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INFLUENCIA DE DETERGENTES E HIPOCLORITO DE SODIO SOBRE
BIOFILMES DE Yarrowia lipolytica EM UTENSILIOS UTILIZADOS NA
PRODUCAO INDUSTRIAL DE QUEIJO COLONIAL.!

Autora: Liliane Alves dos Santos Wanderley
Orientador: Alexandre Meneghello Fuentefria

RESUMO

Utensilios constituidos de material poroso sdo geralmente empregados na
producédo do queijo, sendo comum a formacao de biofilmes microbianos. Com o
intuito de evitar essa adesdo microbiana, diferentes categorias de produtos
guimicos sdo comumente empregados. Entretanto, poucos estudos avaliam a
eficacia de sua acdo antibiofilme. A Yarrowia lipolytica € uma levedura
constantemente relacionada com alimentos com elevadas proporcbes de
gordura e proteina e ja foi detectada em diferentes tipos de queijo, tanto na sua
superficie como no seu interior, contribuindo para o processo de maturacao do
produto ou alterando as propriedades organolépticas. Todavia, h4 poucos
estudos quanto a formacéao de seu biofilme no processo de producdo do queijo,
assim como quanto ao seu impacto na qualidade final do produto. Diante disto,
0 objetivo geral deste estudo foi avaliar a capacidade de formacéo e remocéao
do biofilme dos isolados de Y. lipolytica por meio do uso de detergentes e
hipoclorito de sddio aplicados em diferentes utensilios e materiais utilizados no
processo de fabricagcdo de queijos do tipo colonial. Em todos os corpos de
prova houve formacéo de biofilme pelos isolados de Y. lipolytica testados, com
a contagem de células aderentes variando entre 3,95-6,20 log UFC/cm?. Os
utensilios e materiais foram submetidos a um processo de higienizacao,
usando as solucBes de detergente neutro (3%), detergente alcalino (6%, 8%) e
hipoclorito de sédio (1% e 1,5%) no qual o corpo de prova “mangueira” (PVC
espiral) foi o material que apresentou uma melhor reducéo dos isolados de Y.
lipolytica com os detergentes e hipoclorito de sodio. No entanto, no corpo de
prova “forma” (polipropileno) ocorreu uma menor reducdo de biofilme se
comparamos aos demais corpos de prova. Destacando uma menor eficiéncia
guando utilizado o detergente alcalino (6%) e (8%) nos isolados QU13, QU77 e
QU22. Na curva de morte, observou-se que nao houve inibicdo do crescimento
em nenhum dos tempos testados para o detergente neutro a 3%. Houve
significancia nos resultados (p <0,05) ao relacionar todos os angulos de contato
dos isolados estudados. Os indices de emulsificacdo (E24) variaram entre 49,7
- 88,3% nos isolados de Y. lipolytica demonstrando uma larga producéo de
bioemulsificante em todos os isolados testados. Os resultados obtidos neste
trabalho pode alterar a qualidade do queijo colonial, afetando negativamente o
sabor, textura, escurecimento da superficie e contribuir para formacdo de
aminas biogénicas que atuam na decomposicdo do produto final.

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (82p.) julho, 2015.
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INFLUENCE OF DETERGENTS AND SODIUM HYPOCHLORITE ON
BIOFILMS OF Yarrowia lipolytica IN UTENSILS USED IN INDUSTRIAL
PRODUCTION OF COLONIAL CHEESE.?

Author: Liliane Alves dos Santos Wanderley
Supervisor: Alexandre Meneghello Fuentefria

ABSTRACT

Microbial biofilm formation on utensils made with porous material normally
employed in cheese production is common. In order to avoid this microbial
adhesion, different categories of chemical products are commonly employed.
However, few studies evaluate the effectiveness of its antibiofilm activity.
Yarrowia lipolytica is an yeast constantly related to food with high proportions of
fat and protein and has been detected in different types of cheese, both on the
surface and inside, contributing to the process of product maturation or
changing its organoleptic properties. Nevertheless, there are few studies
regarding its biofilm formation in cheese production process, as well as
regarding its impact on final product quality. Faced with that, the general goal of
this study was to evaluate the biofilm formation and removal capacity of isolates
of Y. lipolytica using detergents and sodium hypochlorite applied in different
utensils and materials used in the process of colonial cheese production. In all
specimens there was biofilm formation by the tested isolates of Y. lipolytica,
with adherent cell count ranging between 3.95 to 6.20 log UFC/cm?. The
utensils and materials were submitted to a sanitization process, using mild
detergent (3%), alkaline detergent (6%, 8%) and sodium hypochlorite (1% and
1.5%) solutions, in which the specimen "hose" (PVC spiral) presented the best
decrease of Y. lipolytica isolates with the detergents and sodium hypochlorite.
However, on the specimen "mold" (Polypropylene) there was lower reduction of
biofilm comparing to other specimens. Reduced efficiency when using the
alkaline detergent (6%) and (8%) on QU13, QU77 and QU22 isolates can be
highlighted. In the Time Kill Assay, no growth inhibition within none of the tested
times was detected for the mild detergent (3%). There was significance level in
the results (p < 0.05) when relating all contact angles of the studied isolates.
The emulsification indexes (E24) in the Y. lipolytica isolates ranged between
49.7% and 88.3% demonstrating a large production of bioemulsificant in all
tested isolates. The results found in this work may lead to changes in the quality
of the colonial cheese, affecting negatively the taste, texture, darkening the
surface and contribute to biogenic amine formation that act on end product
decomposition.

*Master of Science dissertation in Environment Microbiology, Institute of Basic Health Sciences,
Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (82p.) July, 2015.
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1 INTRODUCAO

Apontado como um produto popular na Regido Sul do pais, o queijo
colonial é obtido pela coagulacdo enzimética do leite com coalho e outras
enzimas coagulantes apropriadas, completada ou ndo com a acdo de alguns
micro-organismos lacteos especificos. Normalmente passa por um processo de
maturacdo que pode levar no minimo 30 dias, no entanto, ndo ha padronizacéo

deste produto.

O principal grupo de micro-organismos geralmente associados com
0 queijo é composto por bactérias, embora, hoje em dia, € bem reconhecido
gue as leveduras isoladas de queijo podem ser detectadas em altas contagens.
Espécies de leveduras podem aparecer por meio de toda a cadeia produtiva,
desde a fazenda até o produto final. Como contaminantes naturais, elas sao
amplamente distribuidas no ambiente de laticinios e aparecem no leite cru e

nos utensilios de leite.

A presenca destes micro-organismos em produtos lacteos, como no
gueijo, € comum, visto que este produto apresenta varias propriedades que
estimulam a sua proliferacdo. Em alguns queijos contribui para deterioracao ou

fazem uma contribuicéo positiva no processo de maturacao.

A importancia das leveduras como organismos deteriorantes esta
ligada as suas necessidades nutricionais e de crescimento em ambientes com
baixa temperatura, valor de pH, atividade de agua e alta concentracdo de sal.
Portanto, a funcdo deteriorante é reconhecida como um problema para os

queijos, causando defeitos tipicos como aumento da acidez, e ainda, alteracao

no sabor, textura e cor.



Atualmente, a Yarrowia lipolytica vem sendo uma das leveduras “nao
convencionais” mais estudadas por ser um micro-organismo aerobio e capaz
de produzir metabdlitos importantes e ter uma forte atividade secretora de

varias proteinas, o que justifica sua utilizacdo nasindustrias.

Lanciotti et al. (2005), relatam que estudos especificos demostram
que Yarrowia lipolytica tem sido identificada com frequéncia em queijos. E de
conhecimento que essa levedura se apresenta em varias etapas do processo

de fabricac&o do queijo, através do efeito da selecéo natural.

Os biofilmes séo formados pela agregacédo de micro-organismos em
estruturas multicelulares que aderem as superficies. As células de leveduras
possuem uma notavel capacidade de aderir a superficie abidtica, celular e de
tecidos. Estas propriedades de adesédo sdo relevantes tanto para area médica
como industrial. Este aspecto da adesdo de fungos exemplifica a
impressionante plasticidade fenotipica de leveduras, permitindo a adaptacao

rapida em ambientes estressantes.

Na cadeia de producéo de alimentos ha correlacao positiva entre falhas
nos procedimentos de higiene e formacdo de biofilmes microbianos. Desta
forma, € de extrema importancia a higienizacdo dos equipamentos de
processamento levando em consideragdo tanto a composi¢cdo organica e
inorganica das incrustagcbes como também a microbiota constitutiva da
superficie. As boas préticas de fabricacdo e o cumprimento de procedimentos
padronizados geram melhorias na limpeza e sanitizacdo, ajudando a reduzir a

persisténcia das bactérias.



Na indastria de alimentos, apesar da operacdo cuidadosa de
higienizacdo dos equipamentos e utensilios, a diversidade das comunidades de
biofilme pode afetar a eficacia dos higienizadores quimicos. Portanto,a selecéo
de solucdes de detergentes e sanitizantes muito da eficacia na remocdo do

biofilme de uma grande variedade de micro-organismos.

Existem relativamente poucos estudos sobre a importancia deste micro-
organismo para a formacao do biofilme. Alguns estudos tém relatado que
cepas de Yarrowia lipolytica desenvolvem-se sobre a superficie do queijo ou a
partir de ambientes do queijo (salmoura, prateleira de maturacdo e
manipuladores), alterando as caracteristicas organolépticas e promovendo

crescimento de outros tipos de fungos em algumas variedades de queijos.

1.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de formacdo e remocdo do biofilme da
levedura Yarrowia lipolytica por meio do uso de detergentes e hipoclorito de
sédio aplicados em diferentes materiais utilizados no processo industrial de

fabricacéo de queijos do tipo colonial.

1.2 Objetivos especificos

a) selecionar os isolados de Yarrowia lipolytica do queijo formadores
de biofilme pela técnica do cristal violeta em microplaca para posteriores
ensaios de remocao e atividade antibiofilme com detergentes e hipoclorito de

sodio;



b) realizar ensaios de producdo de biofime com isolados de
Yarrowia lipolytica de queijos em corpos de prova representativos dos materiais
a base de polipropileno, PVC e polietileno dos utensilios utilizados na producéo

de queijos;

c) avaliar a capacidade de remocao e inibicdo da formacdo do
biofilme de Yarrowia lipolytica pelas solucbes dos detergentes e sanitizante
(detergentes neutro, alcalino e solucdes de hipoclorito de sodio) utilizados na

industria de laticinios nos processos de higienizagao;

d) determinar a hidrofobicidade através da medida do angulo de
contato pelo método da gota séssil na superficie dos materiais a fim de
determinar a influéncia do molhamento de uma superficie sobre adesao e

crescimento celular microbiano;

e) avaliar o indice de emulsificacdo formado por Yarrowia lipolytica
isoladas do queijo colonial com a finalidade de verificar a producdo de

biossurfactante;

f) ensaiar a curva de morte das células de biofilme apds exposicéo
aos detergentes e sanitizante para verificar a eficacia dos mesmos em funcéo

do tempo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Queijo Colonial

Compreende-se por produto colonial aquele com algum grau de
processamento realizado no interior das propriedades rurais, geralmente pelo
agricultor, através de um processo artesanal de producdo (Fava et al., 2012).
Estes produtos sdo de grande aceitacdo pela comunidade local, devido a seu
carater diferenciado do produto industrial e pela influéncia cultural fortemente

inserida nas familias vindas desde o periodo de colonizacéao.

