximo daquele das células
aderidas quando os cupons permaneceram a esta mesma temperatura durante
1 dia, log 4,01 UFC/cm? (Tabela 3) o que reforcou a importancia da
temperatura em relagcao ao tempo para adeséo desta bactéria.

A Figura 5 representa o logaritmo do numero de UFC/cm? de células de
B. cereus aderidas a cupons de ago inoxidavel apos 1dia e 10 dias de adeséao

em diferentes temperaturas.

37 1 dia
2 = 10 dias

log UFC/cm?

( 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Figura 5 - Logaritmo do nimero de UFC/cm® de células de Bacillus cereus

aderido em cupons de acgo inoxidavel apds 1dia e 10 dias de adeséao
a4°C,10°C, 25°Ce 35°C.

Pefia et al. (2007) ao usarem leite como meio de crescimento
encontraram resultados semelhantes de adesao de B. cereus em superficie de
aco inoxidavel, em que um aumento na temperatura de 4 °C para 36 °C levou a
um aumento de 4 ciclos log no numero de células aderidas. Esses autores
também detectaram a adesdo de células de B. cereus a temperaturas tao

baixas quanto 4 °C.
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Outras pesquisas ja demonstraram a importancia da temperatura na
adesdo microbiana a superficies. Hood e Zottola (1995) observaram que
Yersinia enterocolitica aderiu melhor na superficie de ago inoxidavel a 21 °C do
que a 10 ou 35 °C, isto porque esta bactéria ndo produz flagelo a 35 °C o que
influenciou a capacidade de adesdo. Estudos mostraram que a adesdo de
Listeria monocytogenes a superficie de ago inoxidavel também foi influenciada
pela temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes (MAFU et al., 1991;
PEREZ et al., 1999).

A contagem da suspensao de células onde os cupons de ago inoxidavel
estavam imersos foi realizada paralelamente a contagem do numero de células
aderidas aos cupons. Observou-se que a estirpe de B. cereus nao cresceu a
4°C, 7°C e 10 °C, resultado que pode explicar o menor numero de células
aderidas nestas temperaturas.

Houve aumento consideravel da adesdao quando a temperatura foi
alterada de 7 °C para 15 °C apos 5,5 dias de incubagéo (Figura 6).

log UFClcm?

15 20 30

Temperatura (° C)

Figura 6 - Logaritmo do numero de UFC/cm? de Bacillus cereus aderidos em
cupons de aco inoxidavel apos 5,5 dias de adesao a 7 °C, 15 °C,
20 °C e 30 °C.

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 51 do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) na industria de laticinios o leite pode

ficar armazenado a 7 °C, por 24 horas (BRASIL, 2002). B. cereus foi capaz
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de aderir a baixas temperaturas, 4 °C e 10 °C, alcancando log 0,91 UFC/cm?
e log 1,40 UFC/cm? ap6és um dia de adesdo e log 0,31 UFC/cm? e
log 1,16 UFC/cm? apos dez dias de adeséao (Tabela 3).

Portanto abusos na temperatura de armazenamento influenciam
decisivamente o numero de bactérias aderidas. Quando a temperatura
aumentou de 7 °C para 15 °C o numero de UFC/cm? aumentou em cerca de
3 ciclos log.

Peng, Tsai, Chou (2002), avaliaram a acdo do hipoclorito de sédio no
controle de B. cereus em industrias de laticinios, nas concentragdes de
25 mg/L e 50 mg/L de cloro residual total, expresso em Cl.. Em ambas as
concentragdes, esse agente quimico sanitizante foi eficiente para inativagao de
células planctonicas, com uma reducédo de 5,5 log UFC/mL nos numeros de
B. cereus, apdés 15 segundos de exposi¢cdo. Entretanto, no mesmo estudo,
quando o mesmo experimento foi conduzido com cupons contendo biofilmes
formados a partir de adeséo de B. cereus em superficies com residuos de leite,
houve uma maior resisténcia das células microbianas do biofiime ao agente
quimico. Apenas 0,94 e 1,51 log UFC/cupom de redugcdo na populagéo
bacteriana foram observadas, apds uma exposicdo de 30 segundos e
300 segundos, respectivamente, a 50 mg/L de cloro residual total.

Faille et al. (2001) constataram que 10% dos esporos de B. cereus
aderidos ao acgo inoxidavel resistiram a um procedimento de higienizacao
Cleaning in Place (CIP) da superficie.

