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RESUMO

Biofilmes podem ser definidos como comunidades microbianas envoltas por uma matriz de polimeros
extracelulares e aderidas a superficies. Na industria de alimentos, os microrganismos podem se aderir a
residuos orgénicos e inorgénicos presentes na superficie de equipamentos e utensilios, caso o processo
de higienizagdo seja aplicado incorretamente. Células sésseis, presentes no biofilme, além de reduzir a
eficiéncia e vida util de equipamentos, em fung¢do do fenémeno denominado corrosao microbiologicamente
induzida, sdo mais resistentes ao processo de desinfec¢ao. As células podem se desprender e contaminar os
alimentos que passam pelo local, que causam prejuizos econdmicos e risco de ocorréncia de toxinfecgoes
alimentares. A compreensdo do conceito de biofilmes microbianos e de aspectos inerentes a sua estrutura
e composi¢ao, bem como de seu processo de formacao, sdo fundamentais para efetuar o desenvolvimento
de estratégias de controle efetivas e entendimento do risco que estes representam para as industrias de
alimentos. Na presente revisio bibliografica, estdo descritos os principais aspectos de biofilmes microbianos
de importincia na inddstria de alimentos: i) defini¢do, estrutura e composicio; ii) etapas envolvidas na
formacdo; iii) mecanismos de resisténcia a antimicrobianos; iv) riscos; v) microrganismos envolvidos; vi)
importéncia da higienizagdo como ferramenta de controle.

Palavras-chave. aderéncia bacteriana, contaminagéo de alimentos, higiene.

ABSTRACT

Bacterial biofilms are defined as microbial communities surrounded by an extracellular matrix of polymers
and adhered to surfaces. In food industry, the microorganisms can adhere to organic and inorganic waste
occurring on the equipment and utensils surfaces, if the cleaning and sanitization procedures are done
incorrectly. The presence of sessile cells in the biofilm reduces the efficiency and durability of equipments
through the phenomenon called microbiologically induced corrosion. Additionally, they show much
greater resistance to the sanitization process; the cells can be loosen and contaminate foods that pass
through the place, causing economic losses and risk of occurrence of foodborne diseases. Understanding
the concept, the structure and composition inherent aspects, and also the producing process of microbial
biofilms, are fundamental for establishing effective control strategies and being assured on the risks that
they represent to the food industry. This article reviews the crucial aspects concerned with microbial
biofilms in the food industry i) definition, structure and composition; ii) steps involved in the formation;
iii) mechanisms of resistance to antimicrobials; iv) risks; v) involved microorganisms; and vi) importance
of hygienization as a control strategy.
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INTRODUCAO

O termo biofilme surgiu para descrever a forma
de vida microbiana séssil, caracterizada pela adesdo de
microrganismos a suportes sdlidos, com consequente
produc¢do de substancias poliméricas extracelulares,
constituindo uma rede gelatinosa que imobiliza e
protege as células. A formagdo de biofilmes provoca
alteragdes fenotipicas das células planctonicas, que podem
ser descritas como estratégias de sobrevivéncia dos
microrganismos em ambientes com condi¢oes adversas'.

A presenga de biofilmes em dreas de processamento
de alimentos é caracterizada, inicialmente, pelo acimulo
de materiais organicos e inorganicos em superficies,
sobre as quais comunidades bacterianas podem se
desenvolver. Biofilmes podem se tornar fortemente
aderidos a superficie e, posteriormente, partes deles
podem se desprender e contaminar outras superficies ou
produtos alimenticios®. Microrganismos em biofilme sdo
mais resistentes a agentes antimicrobianos do que células
em estado planctonico, podendo persistir e sobreviver
mesmo apos processos de sanitizagdo, representando
fonte original de contamina¢ao de alimentos, com
consequentes perdas econdmicas e veiculagao de
toxinfec¢des alimentares®.

Para fornecer ao consumidor um produto seguro,
além de controlar a presen¢a de microrganismos em
alimentos, é essencial verificar e monitorar as condi¢oes
higiénico-sanitdrias de equipamentos e utensilios
utilizados no processamento. Assim, é necessario um
programa efetivo de limpeza e sanitizagdo para inativar
microrganismos e prevenir o acumulo de células
microbianas ou biofilmes nas superficies*.