O queijo colonial, um dos produtos lacteos artesanais mais
produzidos e consumidos no Brasil, tem sua maior producdo nos estados do
Sul do pais. Este produto ndo possui nenhuma legislacdo especifica nos
ambitos estadual e/ou federal e € uma importante fonte de renda para

pequenos produtores rurais (Oliveira et al., 2010: Fava et al., 2012).

Este tipo de queijo € consumido em diversas regibes, apresenta
sabor levemente picante e possui periodo de maturacdo de até 30 dias e
validade de 120 dias. Com caracteristica crua e formato cilindrico, é originado a
partir da coagulacdo enzimatica ou por coalho, com sua massa consistente e

de cor clara, envolta de uma casca fina e amarelada (Gracioli, 2013).

O queijo colonial segue o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade, constante na Instrucdo Normativa n° 30 de 26/06/01 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento a qual regulamenta queijos obtidos
por coagulagéo do leite por meio do coalho ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementados ou nao pela acdo de bactérias lacteas

selecionadas e comercializados normalmente com até 10 (dez) dias de



fabricacao.

O concentrado solido do queijo contém coalho para obtencdo da
coagulacdo do queijo, fermentos bacterianos, acidificantes da coalhada, sal e
cloreto de sbédio. A composicao nutricional pode variar de acordo com o tipo e a
matéria-prima. O queijo colonial ndo possui um padrdo estabelecido de
composicdo, porém os valores médios encontrados para este produto sdo de:
umidade 44% (20 — 60%),cloreto de sédio 1,7% (0,5 — 3,5%), gordura 22% (10

— 30%) e proteina 29% (20 — 35%) (Felipetto et al., 2014).

2.1.1. Etapas da producéo do queijo colonial
A producao deste produto ocorre com as etapas do tratamento térmico do leite
padronizado, homogeneizacgéo, adicdo do coalho, coagulagéo, corte do queijo,
agitacdo, modelagem, prensagem, salga, cura e a maturacdo (Fracasso &
Pflller, 2014). A seguir, a figura 1 ilustra as principais etapas do processo de

fabricacao do queijo.
Transferéncia do Leite

Pasteurizacao
Adicéo do Coalho
Corte da Massa
Dessoragem
Enformagem
Salga
Maturacao

Embalagem

FIGURA 1: Fluxograma produgé&o queijo colonial.



Na etapa de pasteurizacdo ocorre com o aquecimento do leite a
62,8°C por 30 minutos — lenta, ou 71,7°C por 15 segundos — rapida. O
tratamento térmico € uma exigéncia legal para o leite utilizado na producédo de
gueijo, conforme o Regulamento da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (1980), para 0s casos em que a sua maturacdo seja menor
gue 60 dias, pois, nessa etapa ocorre a destruicdo dos micro-organismos
patégenos presentes no leite cru (Fracasso & Pfller,2014).

O coalho é o elemento fundamental na fabricacdo, que tem como
funcdo a precipitacdo da caseina, formando um coagulo firme. Para o queijo do
tipo colonial o tempo médio é de 45 a 50 minutos. A coalhada passa pelo
processo de corte para facilitar a transferéncia do soro (Gracioli et al., 2013;
Dores & Ferreira, 2012).

A dessora do codgulo causa a diminuicdo da umidade pela liberacéo
da agua, lactose e sais soluveis na forma do soro do queijo. O soro entdo é
gerado pela precipitacdo acida da caseina ou pela coagulacdo enziméatica
através da enzima, sendo este Ultimo utilizado na fabricacdo do queijo (Bald et
al., 2014).

A massa da coalhada é entdo colocada nas formas com panos e
espremida lentamente para dar ao queijo uma superficie mais fina. Em seguida
ocorre a prensagem intensa, seja por peso ou por uma acao pneumatica, que
tem como objetivo a melhora da consisténcia, da textura e a extragdo do soro
excedente. A coalhada une-se fortemente resultando em uma massa bem firme

(Gracioli et al., 2013; Dores & Ferreira, 2012).



Diversos métodos de salga sdo aplicados nos queijos, sendo que
para o queijo colonial o processo utilizado € a salmoura. A salga do queijo é
realizada quando este esta totalmente livre do soro, sendo fundamental para
dar sabor a massa e favorecer a formacdo da casca. O sal ainda exerce
influéncia preponderante nos fendmenos fisico-quimicos, bioquimicos e
microbiolégicos que ocorrem na etapa de maturacdo (Fracasso & Pfiller,
2014).

A maturacédo ocorre modificando as caracteristicas fisicas e quimicas
do queijo gerando substancias responsaveis pelo sabor e aroma. Na
maturacdo pode ocorrer auséncia da gordura, 0 que provoca um aumento da
umidade da massa ocorrendo o0 desenvolvimento de micro-organismos
proteoliticos e anaerébios. Estes sdo responsaveis pela putrefacdo pela
auséncia de &cidos graxos liberados durante esse processo (Fracasso &
Pfuller, 2014).

O periodo de maturacdo para os queijos coloniais geralmente é
curto, sendo que a recomendacao técnica de producdo deste queijo é de
realizar este processo, bem como a armazenagem, sob baixas temperaturas

(Fava et al., 2012).

2.2 Utensilios e materiais utilizados na producdo do queijo

Materiais e utensilios & base de aco inoxidavel, polipropileno e pano
de algoddo sdo os mais encontrados nas industrias de laticinios, sendo estes
componentes dos tanques de armazenagem, superficies de manipulacdo (aco

inoxidavel), formas, espatulas, superficies de corte (polipropileno), acessorios



(pano de algodéao), constituintes de tubulacdes e revestimento de recipientes

(vidro) e demais finalidades (Kasnowaki et al., 2010).

TABELA 1: Principais materiais utilizados nas industrias de alimentos e suas

caracteristicas.

Material Caracteristicas
Metais Corroido por detergentes &cidos ou a base de hipoclorito
Vidro Suave e impermedvel; pode ser atacado por detergentes
alcalinos fortes
N&o deve ser porosa ou esponjosa. N&o € afetada por
Borracha

detergente alcalino

Aco inoxidavel

Resiste a corrosdo, oxidacdo e altas temperaturas.
Superficie suave, impermeéavel e de facil limpeza

Polipropileno

Elevada resisténcia quimica e a solventes. Boa estabilidade
térmica e de facil limpeza

PVC

Atoxico, impermeavel, estavel e apresenta resisténcia a
maioria dos agentes quimicos e aos agentes oxidantes.

Fonte: ANDRADE (2008).

Com base na Portaria SVS/MS n° 326 de Julho de 1997, todos os

equipamentos e utensilios que entram em contato com alimentos devem ser

confeccionados com material que nao transmitam substancias téxicas, odores

e sabores. Também devem ser ndo absorventes e resistentes a corrosao.

Devem estar isentos de rugosidades, frestas e outras imperfei¢cdes, ser de facil

limpeza e de composicdo a base de ac¢o inoxidavel ou plastico, devendo se

evitar utensilios de madeira.

2.2.1 Caracteristicas dos materiais a base de polimeros

As propriedades dos polimeros sédo diversas e 0S mesmos

encontram-se agrupados em duas categorias: 0s termoplasticos e 0s
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termoestaveis. Os mais utilizados sdo os termoplasticos, entre eles o
polietileno, o polipropileno, o poli (cloreto de vinila) ou PVC, o acrilico e outros
(Pitt et al, 2011).

O polipropileno € um dos materiais mais utilizados nas industrias de
alimentos e tem sido utilizado na fabricacdo de tanques, tubulacées, acessoérios
e superficies (Oulahal et al., 2008). Assim como o polipropileno, materiais
compostos de polietileno também sdo muito utilizados por suas excelentes
propriedades e por serem capazes de retardar, prevenir mudancas e a
deterioracdo das influéncias externas em presenca de oxigénio, luz e até
mesmo micro-organismos (Ducan, 2011). J4 o PVC é amplamente utilizado na
producdo de alimentos por ser um material atéxico, resistente a maioria dos
reagentes quimicos, apresentar-se como rigido ou flexivel, opaco ou
transparente, brilhante ou fosco favorecendo uma melhor qualidade quanto aos
fatores sanitérios (Singla et al., 2014; Barros et al., 2011).

Superficies de utensilios e materiais que sdo utilizados na producao
de alimentos, como por exemplo os polimeros, sofrem desgastes com 0 uso
frequente, aumentando o acumulo de sujidade e diminuindo o acesso a
higienizacdo (Machado, 2007). Estas superficies devem ser inertes ao que se
refere aos detergentes e sanitizantes sob condi¢cdes normais de uso e com
caracteristicas que auxiliem na realizacdo do procedimento de higienizacdo

(Andrade, 2008).



11

2.3 Boas Praticas de Fabricacéao

As Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) abrangem um conjunto de
normas empregadas em produtos, processos, servicos e edificacdes visando a
promocéo e a certificacdo da qualidade e da seguranca alimentar. No Brasil, as
BPF séo legalmente regidas pela Resolu¢cdo — RDC n° 275, de 21 de outubro
de 2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, ato normativo
complementar da Portaria SVS/MS n° 326, de 30 de julho de 1997 baseada do
Codex Alimentarius.

Tanto as BPF quanto a APPCC - Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle sao estabelecidas para controlar a qualidade e seguranca
dos alimentos, principalmente os procedimentos de limpeza, que precisam ser
satisfatoriamente empregados na linha de producéo de laticinios. Uma vez que
residuos de alimentos permanecem nas superficies dos equipamentos e
utensilios mesmo apds a limpeza com agentes quimicos (Shi & Zhu, 2009).

Para industrias que produzem laticinios as boas praticas de
fabricacdo sdo regulamentadas pelas Portaria n°368, de 4/9/1997 e Resolucao
n° 10, de 22/5/2003, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento a
gual estabelece que toda unidade de producdo deve possuir um manual de
BPF, devendo este ser um documento personalizado da empresa contendo
todas as informagfes sobre os procedimentos adotados pelas agroindustrias

(Nassu et al., 2006).

2.4 Higienizagao e agentes detergentes e sanitizantes

A selecdo dos detergentes e agentes sanitizantes naindustria de
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alimentos depende da eficacia, do tipo de produto envolvido na producéo e
ainda do tipo dos materiais a serem higienizados. A higienizacdo de
equipamentos e utensilios durante o processamento dos alimentos é
indispensavel para assegurar o controle da contaminacdo cruzada em
diferentes etapas da producédo (Bayoumi et al., 2012).