Os dados desses estudos demonstram a importancia do controle da
adesdo de células microbianas para a eficiéncia da higienizagdo das
superficies usadas na industria. A permanéncia de células bacterianas aderidas

nas superficies pode levar a formagao de biofilmes ao longo do tempo.

4.2. Modelagem da adesao

Nas Tabelas 4, 5, e 6 estdo apresentadas as analises de variancia do
logaritmo decimal do nimero de UFC/cm? de células de B. cereus aderidas aos

cupons de acgo inoxidavel nas trés regides de temperatura estudadas.
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Tabela 4 - Andlise de variancia do logaritmo decimal do niumero de UFC/cm?
de células de Bacillus cereus aderidas aos cupons de acgo
inoxidavel na regido de baixa temperatura (4 °C — 10 °C)

FV GL SQ QM F Pr>F
Tempo 1 0.406614 0.406614 221.3095 0.004488*
Temperatura 1 0.773743 0.773743 421.1284 0.002366*
TempoxT 1 0.199143 0.199143 108.3886 0.0091*

*significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 5 - Andlise de variancia do logaritmo decimal do nimero de UFC/cm?
de células de Bacillus cereus aderidas aos cupons de aco
inoxidavel na regiao de alta temperatura (25 °C — 35 °C)

FvV GL SQ Qm F Pr>F
Tempo 1 0.101932 0.101932 1.31152 0.370677™
Temperatura 1 0.805156 0.805156 10.35967 0.084476"
TempoxT 1 0.009421 0.009421 0.121213 0.760953™

*significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 6 - Andlise de variancia do logaritmo decimal do nimero de UFC/cm?
de células de Bacillus cereus aderidas aos cupons de aco
inoxidavel para toda faixa de temperatura estudada (4 °C — 35°C)

FVv GL SQ QM F Pr>F
Tempo 1 0.005386 0.005386 0.017444 0.89783™
Temperatura 1 21.38315 21.38315 69.25306 0.0001*

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Na regido de baixa temperatura os fatores estudados, tempo e
temperatura, foram significativos (p < 0,05) assim como a interagao entre eles
(Tabela 4).

Na regido de alta temperatura apenas a temperatura foi significativa
(p <0,1) (Tabela 5).

Pbde-se observar por meio da analise de variancia feita para toda faixa
de temperatura estudada apenas a temperatura foi significativa (p < 0,05)
(Tabela 6).
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Foram obtidos modelos matematicos que descreveram os logaritmos do
nimero de UFC/cm? de células de B. cereus aderidas aos cupons de aco

inoxidavel nas trés regides de temperaturas estudadas (Tabela 7).

Tabela 7 - Modelos matematicos obtidos para as trés regides de temperatura

estudadas
Regides de Temperatura Modelo matematico (log UFC/cm?)
Baixa (4 °C a 10 °C) =-0,18842 — 0,186547 x t + 0,055701 x T + 0,016528 xt x T
Alta (25 °C a 35 °C) =1,292649 + 0,077868 x T
Total (4 °C a 35 °C) =0,248919 + 0,120499 x T

t = tempo; T = temperatura.

Na regido de baixa temperatura o logaritmo do nimero de UFC/cm? de
células de B. cereus aderidas aos cupons de ago inoxidavel diminuiu com o
aumento do tempo de adesdo (1d a 10 d) e aumentou com o aumento da
temperatura de adesdo (4 °C a 10 °C). A diminuigdo do numero de células
bacterianas aderidas aos cupons apos 10 dias de incubagao na regido de baixa
temperatura pode ter ocorrido pelo fato de que, apés um longo periodo de
incubacao a baixas temperaturas as células de B.cereus podem ter entrado em
um estado de estresse, e apesar de ainda poderem estar metabolicamente
ativas ndo foram recuperadas quando cultivadas nos meios de culturas usados
rotineiramente para contagem de bactérias. Em condigdes favoraveis de
crescimento estas bactérias sdo capazes de retomar seu crescimento normal e
podem entdo se multiplicar na superficie. Outra possibilidade refere se ao fato
de que a temperatura baixa poderia levar a esporulacdo das células
vegetativas de B. cereus e, por exemplo, apés 10 dias, parte dos esporos foi
incapaz de germinar nas condigdes de cultivo.