O objetivo desta revisao bibliogréfica é descrever
os principais aspectos, de importancia na industria de
alimentos, relacionados a biofilmes microbianos: i)
definicdo, estrutura e composicao; ii) etapas envolvidas na
formacdo; iii) mecanismos de resisténcia a antimicrobianos;
iv) riscos; v) microrganismos envolvidos; e vi) importancia
da higieniza¢do como ferramenta de controle.

Biofilmes microbianos: conceito, estrutura e composicao

Biofilmes podem ser definidos como formas
de existéncia microbiana espacial e metabolicamente
estruturadas em comunidades embebidas nas matrizes
de substancias poliméricas extracelulares e aderidas a
superficies bidticas ou abidticas’.
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Em ambientes naturais, 95% a 99% dos
microrganismos existem na forma de biofilmes,
que podem ser encontrados em quase todos os
substratos que possuam nivel de umidade suficiente
para suportar seu crescimento’. Desta forma, a forma
de vida bacteriana livre ou planctonica pode ser
observada, simplesmente, como um mecanismo de
translocagdo entre superficies®.

Biofilmes microbianos podem existir como
agregados mais ou menos confluentes, em camadas inicas
ou arquiteturas tridimensionais. Quando constituidos
por varias camadas de células, apresentam canais que
permitem o fluxo de liquido e gases, a dispersdo de
nutrientes e o descarte de componentes’.

No que diz respeito a composi¢do, observa-se
que agua é a fracdo mais significativa, podendo chegar
a 97% da matriz do biofilme. Os microrganismos,
por sua vez, representam somente pequena parte,
frequentemente 2 a 5% da matriz do biofilme, embora
excretem substancias poliméricas que predominam na
matéria orgénica da massa seca do biofilme. A matriz
de substancias poliméricas extracelulares de origem
microbiana é responsavel pela morfologia, estrutura,
coesao e integridade funcional do biofilme. Ainda que haja
a predominancia de polissacarideos em sua composicio,
esta também pode ser constituida por proteinas, como
glicoproteinas, fosfolipidios e dcidos nucleicos®.

Etapas envolvidas no processo de formacéo de biofilmes
microbianos

A formacdo de biofilmes inicia-se com a
adsor¢do de moléculas organicas ou inorganicas
a superficie, formando o filme condicionante. Em
instalacdes de induastrias alimenticias, residuos
proteicos, lipidicos e de carboidratos, oriundos de
produtos derivados do leite ou de carnes, sao elementos
importantes para formar a camada condicionante®.
Esses residuos, aderidos aos equipamentos e utensilios,
em razdo de falhas no procedimento de higienizagao,
sao fontes potenciais de contaminacao.

A fixagdo de células livres provenientes do meio
liquido nas superficies sélidas ocorre em seguida, poucos
minutos apds o transporte e adsor¢do de substincias
organicas e inorganicas dissolvidas no meio aquoso.

Microrganismos, em seu estilo de vida
planctonico, recebem algum estimulo que os leva a
aderir em alguma superficie. Embora esse processo
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necessite de maior elucidagéo, alguns fatores passiveis
de influencid-lo ja sao descritos: pH, concentragao
e biodisponibilidade de nutrientes, autoindutores de
quorum sensing, presenga de compostos orgénicos,
inorgéanicos e temperatura’.

Propriedades da superficie da célula, como
presenca de flagelo, fimbrias, pili, proteinas adesinas,
lipopolissacarideos, acido lipoteicoico e capsula, influenciam
na aderéncia a superficie', que ocorre em dois estagios:
adesao reversivel seguida por adesdo irreversivel'’.

A adesio reversivel se da pela interacao inicial
fraca da bactéria com o substrato. Isso envolve forcas
de atracdo de Van der Waals, forcas eletrostéticas e
forcas de interacdes hidrofébicas. Durante a adesdo
reversivel, bactérias ainda exibem movimentos
Brownianos e sdo facilmente removidas pela aplicagao
de for¢cas minimas®.

A adesao irreversivel resulta do ancoramento
de apéndices (pili, flagelo, proteinas adesina) e/ou da
produc¢do de substancias poliméricas extracelulares,
fazendo com que as ligagdes entre as células e a superficie
se fortalecam'?. A unido entre apéndices da bactériae o
substrato envolve intera¢des dipolo-dipolo, pontes de
hidrogénio, intera¢des hidrofdbicas, ligagdes covalentes
e idnicas. Essa unido geralmente ocorre com poucas
horas de contato. Varios estudos indicam que a adesdo
irreversivel das células pode comecar apds 20 minutos
de contato variando no maximo até 4 horas a 4-20°C*>",
A remocédo de células aderidas irreversivelmente é
dificil e requer aplicagdo de forte for¢a mecanica
ou interrupg¢do quimica da for¢a de aderéncia pela
aplicagao de enzimas, detergentes, surfactantes,
sanitizantes ou calor’. No entanto, de acordo com
Oliveira et al'é, ha uma elevada probabilidade de que as
células aderidas irreversivelmente permanecam mesmo
ap6s a higienizacao, sendo essa uma das principais
razdes para a formagao de biofilmes em superficies que
entram em contato com alimentos.