Os meétodos quimicos de limpeza e desinfeccdo de superficies
geralmente envolvem a aplicacdo de lavagem mecéanica com presenca de
detergente e sanitizantes, seguido da lavagem com agua potavel (Gil et al.,
2009). Sendo assim, os produtos quimicos normalmente utilizados na limpeza
séo os detergentes neutros ou alcalinos, que sao aplicados para desprender ou
dissolver residuos alimentares através da tensao superficial, emulsificacdo das
gorduras e desnaturacdo das proteinas. A vantagem desse processo é a
remocdo de até 90% dos micro-organismos, apesar de nao ser um
procedimento confiavel para a sua eliminacao (Gram et al., 2007).

O processo de desinfecdo tem como objetivo reduzir a populacao de
células viaveis restantes na superficie apés a limpeza e evitar o crescimento
microbiano nos equipamentos e utensilios. Porém, substancias organicas, pH,
temperatura, dureza da agua, inibidores quimicos, tempo e concentracao do
agente quimico podem vir a interferir na eficacia da acdo no contato com o
sanitizante (Moretro et al., 2012).

Segundo o regulamento do Ministério da Saude, por meio da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com publicagdo na RDC n°
14/2007 e 40/2007, detergentes e desinfetantes sdo chamados saneantes

domissanitarios, o qual se destinam para limpeza e higienizacdo de ambientes



domésticos e coletivos, publicos ou privados, registrados em razédo de sua
aplicacao ou finalidade como desinfetantes para industria de alimentos e
afins.

Os produtos quimicos utilizados em processo de higienizacao
nas industrias de alimentos sdo compostos a base de &cido, acido
peracético, peréxido de hidrogénio, iodo, fendlicos, ozénio e surfactantes
(Srey et al., 2013).

A legislacdo brasileira que regulamenta a utilizacdo dos
sanitizantes determina que o0s principios ativos dos produtos
desinfetantes em uso nas industrias de alimentos devem ser aqueles que
constam na lista do “Code of Federal Regulation” n® 20, paragrafo

178.1010 e as da Diretiva n° 98/8/CE (BRASIL, 2007). A tabela 2

demonstra os principais agentes sanificantes com algumas de suas

caracteristicas.

TABELA 2: Principais agentes sanificantes.

. Concentragao Tempo de Modo de acao sobre
Sanificantes pH . .
de uso contato micro-organismos
Quaternario Age na membrana
q A >300ppm  9,5-10,5 10 — 15min. citoplasmatica alterando a
e amonio o .
permeabilidade da célula
Compostos
inorganicos de 100 — 400ppm 6,0-8,0 10 — 15min. Inibe a glicdlise
cloro
Penetra na parede celular
lodoforo 25. -~ 100_ppm 4,0-5,0 10— 15min. destruindo a estrutura
(iodo ativo)

Acido peracético 75 - 1000ppm  <8,0
Peroxido

— 69 - - '
de hidrogénio 0,3-6% 20-6,0 5-20min.

10 — 15min.

proteica
Oxidagao enérgica dos
componentes celulares
Oxidagéao enérgica a
componentes celulares

Fonte: BRASIL (2007); SEBRAE (2000)
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O hipoclorito de sodio (HCIO) é um dos composto clorado mais
utilizados em industrias de alimentos sendo eficaz no combate da maioria das
bactérias, fungos e virus (Byun et al.,, 2007). Produzido a partir do acido
hipocloroso, apos dissolvido em agua apresenta forte efeito oxidante no interior
da parede celular microbiana, causando a perda da atividade enzimatica ou
danos no DNA (Elano et al., 2010).

E importante enfatizar que o processo de desinfeccdo pode ser
ineficiente quando aplicado no controle do biofilme, tendo em vista que se uma
populacdo microbiana enfrentar altas concentracées de um produto pode vir a
desenvolver um grau de resisténcia natural ou através de mutacdo ou troca

genética. Esse mecanismo permite que 0S micro-organismos cres¢cam e

sobrevivam a ac¢@o quimica dos sanitizantes (Simdes et al., 2010).

2.5 Superficies e biofilmes microbianos

Os biofilmes sdo montagens complexas de micro-organismos sobre
uma superficie e interfaces bioticas ou abidticas, caracterizados por interacées
entre as popula¢cdes microbianas, conforme mostra a figura 2. Com estruturas
tridimensionais e de auto-organizagcdo, possuem formas e mecanismos,
ecologia, heterogeneidade fisioldgicas e genéticas e ainda resisténcias a

desinfetantes (Jahid & Ha, 2012).
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4.descolamento celular
dispersao do biofilme
sinais de descolamento

Maturagao do biofilme 2,
adesdo baixa-regulagagit )
degradagdo da matriz

Adesdo inicial: ~ quorum-sensing
=~ Biossurfactante
T - manta na superficie
Fatores: \Q o
Estimulo ambientais

Biossurfactantes
quorum-sensing
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FIGURA 2: Etapas da formacdo do biofiime: apdés a fixacdo inicial, o
desenvolvimento tridimensional comeca com a constru¢ao de micro colénias - o
passo seguinte, a maturacao de biofilme, é dependente da producéo de matriz
0 que assegura a coesao e a estrutura tridimensional de biofilmes maduros.
Fonte: Renduels et al., 2012.

O biofilme microbiano esta ligado a matriz, constituida de
aglomerados de substancias poliméricas extracelulares (EPS) que rodeiam
comunidades de micro-organismos aderidos a uma superficie. Sendo que o
papel dessa matriz é a sobrevivéncia de biofilmes em condicdes ambientais
adversas, garantindo a coesao da estrutura dos mesmos e adsor¢ado de varios
tipos de compostos do ambiente (Azevedo & Cerca, 2012).

A fixacao inicial dos micro-organismos pode ser ativa ou passiva e a
adesdo da célula durante o processo depende fortemente das propriedades
fisico-quimicas da superficie celular. Na etapa reversivel, as células
inicialmente aderidas sobre a superficie do material possuem apenas uma

pequena quantidade de substancia polimérica extracelular (EPS) (Srey et al.,

2013).
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A mudanca da etapa reversivel para a irreversivel ocorre a partir da
interacdo microbiana com a superficie e a ligacdo permanente na presenca de
EPS. As microcoldnias de acumulacédo e crescimento microbiano, associadas
ao EPS ajudam a reforcar a ligacéo entre o substrato e 0s micro-organismos e
a estabilizar-se sobre qualquer tensdo ambiental (Simdes et al., 2010).

A maturacdo do biofilme é a etapa em que se desenvolve uma
estrutura organizada, podendo esta ser plana ou em forma de cogumelo
dependendo de onde se localiza a fonte de nutrientes. Por dltimo, ocorre a
etapa de dispersdo, onde permite que as células se reverta para sua forma
planctonicas (Srey et al., 2013).

Os biofilmes formados por diversos micro-organismos podem ser
deteriorantes ou patogénicos, dependendo do tipo de produto processado e em
diferentes tipos de superficies utilizados nos equipamentos industriais (Rossi &
Porto, 2009).

As propriedades das superficies desempenham um papel importante
na aderéncia microbiana. No geral, toda superficie € vulneravel ao
desenvolvimento do biofilme incluindo plasticos, vidros, metais, madeiras em
contato com alimentos durante o processo produtivo em determinadas
condicBes (Srey et al., 2013).

A formacdo e desenvolvimento do biofilme s&o afetados por varios
fatores tais como as propriedades das superficies dos materiais e parametros
ambientais como pH, niveis de nutrientes e temperatura (Sokunrotanak et al.,

2013).

As propriedades da superficie séo fatores importantes que afetam e
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determinam o potencial da formacao do biofilme em conjunto com as células
microbianas. Desta maneira, a escolha do material de contato direto no
processamento de alimentos € de grande importancia. Propriedades como
rugosidade, capacidade de limpeza, molhamento e a vulnerabilidade
influenciam a capacidade da aderéncia celular (Houdt & Michiels, 2010).

Estudos relatam que quanto maior a rugosidade de uma superficie
maior serd a adesao microbiana. Isto se explica pelo fato de que a presenca de
depressbes na superficie funcionarem como locais favoraveis para a
colonizagéo, facilitando a adesdo microbiana, a deposicdo do biofiime e o
acumulo de material. Por outro lado, outros resultados sugerem que a
rugosidade da superficie ndo tem correlagdo com a capacidade de adesao
(Sokunrotanak, 2013).

No molhamento, o angulo de contato (e) de um liquido com o
substrato sélido é quantificado. Este angulo € um parametro importante que
determina a qualidade do umedecimento de um sélido por um liquido. Deste
modo, uma caracteristica importante sobre o molhamento é a existéncia da
histerese do angulo de contato e sua relacdo entre a energia, a rugosidade e a
heterogeneidade das superficies (Lima et al., 2011).

Pesquisas afirmam que o balanco da hidrofobicidade/hidrofilicidade
tem a ver com a influéncia do molhamento de uma superficie sobre adesao e
crescimento celular. Logo, a adesdo microbiana deve ser maior em superficies
hidrofébicas por estas facilitarem a aproximagdo estreita entre 0s micro-
organismos e 0s substratos solidos, o que favorece a eliminacéo da agua entre

as interfaces das superficies (Locatelli, 2004).
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2.5.1 Remocdes do biofilme

Os micro-organismos aderidos e constituidos em biofilme tem maior
potencialidade de resistir aos tratamentos antimicrobianos usados na
higienizacdo de superficies e equipamentos (Azevedo & Cerca, 2012). A
formacédo do biofilme é um processo complexo e podem permanecer mesmo
apos a limpeza e desinfeccdo (Shi & Zhu, 2009). A figura 3 demonstra a

resisténcia microbiana mesmo apds o processo de higienizacao.

micro-organismo

sanitizantes/
detergentes .

superficie ambientelﬁmido

material
moléculas.organicas organic 'A

células persistente monocamada
resposta ao estresse anexado microcolénias biofilme
proliferagao expressao quorum sensing
celular do gene

FIGURA 3: Sequéncia de eventos na formagéo de biofilmes em superficies de
contato com alimentos: as moléculas organicas de alimento sdo depositadas na
superficie do material e formam uma pelicula condicionada -  o0s
microrganismos biologicamente ativos sdo atraidos por moléculas organicas -
as células microbianas persistentes permanecem apos a limpeza e desinfeccao
e iniciam o crescimento - as formas de biofilmes com a expressao de genes
celulares e quorum sensing.

Fonte: SHI & ZHU, 2009.
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O processo de transporte do sanitizante para a superficie celular,
adsorcao, difusdo, penetracdo e interacao néo é instantaneo. O tempo varia de
sanitizante para sanitizante. Estas diferencas estdo diretamente ligadas ao
modo da acdo, assim como 0s componentes quimicos e as propriedades fisico-
guimicas destes agentes (Azevedo & Cerca, 2012).