Na regiao de alta temperatura e para faixa total de temperatura estudada
o logaritmo do numero de UFC/cm? de células de B. cereus aderidas aos
cupons de acgo inoxidavel aumentou com o aumento de temperatura. Nestas
duas faixas de temperatura o tempo nao foi significativo para adesao.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores observados e preditos do
logaritmo do nimero de UFC/cm? de células de B. cereus aderidas em cupons

de aco inoxidavel nas diferentes temperaturas e tempos de adeséo.
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Tabela 8 - Valores observados e preditos do logaritmo do nimero de UFC/cm?
de células de Bacillus cereus aderidas a cupons de ago inoxidavel,
nas diferentes temperaturas e tempos do desenho experimental

Experimentos Valores observa2dos* Valores preditzos
(log UFC/cm®) (log UFC/cm®)
E1(4°C/14d) 0,91 -0,09
E2 (10°C/ 1d) 1,40 0,35
E3 (25°C/1d) 3,21 3,24
E4 (35°C/1d) 4,01 4,02
E5 (7 °C/ 5,5 d) 0,50 -0,19
E6 (15°C/5,5d) 3,32 2,05
E7 (20 °C/5,5d) 3,15 2,66
E8 (30 °C/5,5d) 3,66 3,63
E9 (4 °C/10d) 0,31 -1,17
E10 (10 °C/ 10d) 1,16 0,16
E11(25°C/ 10d) 3,43 3,24
E12 (35°C/ 10d) 4,43 4,02

* média de trés repeticdes.

Os valores preditos foram calculados usando-se os modelos mate-
maticos apresentados na Tabela 7. Pelos valores apresentados na Tabela 8
pdde-se observar que apenas na regidao de alta temperatura houve um bom
ajuste dos dados pelo modelo matematico obtido. Uma possivel explicagéo
seria que na regido de baixa temperatura o numero de células aderidas aos
cupons foi muito baixo o que dificulta a enumeragao das bactérias aderidas
uma vez que a técnica utilizada para contagem possui um limite de detecg¢ao. O
mesmo pode ter ocorrido com o modelo da regido total de temperatura ja que
este também engloba baixas temperaturas.

Na Figura 7 é apresentado o erro experimental para os valores preditos
pelos modelos matematicos obtidos para as trés regides de temperatura
estudadas. Na regido de alta temperatura, onde o modelo obtido proporcionou
um bom ajuste dos dados, os erros apresentaram os menores valores.

Por meio da analise de varidncia e dos modelos obtidos ficou clara a

importancia da temperatura na adesao de B. cereus ao aco inoxidavel.
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Figura 7 - Erro experimental para os valores preditos pelos modelos mate-
maticos obtidospara as trés regides de temperatura estudadas
(Baixa, Alta e Total).

4.3. Analises dos angulos de contato e tensodes interfaciais

Na Tabela 9 s&o apresentados os valores médios dos angulos de
contato (©) com as superficies de células de B. cereus, ago inoxidavel e ago
inoxidavel com células de B. cereus aderidas, com agua (©a), formamida (6F) e
a-bromonaftaleno (Sg).

O critério primario de avaliacdo qualitativa da hidrofobicidade permite
avaliar o carater hidrofébico ou hidrofilico de uma superficie com base no valor
do angulo de contato da superficie formado com a agua (6a). Assim, para
angulos superiores a 50° a superficie €& considerada hidrofébica. Caso
contrario, se o angulo é inferior a 50° a superficie sera hidrofilica (AZEREDO,
1998).

De acordo com este critério a estirpe de B. cereus utilizada pode ser
considerada hidrofilica ja que forma um angulo de contato com a agua inferior a
50° (Tabela 9). Por este mesmo critério a superficie dos cupons com células
B. cereus aderidas e incubados a 20 °C/ 5,5 dias (E7) e 10 °C/ 10 dias (E10)
também sdo consideradas hidrofilicas. Ja a superficie do ago inoxidavel e

aquelas avaliadas nos demais experimentos foram hidrofébicas (Tabela 9).
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Faille et al (2001) encontram angulo de contato para o aco inoxidavel com a

agua de 75° o que confirmou o carater hidrofobico deste material.