Apds multiplicagao das bactérias presentes
na estrutura do biofilme, formando microcoldnias
envoltas pela matriz de polimeros extracelulares', pode
ocorrer, dentro de dias ou meses, a adesiao de outros
microrganismos presentes no meio aquoso circundante,
denominados colonizadores secundarios'.

A formacgio do biofilme maduro ocorre de 3 a
6 dias apos a adesdo inicial, podendo chegar a 10 dias'®.
A maturidade acontece, principalmente, por meio
do aumento da densidade populacional e, também,

pela pronunciada produgdo e deposicao de polimeros
extracelulares, aumentando a espessura do biofilme®.

Com o aumento da populagdo microbiana, o
ambiente torna-se anaerdbio no interior do biofilme,
provocando aumento da concentragdo de acidos e gases
insoltveis, que enfraquecem a estrutura, causando o
desprendimento de células unicas ou de fragmentos'?,
situagdo que pode ocorrer apds 9 a 12 dias dos eventos
iniciais®. No momento em que o biofilme atinge massa
denominada critica, o equilibrio dindmico ¢ alcangado
e a camada microbiana mais externa de sua estrutura
inicia a produgdo de células bacterianas planctonicas®..
O desprendimento também pode ser reflexo do fluxo do
meio aquoso que passa pelo local.

Todavia, ainda que o biofilme nao tenha
atingido uma massa denominada critica ou se
desenvolvido completamente, microrganismos
viaveis aderidos a superficie irdo apresentar a
habilidade de se desprender mesmo que o numero
de células presentes seja baixo ou variado dentro
de determinada area. Esse fendmeno é denominado
potencial de biotransferéncia e pode ser definido
como a habilidade que o microrganismo presente
na superficie do equipamento, antes ou apds o
procedimento de higienizagao, possui de contaminar
produtos alimenticios durante o processamento?.

A contaminagido de alimentos por células
microbianas sésseis ja foi demonstrada em diversos
estudos. Recentemente, Salustiano et al®® avaliaram
a recontamina¢do pds-pasteurizacdo do leite por
Bacillus cereus utilizando ribotipagem automatica. Sete
ribogrupos foram identificados e um mesmo ribogrupo
foi isolado de quatro superficies e de amostras de leite,
indicando que as superficies sdo reservatorios desta
espécie. Ravishankar et al**, estudando a ocorréncia de
contaminagdo cruzada, demonstraram que Salmonella
enterica serovar Newport, presente em carne de frango,
foi capaz de contaminar a faca de ago inoxidavel e
a tabua de corte de polietileno, sendo, em seguida,
transferida para folhas de alface. A taxa de transferéncia
da bactéria foi maior quando nenhum tratamento de
higieniza¢ao foi aplicado aos utensilios.

Tanto o desprendimento de células ou
agregados celulares da estrutura do biofilme, como
o desenvolvimento primdrio e a maturacdo, sdo
dependentes da densidade populacional e modulagao
da expressao génica, controlados por moléculas
sinalizadoras, processo este denominado quorum
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sensing. Bactérias Gram-negativas tipicamente
produzem N-acil-homoserinas lactonas (AHLs) e
Gram-positivas oligopeptideos. A concentragdo externa
destas moléculas autoindutoras aumenta em funcio
de elevagdes na densidade populacional bacteriana.
Bactérias sdo capazes de detectar a acumulagdo de
limiares minimos de estimulacido desses autoindutores,
alterando sua expressdo génica e, por conseguinte,
seu comportamento. Pela utilizacao desse sistema de
sinalizagdo bactérias sincronizam comportamentos
particulares em escala populacional, agindo como
organismos multicelulares®.

Hammer e Bassler®® observaram que o sistema
quorum sensing controla a sintese de exopolissacarideos
em Vibrio cholerae. Ja Labbate et al”’ relatam que o quorum
sensing controla a agregacdo de células na formagao do
biofilme por Serratia liquefaciens.