Os agentes quimicos nos sanitizantes podem eliminar micro-
organismos, mas muitas vezes nao exterminam os esporos. Os mais utilizados
reduzem micro-organismos por até 5 log na presenca de uma carga organica. A
efichcia depende do intervalo entre a contaminacdo e a aplicacdo do
sanitizante, o tempo de contato, a temperatura, carga microbiana e a idade dos
biofilmes produzidos (Jahid & Ha, 2012).

Assim sendo, torna-se dificil a remocdo das células que estdo na
forma irreversivel sem que seja aplicada uma intensa forca mecanica ou a
interrupcdo quimica da forma de aderéncia pela aplicacdo das enzimas

detergentes surfactantes, desinfetantes ou por calor (Telles, 2011).

2.6 Leveduras no queijo

As leveduras podem ser parte da microbiota de diferentes queijos,
em particular, sendo uma de suas principais funcées contribuir no processo de
maturacdo através do &cido lactico, que por sua vez aumenta o pH,
favorecendo o crescimento bacteriano e iniciando a segunda fase de
maturacdo do queijo. O papel da levedura depende do tipo do queijo e em
algumas variedades sao responsaveis pela deterioracdo causando alteracdes

no sabor e nas caracteristicas textuais (Suzzi et al., 2001).
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Uma mistura ndo controlada destas cepas de leveduras que se
desenvolvem durante a maturacdo pode ou nado ser favoravel sobre a
gualidade do queijo. Isto ocorre devido aos mecanismos durante o crescimento
destas leveduras e que estdo associados a fermentacéo da lactose, aos acidos
lacticos e a funcao proteolitica e lipolitica. Na verdade, todos os componentes
no processo da fabricacdo do queijo (o coalho, bactérias do leite, umidade) e
sua interacdo com as leveduras podem vir a afetar as propriedades fisico-
guimicas associadas a maturacao do queijo (Guerzoni, 2001).

As leveduras apresentam um papel importante no processo do
queijo, ajudando na regulacdo do nivel de acidez, um pré-requisito para o
desenvolvimento de bactérias sensiveis a acidos na superficie do queijo. Isto
provavelmente esté relacionado com os aminoacidos e/ou catabolismo lacteos
(Mansur et al., 2008).

Devido as caracteristicas proteoliticas e lipoliticas, algumas espécies
fungicas tem um papel importante na producdo do queijo, como precursores de
aromas pelos aminoacidos, acidos graxos e seus ésteres, além do estimulo no
crescimento de outros micro-organismos através da excrecdo dos fatores de
crescimento. A dindmica da liberacdo dos acidos graxos nos queijos depende
em grande parte da gordura do leite, bem como da seletividade da lipase e
atividade microbiana para determinar o sabor de muitos produtos lacteos

(Suzzi, 2001).
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2.7 Yarrowia lipolytica

A Yarrowia lipolytica tem micélio formado por uma hifa de 3 a 5 ym
de largura e alguns micrémetros de comprimento. Suas células apicais podem
exceder 100 ym de comprimento enquanto os segmentos podem ser de 50 a
70 uym. Ha apenas um unico nucleo por segmento (Flores et al., 2005). Os
septos mostram um poro central incomum para outras leveduras, com o0
reticulo endoplasmatico estendendo-se de um segmento ao seguinte. A
proporcao morfolégica encontrada na cultura depende da cepa utilizada. Certas
condi¢Bes sdo conhecidas por causar uma formacéao preferencial de células de
levedura, ou induzir o desenvolvimento de micélios (Szabo & Stofanikova,
2002). A figura 4 mostra a microscopia eletronica da Y. lipolytica e suas

estruturas.

FIGURA 4: Microscopia eletrdnica da Yarrowia lipolytica (A) blastosporos, (H)
hifas.
Fonte: WEBER, 2015.
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Y. lipolytica € um micro-organismo estritamente aerdbio, eucarioto do
reino fungi. Esta levedura foi originalmente conhecida como Candida lipolytica,
sendo esta, uma espécie nao convencional considerada nao patégena (Nicaud,
2012). Com tolerancia quanto aos parametros fisicos tais como, presenca de
sal, baixas temperaturas, acidez e pH alcalino (Zinjarde, 2014). Além disso, tem
como habitat substratos ricos em lipideos e proteinas e, apesar de demonstrar
um o6timo crescimento a 30°C, ainda sdo capazes de crescer em faixas de
temperatura entre 5°C e 32°C (Nicaud, 2012).

A Y. lipolytica é produtora de enzimas extracelulares como as
proteases, lipases, esterases, fosfatases e RNases que ajudam no seu
crescimento sob condigbes adversas (Zinjarde, 2014). Além disto, é
considerada como um modelo adequado para o estudo do dimorfismo em
leveduras, na qual ocorre a habilidade de alternar, reversivelmente, entre duas
formas morfoldgicas: células ovoides e hifas bastante alongadas (Groenewald
et al., 2014).

Quanto aos seus aspectos biolégicos fundamentais, esta levedura
tem sido proposta como um sistema modelo para o estudo do dimorfismo, do
complexo mitocondrial, peroxissomas, acumulacdo de lipideos, producdo de
lipases e como uma ferramenta genérica para a compreensdo da evolucéo
molecular de diferentes enzimas (Zinjarde, 2014).

Podem crescer em uma variedade de substrato hidrofébico e
acumular lipideos intracelularmente em 40% do seu peso seco celular. A Y.
lipolytica é frequentemente isolada de alimentos ricos em lipideos, como por

exemplo em produtos de origem animal (produtos lacteos e carnes). O contato
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entre goticulas de 6leo e a célula o mecanismo na qual a maior parte do
substrato hidrofobo é transportado, varios outros mecanismos podem estar
envolvidos neste processo, entre eles Lewis (acido ou base), eletrotastica ou
Van der Waals (Coelho et al., 2010).

A'Y. lipolytica tem sido utilizada nas biotransformagdes diversas de
acidos graxos, acidos organicos e proteinas, na producdo do bio-6leo, na
industria e em bio-refinarias (Zinjarde, 2014). As vias metabdlicas envolvidas na
sintese de precursores para a producdo de biossurfactantes sao diversas e
dependem da natureza da principal fonte de carbono utilizada no meio de
cultura. Sabe-se que a Y. lipolytica € capaz de produzir moléculas tensoativas,
0 que apresenta uma ampla diversidade nas fontes de carbono (Fontes et al.,
2012).

Y. lipolytica tem vasta aplicacdo nas industrias de alimentos e
bebidas por seu poder emulsificante e tensoativo. Estas cepas estdo presentes
em diferentes tipos de alimentos devido a seus aspectos fisiolégicos e sua
versatilidade nutricional e sdo encontradas em produtos com carne, aves e em
produtos lacteos, onde desempenha uma variedade de funcbes (Zinjarde,
2014).

A Y. lipolytica tem sido reconhecida como uma das espécies de
leveduras associadas aos produtos lacteos pela presenca da lipase, poder da
atividade enzimética extracelular, alteracbes bioquimicas induzidas pela
caseinas favorecendo assim a maturacdo em alguns tipos de queijos (Suzzi,
2001). No entanto, os acidos graxos presentes nessa levedura podem ser

transformados em compostos volateis alterando o aroma caracteristico do
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queijo (Guerzoni, 2001). Os metabdlitos secundarios produzidos pela Y.
lipolytica promovem também o crescimento de fungos em queijos curados
induzindo a textura aberta (ranhuras) devido a producdo de gas,

desenvolvendo um sabor desagradavel (Liua & Tsaob, 2009).

Cargas celulares elevadas de Y. lipolytica estdo associadas também
com a deterioracdo e descoloracdo de alimentos. Este ultimo é uma falha
observada nos queijos e ocorre por causa do catabolismo da tirosina que
produz o pigmento castanho “melanina” (Zinjarde, 2014), um processo
bioguimico de duas fases na qual o precursor € o primeiramente o pigmento
acumulado fora das células, seguido da auto-oxidase e polimerase (Carreira et

al., 2001).

As aminas biogénicas sdo o resultado de catabolismo de
aminoacidos precursores na qual a descarboxilase remove o dioxido de
carbono do grupo carboxilo dos aminoacidos liberando a amina
correspondente. A tiramina, histamina putrescina, cadaverina, triptamina e [3-
feniletilamina sdo considerados as mais importantes aminas biogénicas

ocorrentes nos queijos a partir de varios micro-organismos (Wyder etal.,1999).

7

A produgdo de aminas biogénicas é bastante incomum entre
leveduras (Gardini et al., 2006). Entretanto, a alta producéo proteolitica e
lipolitica de Y. lipolytica estéa envolvida na ativacdo de genes possivelmente
presentes em alguns isolados que expressam a producdo de aminas
biogénicas, além de influenciar na expressdo de outros micro-organismos

presentes na microbiota do queijo. O aroma de um queijo, independentemente
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de sua classificacdo, esta diretamente relacionado a producdo de compostos
volateis e a textura ligada a formacdes biogénicas (Groenewald et al., 2013;

Zijarde, 2014).

Contudo, a Y. lipolytica ndo é adicionada no processo de producéo
do queijo, mas esta entre as trés principais ocorréncias predominante no
gueijo. Ocasionalmente, esta levedura é encontrada tanto no interior como na
superficie dos queijos. A espécie pode ser encontrada no leite, ou surgir da
contaminacdo cruzada proveniente dos equipamentos, manipuladores e do
ambiente (Groenewald, 2014). Alguns estudos relatam a presenca de Y.
lipolytica nos queijos tipo gouda, camembert, de pasta azula, cheedar, brie e

algumas variedades do tipo feta (Zinjarde, 2014).
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3 METODOLOGIA

3.1 Determinacdo dos utensilios e agentes higienizadores
utilizados na producao de queijo

A partir do consentimento dos produtores foram visitadas algumas
pequenas industrias de produgcdo do queijo colonial em Chapecé e regido.
Verificaram-se os utensilios e materiais utilizados no processo produtivo do
gueijo, sendo avaliados o tipo de material mais predominante e quais 0s mais

propicios a formacédo do biofilme. As figuras 5 e 6 demonstram alguns dos

utensilios e materiais utilizados na producéao do queijo colonial.

FIGURA 5: Materiais e lltensilinsutilizadns na._nradycidn.dn, augiia coloaial (2)
mangueira (PVC espiral), (b) Becker (polipropileno), (c) forma do queijo
(polipropileno), (d) embalagem (nylon/polietileno).
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FIGURA 6: Materiais e Utensilios ilustrados no fluxo da producéo do queijo (a)
mangueira (transferéncia do leite); (b) Becker (transferéncia do coalho); (c)
forma; (d) embalagem.

Fonte: Adaptado de DREAMSTIME (2015).