Tabela 9 - Valores médios dos angulos de contato (©) com as superficies de
células de Bacillus cereus, ago inoxidavel e ago inoxidavel com
células de Bacillus cereus aderidas, com agua (8,), formamida (6¢)
e a-bromonaftaleno (6g)

Angulo de Contato (°)*

Superficie de Adesao O Or Og
Aco Inoxidavel 70,77 +7,9 53,36 + 9,4 28,1 +3,1
B. cereus 2452 +28 15,37 + 1,3 4517+ 0,5
E1(4°C/14d) 72,1+2,6 56,1 + 8,6 34,6 +6,7
E2 (10°C/ 1d) 73,2+0,5 57,0+7,2 30,5+5,9
E3 (25°C/ 1d) 57,3+ 11,9 57,5+ 6,7 25,3 +6,7
E4 (35°C/ 1d) 60,1+ 10,5 40,5+1,5 32,0+3,5
E5 (7 °C/ 5,5d) 69,6 +1,4 52,2+ 4,2 35,6 +4,7
E6 (15 °C/ 5,5 d) 56,7 + 10,7 56,7+ 7,0 32,2 +4,3
E7 (20 °C/5,5d) 49,3 +6,1 442 + 2,6 39,0+7,3
E8 (30 °C/ 5,5 d) 73,7+5,0 53,5 +8,3 345+0,2
E9 (4 °C/ 10d) 776 +89 57,6 +6,0 33,6 +6,7
E10(10°C/ 10 d) 48,9 + 14,8 19,2+3,2 34,2+3,3
E11(25°C/10d) 62,8 +8,2 43,2 +6,0 31,5+1,6
E12(35°C/ 10d) 58,9 +12,7 394 +11,9 32,8 +6,3

* média de trés repeti¢oes.

Os valores dos angulos de contatos com os trés liquidos de polaridades
diferentes foram usados para determinar os valores das tensdes interfaciais

(Tabela 10).

De acordo com Strevett e Chen (2003), v tem um papel importante
entre os parametros termodinamicos da superficie. Estes autores
demonstraram que Y é sempre maior do que Yy * em E.coli, P. fluorescens,
B. subtillis e P. aeruginosa. Isto comprova a teoria de que as células tém
predominantemente carater doador de elétrons (y’). Segundo Van der Mei et al.
(1998), todas as superficies biologicas sdo predominantemente doadoras de
elétrons como consequéncia da presenca do oxigénio na atmosfera e da
hidratacdo da superficie da célula microbiana. Para B. cereus e para o ago
inoxidavel com o microrganismo aderido a tensado interfacial do componente

doador de elétrons (y) € sempre maior do que a tensdo interfacial do
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componente aceptor de elétrons (y+), o que confirma o carater doador de

elétrons das superficies biologicas (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores das componentes apolar (VLW), polar (VAB) e respectivos
parametros (y* e y-) da tens3o interfacial (y'°") das superficies de
células de Bacillus cereus, ago inoxidavel e ag¢o inoxidavel com
células de Bacillus cereus aderidas

Tensao Interfacial (mJ/m 2)

Superficie de Ades&o N v ¥ N 1T
Aco Inoxidavel 39,3206 0,0899 6,3333 1,5091 40,8297
B. cereus 32,2682 3,2454 45,2929 24,2482 56,5164
E1(4°C/1d) 36,8944 0,0956 12,2929 2,1681 39,0625
E2 (10°C/1d) 38,4688 0,0207 11,6946 0,9840 39,4528
E3 (25°C/1d) 40,2433 0,3842 0,4922 0,8697 41,1130
E4 (35°C/1d) 37,9096 1,0378 16,8009 8,3510 46,2606
E5 (7 °C/ 5,5d) 36,4894 0,3478 12,4987 4,1699 40,6593
E6(15 °C/ 5,5d) 37,8335 0,1378 7,6388 2,0519 39,8854
E7(20°C/5,5d) 35,0565 0,4573 32,1712 7,6712 42,7277
E8(30 °C/ 5,5d) 36,9345 0,3508 9,1703 3,5871 40,5216
E9(4 °C/10d) 37,2915 0,1260 7,6212 1,9598 39,2513
E10(10°C/ 10 d) 37,0542 3,3996 20,0995 16,5324 53,5866
E11(25°C/ 10 d) 38,0982 0,8236 15,1795 7,0715 45,1697
E12(35°C/ 10 d) 37,6033 1,1625 17,5686 9,0384 46,6417

A superficie de ago inoxidavel sem adesdo bacteriana também possui

tensao interfacial do componente doador de elétrons (y’) maior do que a tenséo

interfacial do componente aceptor de elétrons (y+). Chaves (2004), ao estudar
a tensao interfacial do aco inoxidavel 316, observou resultados semelhantes
em relacdo aos componentes doadores e aceptores de elétrons da tensao
interfacial, o que demonstra que esta superficie de adesao €& predominan-
temente doadora de elétrons, como a maioria das superficies sdlidas.