Os detergentes e sanitizantes utilizados na limpeza dos utensilios foram
selecionados por meio dos procedimentos operacionais padronizados (POP) de
higiene seguidos pelos fabricantes de queijo colonial. A tabela 3 descreve as

informacdes obtidas:
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Tabela 3: Informacdes dos procedimentos de higienizacdo dos materiais e
utensilios na producdo do queijo colonial em produtores de Chapec6 e

Regiao/SC.
Materiais/Utensilios Prgdgtos Concentracdo | Tempo de contato
quimicos
Detergente 1-3% 05 minutos
o neutro
Estrados Plasticos Hinoclorito d
ipoclorito de 0 3 .
s6dio 1% 10 — 15 minutos
Detergente 3% 05 minutos
neutro
Formas de queijo Detergente 6 —-8% 10 minutos
quel] alcalino
Hipoclorito de | o/ 4 5op 10 — 20 minutos
sodio
Detergente 3% 05 minutos
neutro
Prateleiras Deterg.ente 6 —-8% 10 minutos
alcalino
Hipoclorito de | 14, 1 594 10 — 20 minutos
sodio
Becker/Colheres Detergente 3% 05 minutos
neutro
Detergente 0 .
Espatulas neutro 3% 05 minutos
Agitador de coalho
Concha Deterg_ente 6 —-8% 10 minutos
! alcalino
Peneiras . .
Outros Hipoclorito de | 14, 1 594 10 — 20 minutos

sédio

Fonte: APACO (2014).

3.2 Locais da Realizacdo da Pesquisa

Todos os ensaios de triagem para a formacdo do biofilme pelo

meétodo do cristal violeta em microplaca foram realizados nas dependéncias do

Laboratério de Micologia Aplicada da Faculdade de Farméacia da Universidade
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Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os demais experimentos descritos na
metodologia foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da Universidade

Comunitaria da Regi&o de Chapecoé (UNOCHAPECO, SC).

3.3 Selecao dos isolados

Foram escolhidos dezoito isolados provebientes do queijo de
Yarrowia lipolytica (QU11, QU13, QU16, QU21, QU22, QU29, QU31, QU36,
QU38, QU46, QU50, QU6E7, QUBY, QU77, QU111, QU129, QU131, QU137) ja
com identificacdo molecular realizada por Mattanna et al. (2014), por meio de
sequenciamento do dominio D1/D2 da grande subunidade (26S) do DNA
ribossomal, utilizando iniciadores NL-1 NL-4, caracterizando estes isolados

com 99% de identidade de sequéncia com cepas de Y. lipolytica.

As cepas foram gentiimente cedidas pelo Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), com a

colaboracédo da Dr.2 Patricia Valente.

3.4 Triagem dos isolados na formacgé&o do biofilme

A capacidade de producao do biofilme dos isolados selecionados de
Y. lipolytica foi determinada de acordo com o método descrito por Stepanovic et
al. (2007) e Shin et al. (2002) com adaptacOes, realizado em triplicata.
Inicialmente, as cepas foram cultivadas individualmente em agar Sabouraud

com Cloranfenicol — ASC (Himedia®, india) durante 24h a 32°C. A seguir

in6culos de 10° UFC/mL foram preparados conforme a escala 0,5 de
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McFarland, e transferido 20 pL deste inOGculo para microplacas de poliestireno
estéreis com 96 pocos em fundo “U” contendo 180 pL de Caldo Triptose de

Soja — TBS (Himedia®, india).

Apbs o periodo de incubacdo de 24h a 32°C, as células foram
drenadas e os substratos foram lavados com &gua estéril, para a remocao das
células ndo aderidas. Os pocos foram preenchidos com (150 puL) de Metanol
99,9% permanecendo em contato por 20 minutos, em seguida, as microplacas

foram invertidas para secagem no periodo de 30 minutos.

Para a coloragdo, os pocgos foram preenchidos com 150 pL de
violeta de genciana a 0,5% (Newprov®, Brasil) por um periodo de 15 minutos,
em seguida ocorreu a retirada e a lavagem das placas. Para finalizar, os pocos
foram preenchidos com etanol 100% e apds 30 minutos as placas foram lidas
por espectrofotometria a 450nm. A tabela 4 apresenta os critérios de

classificacdo dos resultados quanto a classificacao da formacéo do biofilme.

Tabela 4: Quantificacdo da absorbancia para formacdo do biofilme de Y.
lipolytica.

Formacgéo do Biofilme Faixa de Absorbancia
Forte > 0,280
Médio 0,170 - 0,279
Fraco 0,070-0,170
N&o formador < 0,070

Fonte: SHIN et al (2002).
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3.5 Estoque e manutencao

Todos os isolados da Y. lipolytica utilizados no estudo foram
mantidos & temperatura de -20°C, em Agar Sabouraud com Cloranfenicol —
ASC (Himedia®, india) acrescido de 20% de glicerol, com repiques periddicos
sucessivos. Quando utilizadas, as cepas foram cultivadas em placas de ASC,

incubadas a 32°C por 24 horas, para confirmacéo de viabilidade.

3.6 Preparo dos corpos de prova

Foram utilizados diferentes corpos de prova: forma de queijo
(polipropileno), mangueira (PVC espiral), Becker (polipropileno) e embalagem
(nylon/polietileno). Todos cortados no tamanho 1X1 cm (Figura 7). Antes do
teste, os corpos de prova foram higienizados com detergente neutro a 3%,
agua destilada estéril e uma solucdo de etanol a 70% nesta ordem e logo apés
foram secados. O tratamento para esterilizacdo foi realizado por exposi¢cdo a
radiacdo ultravioleta em Cabine de Seguranca Bioldgica Classe Il tipo A

(Veco®, Brasil) pelo periodo de 1 hora.

FIGURA 7: Materiais e Utensilios cortados no tamanho 1x1cm (a) mangueira
(PVC espiral); (b) forma (polipropileno) em exposicéo a radiacéo Llirayialeta
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3.7 Ensaio da formacéo do biofilme nos corpos de prova

O ensaio foi realizado conforme Souza et al. (2014), Flach, (2014) e
Bergamo et al. (2014) com adaptacdes. Os isolados de Y. lipolytica foram
cultivados em agar sabouraud com cloranfenicol (Himedia®, India) durante 24 h
a 32 °C. Culturas jovens foram adicionadas a 5 mL de Tryptone Soya Broth
(Himedia®, india) dando origem a suspensdo de 10° UFC/mL e em seguida
incubados a 32 °C por 24 h. Aos corpos de prova utilizados no teste foram
adicionados 1 mL do in6culo em TSB em 9 mL de agua peptonada a 1%

(Merck®, Germany) e incubados durante 96 h a 35 °C.

Apos o periodo de incubacdo, os materiais foram lavados por trés
vezes com agua peptonada a 1% (Merck®, Germany) para a remocao das
células com fraca aderéncia. Em seguida, foram transferidos de forma
asséptica para frascos contendo 50 mL de agua peptonada a 1% e
imediatamente submetidos a sonicacdo por 10 minutos para liberacdo das
células aderidas nas superficies dos materiais. Para este fim, ultilizou-se um
sonicador de banho utracleaner 1400 com frequéncia de 40 KHz (Unique,
Brasil). Em seguida, foi transferido 1 mL e realizado a diluicdo 1:10 em agua
peptonada a 1% (Merck®, Germany). Dando sequéncia foi retirado 0,1mL da
aliquota e espalhada em agar sabouraud com cloranfenicol (Himedia®, India).
As placas foram incubados a 32 °C por 24 h e apés esse periodo realizou-se a

contagem das col6énias no contador LS6000 (Logen®, Brasil).
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3.8 Ensaio da atividade antibiofilme com detergentes e

hipoclorito de sodio

Os corpos de prova foram higienizados conforme procedimentos
realizados nas industrias de producéo de queijo colonial por meio das solucdes
detergente neutro 3% por 5 minutos, detergente alcalino 6% e 8% por 10
minutos, hipoclorito de sodio 1% e 1,5% por 10 e 20 minutos. A partir das
culturas jovens de Y. lipolytica jA cultivadas em &gar sabouraud com
cloranfenicol (Himedia®, India), foram preparadas suspensées de 10°® UFC/mL.
Apos a incubacgédo por 24 h, foi adicionado 1 mL da suspensdo nos corpos de
prova em tubos de ensaios contendo 9mL de 4gua peptonada a 1% (Merck®,
Germany). Em seguida, os tubos foram incubados durante 96 h a 35 °C para
posterior contagem microbiana, metodologia adaptada conforme ja realizado

por Bergamo et al. (2014).

3.9 Avaliacédo da hidrofobicidade (Método da gotaséssil)

O angulo de contato é definido pela interface liquido/vapor e a
superficie do sélido onde a gota repousa. Isso depende de cada sistema e das
interacdes entre as interfaces. A superficie dos solidos pode apresentar
alteracdes locais nas energias superficiais e valores do angulo de contato
diferentes daqueles obtidos sob uma condicdo equilibrada. A variacdo do
molhamento é definida entre a diferenca do maior e menor valor do angulo (8)
nas condi¢des experimentais. A rugosidade da superficie afasta ou retrocede o
valor do angulo em contato (Ziglio, 2010; Bachmann, 2000). Os liquidos

apresentam-se de forma esférica. Uma menor area superficial para um
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determinado volume, no entanto, outras for¢cas atuam sobre uma gota, o que

faz as esferas se achatarem (Brisolari, 2008).

Um liquido sofre a atuacdo de uma forca de atracdo das moléculas
gue o compde. Quanto maior for a propor¢do de grupos polares nas moléculas,
maior sera a atracdo entre elas. Liquidos com pequenas tensdes superficiais
formam filmes sobre superficies sdlidas. Quando uma gota de liquido €
depositada sobre a superficie solida, pode-se entdo se formar trés tipos de
superficie: (a) completamente molhada, quando o liquido se espalha totalmente
sobre a superficie hidrofilica, formando um &angulo < 30°. (b) parcialmente
molhada, o angulo formado entre o liquido e a superficie fica entre 30° -  89°.
(c) e ndo molhada, quando o angulo é igual ou maior que 90°, resultando em

uma superficie hidrofébica (Ziglio, 2010).

A técnica foi utilizada com o objetivo de medir a hidrofobicidade dos
corpos de prova, assim como a hidrofobicidade do inoculo de Y. lipolytica,
através da medida do angulo. Segundo o estudo de Locatelli (2004), uma gota
com 20pL do meio de cultura caldo triptona de soja (Himedia®, india) com
culturas em estudo na 10° UFC/mL foi cuidadosamente depositada sobre as
superficies dos corpos de prova para posterior avaliacdo do angulo de contato

da gota na superficie.

Foram fotografas as gotas sobre as superficies dos corpos de prova
com o auxilio de uma camera digital da marca Canon® Powershot modelo
SD200 apés 5 segundos para uma melhor estabilidade da gota na superficie.