E também possivel estimar o carater hidrofébico ou hidrofilico das

superficies a partir das componentes da tensao superficial. Quanto maior for o

valor de y "V mais apolar é a superficie e, portanto, menor é sua afinidade com

liquidos polares; quanto maior for o valor da componente \/*B, mais agua de

hidratacdo tem a superficie e, portanto € mais hidrofilica. Assim, de acordo
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com este critério a superficie das células de B. cereus e a superficie dos
cupons com células de B. cereus aderidas e incubados a 10 °C/ 10 dias (E10)
por apresentarem maiores valores de Y*B em relacdo aos demais seriam
considerados hidrofilicos. Este resultado difere do resultado encontrado quando
se usa o critério do angulo de contato com a agua, ja que por este critério a
superficie dos cupons aderidos com B. cereus e incubados a 20 °C/ 5,5 dias
(E7) também é considerada hidrofilica.

De acordo com Azeredo (1998), o parametro Yy pode ser um indicador

semiquantitativo do grau de hidrofobicidade. Para valores de y™ <25,5 mJ/m? a
superficie € hidrofébica, independente do valor da componente apolar. Quando

25< v <35 mJ/m? a hidrofobicidade é dependente da componente apolar e,
neste caso, a superficie € hidrofilica quando yLW < 45 mJ/m? e hidrofébica

quando yLW246 mJ/m?. Mais uma vez de acordo com os resultados (Tabela 10)
a superficie das células de B. cereus e a superficie dos cupons com células de
B. cereus aderidas e incubados a 20 °C/ 5,5 dias (E7) por ndo apresentarem

v 25,5 mJ/m? sdo consideradas hidrofilicas. E as demais superficies seriam
hidrofébicas por apresentarem y <25,5 mJ/mZinclusive a superficie dos cupons

com células de B. cereus aderidas e incubados a 10 °C/ 10 dias (E10) que pelo

critério qualitativo do angulo de contato com agua é considerada hidrofilica.

4.4. Analises da energia livre global de interagio (AGg.s'°")

Na Tabela 11 encontram-se os valores da energia livre global de
interacdo, que permitem quantificar a hidrofobicidade. Estes valores foram
calculados por meio das equacdes apresentadas no item 3.5.

Pelos valores da energia livre global de interagdo (AGg,s'©') (Tabela 11),
que é um critério quantitativo de avaliagao da hidrofobicidade, a superficie de
células de B. cereus e a superficie dos cupons com células de B. cereus
aderidas incubados a 20 °C/ 5,5 dias (E7) s&o consideradas hidrofilicas por
apresentarem AGg,'°'>0, enquanto as demais superficies sdo consideradas

TOT
s

hidrofébicas pois 0 AGsa € < 0. Resultados semelhantes foram obtidos

quando a analise foi feita pelo critério semiquantitativo usando-se o valor de .
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Por outro lado, estes diferem dos resultados obtidos quando comparados aos
resultados do critério qualitativo de determinagcéo da hidrofobicidade, ou seja,
pelo angulo de contato com agua (©,), o qual considera a superficie dos
cupons com células de B. cereus aderidas e incubados a 10 °C/ 10 dias (E10)

hidrofilica.

Tabela 11 - Valores das componentes apolar AGsasLVp polar (AGsas'™) e da
energia livre global de interacdo (AGes'°') das superficies de
células de Bacillus cereus, ago inoxidavel e ago inoxidavel com
células de Bacillus cereus aderidas

Energia livre global de interagéo (mJ/mZ)

Superficie de Adesao AGg" AGg AGg "
Aco Inoxidavel -5,1300 -23,6028 -28,7328
B. cereus -2,0468 21,8664 19,8195
E1(4°C/1d) -3,9462 -29,2732 -33,2194
E2(10°C/ 1d) -4,7024 -31,9868 -36,6892
E3(25°C/ 1d) -5,6075 -77,0592 -82,6668
E4(35°C/ 1d) -4,4238 -15,3336 -19,7574
E5(7 °C/ 5,5 d) -3,7673 -27,0336 -30,8009
E6(15 °C/ 5,5 d) -4,3900 -42,7792 -47,1692
E7(20 °C/ 5,5 d) -3,1313 10,8848 7,7535
E8(30 °C/ 5,5 d) -3,9668 -36,0436 -40,0104
E9(4 °C/ 10 d) -4,1335 -42,9876 47,1211
E10(10 °C/ 10 d) -4,0224 -7,2648 -11,2872
E11(25°C/ 10 d) -4,5199 -19,1152 -23,6351
E12(35°C/ 10 d) -4,2813 -13,6348 -17,9161

O valor AGg,s"" nas interagdes microbianas sdo geralmente negativas, o
que indica que as forcas de Lifshitz van der Waals sao predominantemente
atrativas enquanto AGsas™ pode ser positiva ou negativa, sendo repulsiva ou
atrativa, respectivamente (BOS et al., 1999).

A componente apolar da energia livre global de interagdo € sempre
atrativa (AGsasLW < 0), enquanto a componente polar pode ser atrativa ou
repulsiva (AGgs® < 0 ou AGg® > 0), sendo, neste caso, atrativas para
maioria das superficies analisadas (Tabela 11). Apenas as superficies
consideradas hidrofilicas apresentaram AGsas™® > 0. O que demonstra que a

hidrofobicidade € predominantemente determinada pelas forgas polares de
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atracdo. A componente AGsas™® representa o grau de hidratagcao da superficie,
ou seja quanto maior for o seu valor menor sera a hidrofobicidade e
consequentemente maior a hidrofilicidade da superficie.

Pode-se concluir que o critério qualitativo e o critério quantitativo de
avaliacdo da hidrofobicidade apresentaram uma pequena divergéncia em
relacdo aos resultados da hidrofobicidade da superficie dos cupons com
células de B. cereus aderidas incubados a 10 °C/ 10 dias (E10). J4 em relacéo
a hidrofobicidade das células de B. cereus e da superficie do ago inoxidavel
sem adesdo ambos os critérios permitem concluir que esta bactéria pode ser
considerada hidrofilica enquanto o ago inoxidavel é considerado hidrofdbico.

Uma possivel explicacdo para que uma superficie de aco inoxidavel com
células de B. cereus aderidas tenha sido considerada hidrofilica, pelo critério
quantitativo, é o fato de que ao realizar as medidas dos angulos de contato as
gotas dos liquidos usados foram depositadas aleatoriamente. Estas gotas
podem ter sido depositadas em regides com diferentes concentragdes de
bactérias aderidas. Assim os angulos de contato medidos podem estar
relacionados a hidrofobicidade do ago inoxidavel ou da superficie das células
de B. cereus, refletindo as caracteristicas de umas dessas duas superficies.

4.5. Anadlises da energia livre total de adesao (AG,gesio) €ntre Bacillus
cereus e acgo inoxidavel em meio aquoso.

Na Tabela 12 sdo apresentados os dados da energia livre de adeséo
entre B. cereus e acgo inoxidavel em meio aquoso. Estes valores foram
calculados usando-se as equacdes apresentadas no item 3.6.

De acordo com a teoria termodindmica da ades&do quando a bactéria e a
superficie de adesdo ultrapassam a energia imposta pelas forgas de repulséo
as interacdes de curto alcance passam a assumir o papel mais importante na
adesdo. Estas forcas de curto alcance consideram as interagdes polares e
apolares. Segundo esta teoria a adesao sera termodinamicamente favoravel se
a interagao conduzir a uma diminui¢cao da energia livre total de adesao, ou seja,
quando a energia livre total de adesao for negativa (AGageszo < 0 ) (CHAVES,
2004).
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Tabela 12 -Valor da energia livre total de adesdo (AGagesso) €ntre Bacillus
cereus (b) e a superficie de adesdo de ago inoxidavel 304 (s) em
meio aquoso (I) e suas componentes apolar (AGys-") e polar

AB
(AGpis )
Energia livre total de adeséo (mJ/mz)
Superficie de Ades3o AGyW AGys™® AGageszo
B. cereus -3,3353 5,8849 2,5496

Observou-se que a adesao entre o ago inoxidavel e B. cereus nao foi
termodinamicamente favoravel (AGqess0 > 0) (Tabela 12). Teixeira et al (2005)
encontraram resultados semelhantes ao estudarem a termodinédmica de
adesao entre estirpes de Pseudomonas aeruginosa e de Staphylococcus sciuri
isolados de ordenhadeira mecanica e acgo inoxidavel 304. As bactérias foram
consideradas hidrofilicas e o ago hidrofébico e a energia livre de adesao
(AGagesao) Nao foi termodinamicamente favoravel entre esses dois tipos de
superficie.