Em seguida, de acordo com Skodowska et al (1999) os valores do angulo de
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contato foram medidos (com o auxilio de um programa de computador Image J)
através da inclinacédo da reta formada entre o raio da base de contato e a altura

da gota a partir de trés medidas consecutivas.

liquido

superficie solida

FIGURA 8: Forma de uma pequena gota de uma superficie uniforme ideal, com
uma superficie repelente de dgua média.

Fonte: adaptacéo de Ziglio (2010).

3.10 Determinagéao do indice de emulsificagdo (E24)

Emulsbes sdo sistemas heterogéneos formados por fases liquidas,
uma em menor concentra¢do denominada fase continua e a outra descontinua.
As duas fases podem ser agua ou uma solucdo aquosa e algum
hidrocarboneto. As emulsdes séo divididas em trés fases: aquosa (hidrofilica),
oleosa (lipofilica) e a emulgente (tensioativo-hidrofilico/lipofilico) (Coutinho,

2009).

Bactérias e fungos apresentam grande habilidade de degradar

substancias organicas. Além destes micro-organismos secretarem enzimas de
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degradacao de substancias toxicas, ainda tem propriedades surfactantes com
alta capacidade de emulsificacdo (Bisognin, 2012). Biossurfactantes produzidos
por varios micro-organismos tém diferentes propriedades tensoativas (Sarubbo,

2006).

Biossurfactantes sao classificados como glicolipidios, lipolipidios,
fosfolipidios, &cidos graxos e particulas poliméricas. A porcdo hidrofobica da
molécula sdo os acidos graxos de cadeia longa, acidos graxos hidréxilos ou
acidos graxos a-alquil-b-hidréxil. J& por¢cBes hidrofilicas podem ser formadas
por hidratos de carbono, aminoacidos fosfato, &cido carboxilico ou &lcool

(Khopade, 2012).

A producdo de agentes emulsificantes de fontes de leveduras
normalmente requer a presenca de substratos que ndo se misturam com agua,
0 que representa um desafio para o isolamento do biossurfactante produzido

(Amaral et al., 2006).

A atividade de emulsificacdo foi medida utilizando o método descrito
por Cooper e Goldenberg (1987), em que 4 mL de xileno foram adicionados em
caldo contendo aproximadamente 10° UFC/mL dos micro-organismos em
estudo. Logo apdés os tubos foram agitados por 2 minutos. A estabilidade foi
determinada apos 24h e o indice de emulsificacdo foi calculado dividindo a
altura da camada de emulsé&o pela altura total da mistura e multiplicada por

100.
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3.11 Determinacao da curva de morte (Time-kill assay)

A determinacéo da curva de morte é bastante utilizada para avaliar a
acao biocida sobre as células de biofilme utilizando os saneantes através das
diluicdes. Apesar do método ser trabalhoso, esta técnica tem como vantagem
uma imagem dinamica da acdo antimicrobiana e o seu tempo de interacéo
(pela contagem de coldnias). Porém, os resultados sdo essenciais para
determinar as concentracdes necessarias para inibir o crescimento microbiano

(Petersen et al. 2006; Tong et al. 2006).

Conforme a metodologia apresentada por Abreu et al (2011) e
Suganthini et al (2008) com adaptacdes, suspensdes das cepas de Y. lipolytica
na concentracdo de 10° UFC/mL e as solucdes de detergente neutro 3%,
detergente alcalino 6% e 8%, hipoclorito de sodio 1% e 1,5% foram
preparadas. Em seguida foram adicionados em tubos de ensaios estéril 1,5 mL
das solucdes para 0,5mL do inoculo. O tempo de contato foi de 5, 10, 15, 20,
25 minutos. Em seguida foram transferidos 1 mL para tubos de ensaios
contendo 9mL de Agua peptonada a 1% (Merck®, Germany) e obtida a diluigdo
103, e em seguida 0,1mL da aliquota foi espalhada em em &gar sabouraud
com cloranfenicol (Himedia®, India) . As placas foram incubados a 32 °C por 24
h e apds esse periodo realizou-se a contagem das colénias no contador

LS6000 (Logen®, Brasil).



3.12 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em triplicata. A significancia
estatistica dos dados foi estipulada em 5% (< 0,05). Nos grupos em que foram
constatadas diferencas estatisticamente significativas foi utilizado o Teste t de
Student e ANOVA. O teste de normalidade também foi aplicado usando o
Kolmogorov-Smirnov (KS) para todos os resultados do estudo, na qual todas as

variaveis apresentaram normalidade nas suas distribuicbes. Para analise dos

dados foi utilizado o software comercial IBM SPSS Statistics version 22.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da capacidade de formacédo do biofilme pelo

Método Cristal Violeta em Microplacas

A capacidade de formacdo do biofilme para cada isolado de Y.

lipolytica avaliado pelo método cristal violeta estd demonstrada na tabela5.

Tabela 5: Formacao do biofilme pelo método do cristal violeta de cepas Y.
lipolytica proveniente de queijo colonial.

Isolados Absorbancia* Formacgéo
QuU11 0,022 Nao formador
QuU13 0,277 Médio
QuU16 0,423 Forte
Qu21 0,065 Nao formador
QuU22 0,247 Médio
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QU29 0,066 Nao formador
Qu31 0,005 Nao formador
QU36 0,112 Fraco
QuU38 0,015 Nao formador
QuU46 0,144 Fraco
QU50 0,306 Forte
QuU67 0,053 Nao formador
QuU69 0,381 Forte
QuU77 0,242 Médio
QU111 0,037 Nao formador
QU129 0,050 N&o formador
QU131 0,157 Fraco
QU137 0,125 Fraco

* valor da média das absorbancias em triplicata.

Apbs o0s ensaios, os isolados testados QU13, QU16, QU22, QU50,
QU6B9 e QU77 foram selecionados por apresentarem uma melhor formacgéo do
biofilme, com faixa de leitura entre 0,112 a 0,423. Destaca-se que os isolados
QU16, QU50, QUEY (fortes formadores de biofilme) (> 0,280) e QU13, QU22,

QU77 (médios formadores de biofilme) (0,170 —0,279).
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4.2 Formacdao do biofilme nos corpos de prova
Conforme a tabela 6, em todos os corpos de prova houve formacao
do biofilme a partir dos isolados de Y. lipolytica. A contagem de células

aderidas alternou entre 3,95 — 6,27 log UFC cm™.

Tabela 6: Contagens de células dos isolados de Y. lipolytica que aderiram aos
corpos de prova durante o processo de formacdo de biofiime (média dos

valores em log10 UFC cm?) + desvio padréo.

QU16 QU50 QU69 QuU77 QuU22 QU13
Forma
(polipropileno) 6,23+0,03| 5,89+0,09 |5,73+0,02|5,72+0,01(5,62+0,06|5,68+0,58
Mangueira
(PVC espiral) 5,87+0,12|5,78+0,17 |5,60+0,05|5,02+0,05|3,95+0,35|4,95+0,06
Becker
. ) 5,83+0,06|5,48+0,14 |5,60+0,06|5,71+0,07|5,27+0,09(5,73+0,09
(polipropileno)
Embalagem g 51, 18(6.2740,02|5,1140,06|5,20+0,04|5,53+0,14/5,45+0,02
(polietileno)

Observa-se no corpo de prova “forma” obteve uma contagem de
células maior com relagdo aos demais. No entanto, ndo houve diferenca
significativa (<0,05) entre os resultados se compararmos o corpo de prova
“forma” e os demais materiais e utensilios.

Pode-se destacar ainda uma variancia entre a contagem das
colénias por material e utensilios, cujos os valores seguem: forma (0,028);
mangueira (0,390); becker (0,042) e embalagem (0,179). Os valores paras as
cepas, independente do material e utensilios, foram os seguintes: QU16
(0,097); QU50 (0,111); QU6E9 (0,068); QU77 (0,125); QU22 (0,424); QU13

(0,198).
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4.3 Atividade antibiofilme com detergentes e hipoclorito de
sodio

As Figuras 9, 10 e 11 demostram a sobrevivéncia de isolados de Y.
lipolytica em todos os corpos de prova, comparado com a formacéo do biofilme
no material sem o processo de higienizacdo. Diferentes detergentes e
sanitizantes utilizados na industria de alimentos também sdo adotados nas
pequenas agroindustrias da producéo de queijo do tipo colonial. Nestes locais,
a higienizagdo ocorre com os produtos testados no experimento, variando
apenas a concentracdo e o tempo. Apos o procedimento de limpeza, foi
avaliada a capacidade de adeséo celular destes isolados e a sua resisténcia

aos higienizadores.

1,1

0,7 0,7

0,3 0,3

19,6%
12,6% 12,3%
62% W 45%

-_—v
Qu16 QUS50 Que9 QuU13 QuU77 Qu22

m% wlog UFC/cm2

FIGURA 9: Reduc¢ao dos isolados QU16, QU50, QU6E9, QU13, QU77 e QU22
de Y. lipolytica em % e log 10 UFC/cm? no corpo de prova “becker’
(polipropileno) apds a higienizacdo com (DN3%) detergente neutro 3% - 05
minutos.
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FIGURA 10: Redugéo dos isolados QU16, QU50, QU6E9, QU13, QU77 e QU22
de Y. lipolytca em % e log 10 UFC/cm? no corpo de prova “forma’”
(polipropileno) apos a higienizacdo com (DN3%) detergente neutro 3% - 05
minutos, (DA6%) e (DA8%) detergente alcalino 6% e 8% - 10 minutos, (HS1%)
hipoclorito de sodio 1% - 10 e 20 minutos e (HS1,5%) hipoclorito de sodio 1,5%
- 10 e 20 minutos.
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FIGURA 11. Redugéo dos isolados QU16, QU50, QU69, QU13, QU77 e QU22
de Y. lipolytica em percentual (%) e log 10 UFC/cm? no corpo de prova
“‘mangueira” (PVC espiral) apos a higienizagdo com (DN3%) detergente neutro
3% - 05 minutos, (DA6%) e (DA8%) detergente alcalino 6% e 8% - 10 minutos,
(HS1%) hipoclorito de sédio 1% - 10 e 20 minutos e (HS1,5%) hipoclorito de
sodio 1,5% - 10 e 20 minutos.
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Apos aplicacéo do test “t” entre os tratamentos avaliados, os valores
mostraram-se significativas (<0,05) com adequacdo forte tendo em vista a
correlacdo. O corpo de prova “mangueira” (PVC espiral) apresentou o melhor
resultado com o sanitizante hipoclorito de sédio (1%) por 10 minutos (p=0,001;
t=6,869; r=0,843; 1C=0,688, 1,512). O hipoclorito de sodio (1,5%) por 20
minutos apresentou resultados semelhantes (p=0,004; t=5,188; r=0,418;
IC=0,974, 2,890). Na “forma” (polipropileno), podemos observar uma melhor
significancia (<0,05) com o resultado da utilizacdo do detergente neutro (3%)
(p=0,002; t=6,022; r=0,813; 1C=0,281, 0,699) e hipoclorito de sodio (1%) por 10
minutos (p=0,005; t=4,798; r=0,677; 1C=0,186, 0,617). O detergente alcalino
(6%) foi o Unico que ndo apresentou significancia (<0,05) nos resultados para
este corpo de prova. O corpo de prova “becker” (polipropileno) foi analisado
apenas com o detergente neutro (3%) por 5 minutos e apresentou uma menor
significancia (<0,05) nos valores comparados aos demais no estudo (p=0,036;
t=2,839; r= -0,808; 1C=0,047, 0,953).