Segundo van Oss (1997), € bem conhecido que, em meio aquoso, a
adesao é favoravel entre superficies hidrofébicas que podem expulsar a agua
entre elas. Entretanto, deve ser enfatizado que a adesio entre uma superficie
hidrofébica e uma hidrofilica ou duas superficies hidrofilicas pode ocorrer.

Para demonstrar a importancia das interagbes hidrofébicas Husmark
e Ronner (1990), expuseram esporos de B. cereus a vidro hidrofilico,
vidro hidrofobico e a diferentes concentragdes de etanol. Os esporos aderiram
preferencialmente ao vidro hidrofébico, entretanto com o aumento da
concentracao de etanol, o numero de esporos aderidos reduziu em fungao da
reducdo na polaridade do meio, causando disturbio nas ligagdes de hidrogénio
entre as moléculas de agua e assim limitando as interagdes hidrofébicas.
Em agua deionizada, a ades&o dos esporos de B. cereus foi 15 vezes maior na
superficie hidrofébica do que na superficie hidrofilica, entretanto, nenhuma
diferenga na adeséao entre as diferentes superficies foi observada em 95% de
etanol.

Apesar de a estirpe estudada ser considerada hidrofilica algumas
espécies de Bacillus produzem esporos altamente hidrofébicos sendo

capazes de aderirem fortemente ao ago inoxidavel que também é considerado
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hidrofébico. Apods ocorrer a adesdo dos esporos se as condi¢gdes forem
favoraveis, estes podem germinar e iniciar a colonizagdo da superficie
(HUSMARK; RONNER, 1992).

4.6. Analise da rugosidade e da microtopografia das superficies

Na Figura 8 é apresentada a rugosidade média (Ra) do aco inoxidavel

aderido com diferentes numeros de células de B. cereus, avaliada pela MFA.
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Figura 8 - Rugosidade média (Ra) da superficie do aco inoxidavel aderido com
diferentes numeros de celulas de Bacillus cereus avaliada pela MFA.

Na Tabela 13 estdo apresentados os valores da rugosidade media (R,)
da superficie de ago inoxidavel e das superficies de ago inoxidavel aderido com
células de B. cereus obtida por microscopia de forgca atémica (MFA).

Na Figura 9 é apresentada a rugosidade média (Ra) do aco inoxidavel
aderido com diferentes numeros de células de B. cereus avaliada pelo
perfildbmetro.

Na Tabela 14 sao apresentados os valores da rugosidade media (R,) da
superficie de aco inoxidavel e da superficie de aco inoxidavel aderido com

células de B. cereus obtida com auxilio do perfildbmetro.
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Tabela 13 - Valor da rugosidade média (R,) da superficie de aco inoxidavel e
da superficie de ag¢o inoxidavel aderido com células de Bacillus
cereus, em diferentes tempos e temperaturas, obtida por
microscopia de forca atémica (MFA)

Superficies 1Rugosidade Média* (nm)
Aco inoxidavel 83,35a
E1(4°C/14d) 93,58 a
E2(10°C/ 1 d) 101,71 a
E3(25°C/ 1 d) 65,05 a
E4(35°C/ 1d) 97,87 a
E5(7 °C/ 5,5 d) 79,85 a
E6(15°C/ 5,5 d) 90,91 a
E7(20 °C/ 5,5 d) 69,65 a
E8(30 °C/ 5,5 d) 86,43 a
E9(4 °C/ 10 d) 63,41 a
E10(10 °C/ 10 d) 78,84 a
E11(25°C/ 10 d) 88,03 a
E12(35°C/ 10 d) 83,60 a

' Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

* Média de trés repeticoes.
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Figura 9 - Rugosidade média (Ra) da superficie do aco inoxidavel aderido com
diferentes numeros de células de Bacillus cereus avaliada pelo
perfildbmetro.
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Tabela 14 - Valor da rugosidade média (R,) da superficie de ago inoxidavel e
da superficie de ag¢o inoxidavel aderido com células de Bacillus
cereus, em diferentes tempos e temperaturas, medida pelo

perfilbmetro
Superficies 1Rugosidade Média* (um)
Aco inoxidavel 0,22 a
E1(4°C/1d) 0,18 a
E2(10°C/ 1 d) 0,12 a
E3(25°C/ 1d) 0,33 a
E4(35°C/ 1d) 0,36 a
E5(7 °C/ 5,5 d) 0,17 a
E6(15 °C/ 5,5 d) 0,33 a
E7(20 °C/ 5,5 d) 0,22 a
E8(30 °C/ 5,5 d) 0,12 a
E9(4 °C/ 10 d) 0,23 a
E10(10 °C/ 10 d) 0,28 a
E11(25 °C/ 10 d) 0,13 a
E12(35 °C/ 10 d) 0,13 a

' Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

* Média de trés repeticdes.

Nado houve diferenca (p>0,05) na rugosidade das superficies quando
analisadas pela MFA e pela perfilometria. O aumento do niumero de células
aderidas aos cupons nao levou a um aumento da rugosidade da superficie.

A diferengca da rugosidade entre as superficies de acgo inoxidavel
aderidas com diferentes numeros de celulas de B. cereus reflete a rugosidade
meédia do aco inoxidavel.

Nas Figuras 10 e 11 estdo apresentadas as microtopografias da
superficie do ago inoxidavel observada pela MFA. Nestas figuras pode-se
observar que a superficie apresenta varias fendas e irregularidades.

Segundo Flint et al. (2000), algumas pesquisas mostram que existe uma
relacdo positiva entre a adesdo e o aumento da rugosidade da superficie
enquanto outras reportam que esta relagdo nao ocorre. Esta aparente
divergéncia esta provavelmente relacionada ao grau de rugosidade estudado,
as especies bacterianas testadas, as caracteristicas fisico-quimicos da

superficie e ao método usado para detectar as bactérias.
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um

Figura 10 - Microtopografia da superficie de ago inoxidavel observada por MFA
com area de varredura total de 100 pmz.

pm

um

Figura 11 - Microtopografia da superficie de ago inoxidavel observada por MFA
com area de varredura total de 10 pmz.

47



Flint et al. (2000) concluiram que é dificil encontrar uma relagao entre
adesao de estreptococos termo-resistentes ao ago inoxidavel e a rugosidade
da superficie. Entretanto eles observaram que a adesdo maxima ocorre em
valores de rugosidade média (Ra) proximo ao comprimento médio da bactéria
estudada (0,9um). Os autores sugerem que ocorre protecdo da bactéria e
concluiram que a adesao nao pode ser relacionada ao aumento da rugosidade
da superficie, mas quando esta rugosidade é proxima ao tamanho da célula
bacteriana, ela pode ser protegida nesse espaco.
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5. CONCLUSAO

O efeito da temperatura foi mais importante do que o efeito do tempo na
adesao de B. cereus ao ago inoxidavel 304 #4.

A estirpe de B. cereus estudada aderiu aos cupons de aco inoxidavel
304 #4 a baixas temperaturas (4 °C, 7 °C e 10 °C).

Na regido de alta temperatura (25°C — 35°C), o modelo matematico
obtido proporcionou um bom ajuste dos dados. Portanto, este modelo pode ser
usado para predizer a adeséo de B. cereus em ago inoxidavel nesta regido de
temperatura.

Os resultados indicaram que abusos na temperatura de armazenamento
sob refrigeragao influenciam decisivamente o numero de bactérias aderidas,
podendo alterar a qualidade do leite.

Foi observada uma pequena diferenca entre o critério qualitativo de
avaliagao da hidrofobicidade por meio da medi¢cao do angulo de contato com a
agua e o critério quantitativo de avaliagdo da hidrofobicidade obtido por meio
das tensdes interfaciais medidas com auxilio do angulo de contato de trés
liquidos de polaridade diferentes.

A adesado nao foi termodinamicamente favoravel (AGadesso > 0) entre o
aco inoxidavel 304 #4 e a estirpe de B. cereus estudada. Assim, a interacao
entre elas nao foi favorecida pelo aspecto termodinamico da adesao.

Nao houve diferenca (p>0,05) na rugosidade das superficies de ago
inoxidavel aderida com diferentes numeros de células de B. cereus analisadas
por MFA e perfilometria. O aumento do numero de células aderidas aos cupons
nao levou a um aumento da rugosidade da superficie.
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