ApoOs a andlise dos graficos, pode-se observar que o corpo de prova
‘mangueira” (PVC espiral) foi o material que apresentou uma melhor reducéo
dos isolados de Y. lipolytica com os detergentes e hipoclorito de sédio.
Observa-se uma reducéo em 100% na utilizacédo do detergente alcalino (figura
11) no corpo de prova “mangueira” com o isolado QU22. Ja o efeito do
sanitizante hipoclorito de sodio teve uma melhor redugdo de biofilme em
concentracéo de (1%) por 20 minutos.

Na figura 10 podemos notar que para o corpo de prova “forma”

(polipropileno) ha uma menor reducéo de biofilme em comparacéo aos demais
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corpos de prova, destacando uma menor eficiéncia ao se utilizar o detergente

alcalino (6%) e (8%) nos isolados QU13, QU77 e QU22.

4.4 Hidrofobicidade (Método da gota séssil)

Os resultados das medidas dos angulos das gotas sésseis indicam
gue o corpo de prova “mangueira” apresentou uma maior hidrofobicidade, uma
vez que as gotas sobre a sua superficie apresentaram angulos de inclinacao

maiores que nos demais corpos de prova em estudo (Tabela 7).

Tabela 7: Medidas dos angulos em graus das gotas sésseis sobre 0S corpos
de prova forma, mangueira, becker e embalagem utilizando-se agua destilada e
isolados de Y. lipolytica QU16, QU50, QU69, QU13, QU77, QU22 (média dos
valores (8°) £ desvio padrdo).

AGUA CTaE';dSO QU16 | QU50 | QUBY | QU77 | QU22 | QuU13
Forma
orm 72,7+0,26|68,4+0,33|59,2+0,32|60,7+0,17|62,1+0,58|47,6+0,32|62,3+0,82|59,6+0,54
(polipropileno)
Mangueira 1., o 56|69,3+0.12|72,6+0.25|63,6+0,26|57,5+0,32|65,6+0,2666,3+0,40|62,3+0,20
(PVC espiral)
Becker
DECKE 60,9+0,04|61,2+0,77|49,5+0,14|48,7+0,30|52,8+0,04|34,4+0,42|34,9+0,23|52,5+0,31
(polipropileno)
Embalagem |, o, 18/64.8+0,82|58,6+0,18|61,8+0,18|57,7+0,06|67,4+0,04|59,1+0,14|59,8+0,02
(polietileno)

A comparacao entre os angulos da gota da agua e dos isolados néao
apresentou significancia nos resultados (>0,05). Porém, houve diferenca
significativa (<0,05) entre os demais corpos de prova. Verificando-se os
resultados apresentados das medidas do angulo de contato, observou-se um

valor maior do angulo no corpo de prova “mangueira” com média geral de 65,2°



46

+ 6,5 mostrando que sua superficie tem uma menor molhabilidade em
comparacao aos demais corpos de prova. Relacionando todos os angulos de
contatos das culturas em estudo, o corpo de prova “becker” apresentou uma
significancia nos resultados (<0,05) comparado a “forma”, “mangueira” e
‘embalagem”, apresentando assim uma melhor molhabilidade. Todos os

angulos das culturas nos materiais apresentaram significancia nos resultados

(< 0,05).

FIGURA 12: Gota dos isolados de V. fipolytica em caldo TBS nos materiais e
utensilios cortados no tamanho 1x1cm para posterior medida dos angulos.

4.5 indice de emulsificacéo (E24)

Os indices de emulsificacdo (E24) variaram de 49,7% a 88,3% nos
isolados de Y. lipolytica e podem ser visualizados na tabela 8, na qual
demonstram a producdo de bioemulsificante em todos os isolados. O isolado
QUS0 apresentou o menor resultado E24 de 49,7%. Consequentemente,
obteve-se uma maior significancia (<0,05) nos resultados comparados aos
valores obtidos para os demais isolados (QU16 p<0,000; QU69 p<0,000; QU22
p<0,000; QU13 p<0,001 e QU77 p<0,002). Por meio da figura 13 visualiza-se a

formacdo de emulsificagdo com os isolados em teste, mostrando uma



a7

estabilidade.

Tabela 8: Valores do indice de emulsificagdo em percentual dos isolados de Y.
lipolytica QU16, QU50, QU69, QU13, QU77, QU22 (média dos valores E24 (%) £
desvio padréo DP).

Isolados E2os+ DP
QU16 88,3 + 3,05
QU50 49,7 + 1,53
QuU69 83,0 +4,58
QuU77 72,3 +2,89
QuU22 86,3 + 1,79
QU13 74,7 + 3,20

CONTROLE QU116 Qu77 QuU13 QUS50 Qu22 Qu69

(=)
g . [ - .
- " '

P

FIGURA 13: Formacdo de emulsificacdo dos isolados de Y. lipolytica apds 24
horas.
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O ensaio da curva de morte foi realizado para determinar o tempo de

morte dos isolados de Y. lipolytica frente aos detergentes e hipoclorito de sédio.

A figura 14 mostra o numero de células para o experimento realizado com o

detergente neutro (3%).
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FIGURA 14: |Isolados de Y. lipolytica com o detergente neutro (3 %): QU16;
QU50; QUEY; QUT77; QU22Z; QU3 corm cresciimernto das colbhias em 5, 10; 15,
20 e 25 minutos.
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Observou-se que nao houve inibicdo de crescimento em nenhum
dos tempos testados para todos os isolados (figura 14). Percebe-se ainda,
pouca alteracéo no decorrer dos tempos. Logo, ndo houve significancia (<0,05)
nos resultados se comparados o tempo 5 minutos ao de 25 minutos (p=0,650;
t=0,483; r=0,650; IC= -0,622, 0,425). Todavia, demais detergente alcalino nas
concentracfes 6%, 8% e 0 sanitizante hipoclorito de sodio 1%, 1,5% foram
eficazes na inibicdo do crescimento em todos os tempos testados com as

demais isolados de Y. lipolytica.

5 DISCUSSAO

Biofilmes podem ser formados em materiais ao longo do processo
produtivo na producdo de laticinios, sobre aco inoxidavel, borracha, silicone,
vidro, plastico, superficies de madeira e equipamentos de ordenhas. Bolores,
leveduras e bactérias dominam na formacgéo de biofilme neste segmento com
formacao estavel e por um longo periodo (Montel et al., 2014). A formacédo do
biofilme por leveduras pode atuar em queijos artesanais de trés maneiras,
causando a deterioragcdo do produto, formando um sabor indesejavel e
descolorindo o produto final. Também pode causar o efeito benéfico através
das enzimas proteoliticas e lipoliticas realgcando o sabor durante a maturacéo
(Galinari et al., 2014).

Conforme demostrado na tabela 8, em todos os corpos de prova

houve formacao do biofilme a partir dos isolados de Y. lipolytica. Observando-
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se 0 estudo de Dusane et al. (2012), a formacdo de biofilme também foi
presente em laminas de vidro com cepa de Y. lipolytica NCIM 3589. Sabe-se
ainda que esta levedura forma biofilmes em superficies diferentes na presenca
de uma variedade de substratos sob condi¢cbes favoraveis. E associada a
deterioracdo de alimentos, inclusive em variedades de queijos que
desenvolvem o processo de catabolizar a tirosina, favorecendo a alteracdo na
sua coloracao (Zinjarde et al., 2014; Dusane et al., 2012).

Brugnomi et al. (2012) e Rosa et al. (2015), efetuaram contagem de
células das leveduras K. marxianus, C. krusei, Zygosaccharomyces sp. e R.
mucilaginosa com resultados maiores que 6,0 log 10 UFC/cm? e 7,0 log 10
UFC/cm? respectivamente e observaram valores semelhantes entre as
contagens sem diferencas significativas (p >0,05). Resultados que se

assemelham, por exemplo, aos valores de 6,27 e 6,23 UFC/cm? obtidos neste

trabalho quando avaliada a adeséo da superficie dos corpos de prova.

Galinari et al. (2014), testaram a formacao de biofilme em utensilios
de madeira utilizados na producao queijo, sendo que os valores obtidos foram
menores em comparagdo aos numeros obtidos no presente trabalho, com
valores em log UFC/cm? foram de 1,03 para “forma”, 2,98 e 3,27 em “mesas” e
3,21 e 3,25 nas “prateleiras”.

Tem sido relatado em estudos a diversidade de micro-organismos
capazes de formar biofilmes em varios segmentos da inddstria alimenticia. Ao
contrario do que foi apresentado neste trabalho, pode-se citar a aderéncia
bacteriana com resultados significativos apresentada nos estudos de Beltrame

et al. (2014) e Santos Junior et al. (2014), em que foram observadas
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contagens méaximas de 6,92 log 10 UFC/cm? em corpos de prova & base de

polietileno e 6,17 log UFC cm® em superficies sélidas de polipropileno.

Sorovares de Salmonella ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis
de adesdo quando expostos em aco inoxidavel ou polietileno (Tondo et al.,
2010). Cepas de Staphylococcus aureus demonstraram uma melhor adesédo
das células na superficie do aco inoxidavel em 240h de incubacdo, em
comparacao com a superficie de polipropileno (Santos Junior et al., 2014).

Nos resultados obtidos por meio da metodologia que avaliou a
formacao do biofilme, observou-se que Y. lipolytica € uma forte formadora deste
nos materiais a base de polipropileno, polietileno e PVC aspiral. Ndo ha relatos
de como esta levedura se comportaria se estivesse envolvida com outros
micro-organismos que participam do processo produtivo do queijo colonial.

Na avaliacdo com detergentes e sanitizante (figuras 9, 10 e 11)
observa-se que o corpo de prova “forma” (polipropileno) foi o material que mais
favoreceu a adeséo, seguido pelos corpos de prova “becker” (polipropileno) e
‘mangueira” (PVC espiral), respectivamente. Observou-se uma melhor
eficiéncia na utilizagcdo do sanitizante detergente alcalino (figura 10) no corpo
de prova "mangueira” no isolado QU22. Também neste mesmo corpo de prova
o efeito do sanitizante hipoclorito de sodio promoveu uma melhor reducdo de
biofilme. Os mesmos foram tratados em concentracdo de 1,0e 1,5% (figura
10) no tempo de 10 e 20 minutos. Os resultados foram significativos no estudo
de Brugnoni et al. (2012), no qual o hipoclorito de sédio em concentragfes de
0,02 %, 0,035 % e 0,05 % foi eficaz em todas as cepas testadas de levedura,

com reducdo minima de 4 log do biofilme.
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De acordo com Houdt & Michiels (2009) e Mogotsi et al. (2014),
entre 0s varios sanitizantes disponiveis, o cloro ativo € provavelmente o
composto mais utilizado e o hipoclorito de sédio apresenta-se como um agente
oxidante ativo que possui capacidade de destruir a atividade celular, e das
proteinas. No entanto, sua penetracdo sOG ocorre por completo quando estes
estdo em um estado deionizado. Além disso, agentes de limpeza como
detergentes sdo frequentemente combinados com solucéo a base de cloro para
uma melhor desinfeccao e eficacia.

Por outro lado, se compararmos a acdo dos detergentes e
sanitizantes sobre os isolados de Y. lipolytica ndo existem dados quanto a
resisténcia de suas células aderidas. Ainda assim, ha outros estudos que
relatam a acdo de desinfetantes com leveduras. O hipoclorito de s6dio mais
alcool 70% foram eficazes contra um mix de leveduras plancténicas (Théraud
et al., 2004). Esta solucao reduziu a adesédo de todas as cepas de C. albicans.
Para a maioria de outras espécies de Candida (ndo-albicans) o incremento da
razdo de blastosporos com relagdo as hifas em poliestireno ndo causou efeito
sobre a producdo ou atividade da enzima proteinase (Webb et al., 2007).
Biofilmes formados por estirpes de C. albicans foram erradicados quando
expostos ao hipoclorito de sodio por 30 min em concentracdes de 1:32 ou mais
forte (Dahlan et al., 2011). Ainda, llknur et al. (2012) demonstraram uma
reducdo do biofilme em comparacdo ao grupo de controle em espécies de
Candida. No entanto, nenhum desinfetante testado removeu completamente o
biofilme.

Cabe destacar que a legislacdo autoriza o uso de sanificantes a



53

base de quaternario de aménio, iodoforo e peroxido de oxigénio, que podem -
com seus mecanismos de acdo - vir a inibir o crescimento das leveduras ap0s
0 processo de higienizacado dos materiais.

O método de angulo de contato da gota séssil foi utilizado para
caracterizar a hidrofobicidade/hidrofilicidade das superficies. A relagdo entre
hidrofobicidade e formacdo do biofiime e a correlagdo entre eles séo, na
maioria das vezes, evidentes e a propriedade fisico-quimica da superficie
regulando a adesdo inicial dos micro-organismos. Sendo assim, as
caracteristicas hidrofébicas do biofilme fazem com que as suas propriedades
adesivas se anexem facilmente as superficies dos materiais, podendo a
adesdo ser reversivel, dependendo da eletrostéatica inicial entre a célula e o
substrato (Tarifa et al., 2013; Cappitelli et al., 2014). No entanto, a energia livre
da superficie definida pela rugosidade dos materiais também pode influenciar
na formacéo do biofilme (Flausino et al.; 2014).

Assim como neste estudo, outros resultados também foram
favoraveis quanto as medidas dos angulos com leveduras, favorecendo a
adesdo microbiana. Gole et al. (2002) observaram que regides hidrofébicas
com angulos de contato de gota mediram até 105 graus em células de Y.
lipolytica na superficie do material em teste. O angulo de contato também foi
evidenciado no trabalho de Gallardo-Moreno et al., (2004) em cepas de
Candida parapsilosis com medicdes entre 15 a 92 graus. As hidrofobicidades
de cepas de leveduras foram positivamente relacionas com a taxa de adesao
dos materiais testados e com niveis diferentes de formagédo do biofilme,

observado nos resultados de Tarifa et al. (2013).
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Sinde & Carballo (2000), em sua pesquisa com bactérias,
observaram também &ngulos de contato com Salmonella que apresentaram
significancia nos valores obtidos comparados a cepas de L. monocytogenes.
No entanto, ndo houve diferencas significativas (<0,05) entre os angulos
encontrados. Por este motivo, todos 0s materiais testados a base de borracha,
polietileno e aco inoxidavel utilizados na producédo de leite foram classificados
como hidrofobicos.

Entende-se que superficies hidrofébicas - tais como a¢o a maioria
dos polimeros - em contato com alimentos podem absorver proteinas através
de interacbes proteina-superficie hidrofébicas e as moléculas de proteinas
adsorvidas podem sofrer alteragbes podendo conduzir incrustacoes
irreversiveis de alimentos (Merian & Goddard, 2012). Isto pode ser atenuado
através da adocdo de utensilios que tenham incrustacdes ricas em proteinas
provenientes dos produtos lacteos associados a contaminacéao por Y.lipolytica.

Estudos tém demonstrado a formagdo de emulsificagdo por micro-
organismos. Fontes et al. (2012), relataram que cepas de Y. lipolytica
apresentaram indices de emulsificacdo maxima de 68,0 e 70,2%. Souza et al.,
(2012) também obtiveram uma boa producdo de emulsificante em seus
resultados com Y. lipolytica em presenca de agua do mar. No sentido de
melhorar a producdo de biossurfactantes, Fontes et al. (2010) alcangaram o
melhor resultado de indice de emulsificacdo (67,7%) em um meio composto
com sulfato de amoénio e extrato de levedura. Também foi detectada atividade
emulsificante com Y. lipolytica em meio de cultura especifico na presenca de

glucose como fonte de carbono no estudo de Amaral et al. (2006).



55

Sabe-se que a maioria dos micro-organismos que degradam
hidrocarbonetos emulsionados produz biossurfactantes. A hidrofobicidade da
superficie celular também é um aspecto importante na adeséo celular
microbiana as superficies. Logo, existe uma correlacdo direta entre a
hidrofobia, producéo de biossurfactante e aderéncia microbiana (Youssef et al.,
2004; Coimbra et al., 2009).

Em geral, as concentracbes as quais 0S sanitizantes exercem o0
efeito antimicrobiano indicam a possibilidade de sua utlizacdo para
higienizacdo dos materiais, utensilios e equipamentos no processo da cadeia
produtiva dos alimentos, em que reducdo dos micro-organismos é eficaz. No
entanto, para alcancar este objetivo € necessério utilizar-se do tempo de
exposicao adequado para alcancar uma desinfecdo completa ou estabilizacao
microbiana. Por isso, foi realizado o ensaio da curva de morte com o0s
detergentes e o hipoclorito de sddio em uso para validar sua eficacia frente aos
isolados de Y. lipolytica.

Diante dos resultados encontrados neste estudo, percebeu-se que
nao houve crescimento dos isolados de Y. lipolytica em todos os tempos no
teste da curva de morte realizada com o sanitizante a base de cloro e
detergente com hidréxido de sédio. Ainda assim, para o detergente neutro ndo
houve uma inatividade dos isolados.

A curva de morte no presente estudo demonstra resultados
semelhantes com o apresentado por Brugnoni et al. (2012) utilizando o
sanitizante hipoclorito de sodio em cepas de leveduras C. krusei,

Zygosaccharomyces sp., K. marxianus e R. mucilaginosa. Os autores
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observaram também que para as células plancténicas a reducdo ocorreu com
uma concentracdo mais baixa de hipoclorito de sédio (0,02%) em todas as
cepas testadas.

No entanto, em estudos realizados com bactérias gram negativas
percebe-se uma menor eficacia se compararmos aos obtidos com os isolados
de Y. lipolytica no presente estudo utilizando-se sanitizante a base de cloro,
onde a curva de morte com hipoclorito de sodio (0,02%) demonstrou ser
necessario em média 83 minutos para ser eficaz (Sukplang & Thongmee, 2014)
e 60 minutos se for empregado o hipoclorito de sddio (0,05%) (Mazolla et al.,
2006). Para Machado (2007), os resultados obtidos na concentracdo de 1% de
hipoclorito de sb6dio com cepas de Salmonella enteritidis constatou
sobrevivéncia em até 15 minutos de contato com o sanitizante, enquanto que
0s demais sobreviveram por apenas 5 minutos.

Utilizando igualmente o hipoclorito de s6dio a 200ppm com cepas de
Pseudomonas aeruginosa, o0s resultados apresentados por Sukplang &
Thongmee (2014) demonstraram que o tempo de morte para esse micro-
organismo foi mais longo, ou seja, foram necessarios 58 minutos a mais que
nos demais sanitizantes testados.

Groenewald et al (2014) relatam que, devido as suas atividades
lipoliticas e proteoliticas, a Y. lipolytica tem sido amplamente utilizado na
maturagdo ou contribuindo para as caracteristicas organolépticas. Mas também
promove a deterioragdo em alguns tipos de queijos. Estes efeitos de alterag&o
na qualidade envolvem o sabor fora do padrdo, textura indesejavel,

escurecimento na superficie do queijo e a contribuicdo da formagcdo de aminas
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biogénicas que decompdem o produto final.

6. CONCLUSOES

- Os seis isolados de Y. lipolytica de queijo do tipo colonial testados
neste estudo demonstraram resultados significativos em relacédo a capacidade
de aderéncia aos materiais compostos de polipropileno;

- Os detergentes neutro e alcalino e o hipoclorito de sddio em testes
com concentracdes indicadas nos POP das industrias do queijo colonial ndo
foram capazes de inativar todas as células aderidas dos isolados de Y.
lipolytica;

- Nas condi¢des avaliadas, o corpo de prova “forma” composto de
polipropileno foi mais resistente para o isolado QU16;

- Os isolados de Y. lipolitica trabalhados neste estudo demonstraram
capacidade hidrofilica e de produzir bioemulsificantes;

- Os resultados obtidos neste estudo podem impactar na producao
do queijo tipo colonial, alterando suas propriedades organolépticas ou
melhorando o seu tempo de maturacdo, sendo estas alteracfes ja identificados

com outros tipos de queijos.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, a espécie Y. lipolytica
precisa ser investigada através de um estudo mais detalhado relacionado com
a producdo do queijo colonial, seja na area de shelf-life quanto na qualidade
assegurada do produto final. Para esta finalidade sugerem-se as seguintes
acoes:

Testar a formacéo de biofiimes nas superficies de outros tipos de
materiais utilizados na producdo do queijo colonial como aco inoxidavel,
borracha, etc;

Realizar teste de formacédo de biofilme com cepas de Y. lipolytica,
juntamente com mistura dos micro-organismos ja identificados na producéo de
gueijo colonial para avaliar se ocorre alteracdo do nivel da formacdo de
biofilme, forte, média ou fraca nos utensilios e materiais;

Avaliar o seu mecanismo de resisténcia aos sanitizantes quaternario
de aménio, iodoforo e &cido peracético permitidos pela legislacdo e utilizados
em industria de alimentos;

Avaliar a ocorréncia de alteracBes organolépticas nos queijos tipo
colonial, tendo em vista que outros estudos demonstraram alteracdes

favoraveis ou desfavoraveis em outros tipos de queijo.
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