Mecanismos de resisténcia de biofilmes a agentes
antimicrobianos

Mecanismos de resisténcia proporcionam as
células sésseis condicdes favordveis de sobrevivéncia,
0 que as torna menos suscetiveis a erradicagao
quando comparadas aos mesmos microrganismos
sob a forma planctonica?®.

Virios fatores tém sido sugeridos para explicar
a resisténcia de biofilmes a agente antimicrobianos:
bactérias em biofilmes, particularmente aquelas
presentes nas camadas mais internas, apresentam
reduzidas taxas metabodlicas e de crescimento; a
matriz de polimeros extracelulares age como um
adsorvente, reduzindo a quantidade de antimicrobiano
disponivel para interagir com as células do biofilme;
adicionalmente, a matriz de substincias poliméricas
extracelulares pode reduzir fisicamente a penetragdo
do agente antimicrobiano; e células em biofilme sao
fisiologicamente distintas de células planctonicas e
expressam fatores de protecdo especificos, tais como
bombas de efluxo e regulons®.

Além de limitar a difusao de sanitizantes, a matriz
de exopolissacarideos pode reagir e causar a inativagao dos
mesmos™, pois sabe-se que alguns sanitizantes quimicos
podem ter sua a¢do reduzida ou mesmo eliminada na
presenga de compostos organicos, como proteinas,
polissacarideos e lipideos. Um exemplo é o hipoclorito
de s6dio (NaClO), muito utilizado em industrias de
alimentos, especialmente em laticinios.
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A aplicagao incorreta de detergentes e sanitizantes
pode também ser responsavel pela aquisi¢do da
resisténcia. Segundo Gilbert et al”, isso esta relacionado a
utilizagdo de doses subletais de agentes biocidas aplicadas
em células em biofilmes.

A densidade bacteriana no interior do biofilme
¢ outro fator que parece estar envolvido no aumento da
resisténcia. Além disso, biofilmes formados por diferentes
espécies, como os que sdo encontrados nas industrias de
alimentos, representam um maior risco, uma vez que
estas podem proteger umas as outras durante a aplicagdo
de agentes quimicos. Esse fato é causado pela diferente
resisténcia de uma respectiva espécie microbiana contra
os agentes utilizados™.

Impactos causados pela presenca de biofilmes
microbianos na industria de alimentos

Uma vez instalados, biofilmes microbianos
agem como camadas isolantes e ocasionam o
processo denominado corrosdo microbiologicamente
induzida’!, prejudicando a transferéncia de calor entre
superficies e reduzindo a vida util dos equipamentos.
Em consequéncia, ha perdas de energia e despesas
acrescidas de manutengio pela substituicdo de pecas dos
equipamentos precocemente deterioradas, bem como
diminui¢do da qualidade dos produtos.

No que se refere aos aspectos microbioldgicos,
sabe-se que, caso nao haja implantagao de sistemas de
qualidade nas industrias alimenticias e aplicagdo efetiva
de agentes de limpeza e sanitizantes, microrganismos
podem nao ser completamente removidos das
superficies e instalacbes que entram em contato com
os alimentos. A retencdo e acimulo de residuos e
microrganismos em tais ambientes contribuirdo para o
desenvolvimento de biofilmes. A adesdo a superficies
pode ser realizada por microrganismos deteriorantes ou
patogénicos, resultando em sérios problemas de saude
publica ou de ordem econdémica.

Microrganismos envolvidos no processo de adesio e
formacao de biofilmes

Biofilmes podem ser formados por quase todos
os tipos de microrganismos sob condigdes favoraveis.
Entretanto, nas industrias de alimentos sdo as bactérias
que mais frequentemente produzem biofilmes, ainda
que umas apresentem maior aptidio que outras.
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Dentre as bactérias deteriorantes, destacam-se:
Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens,
Micrococcus sp. e Enterococcus faecium?>**. Como
exemplos de bactérias patogénicas, encontram-se: P.
aeruginosa, L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7,
S. aureus e B. cereus3*3+%,

A investigacdo da composi¢cao microbiana de
biofilmes, presentes em industrias de alimentos, tem
sido realizada em diversos estudos. Esses estudos
revelam que os biofilmes formados sao constituidos
por varias espécies de microrganismos, as quais
podem variar dependendo, principalmente, dos
fatores intrinsecos e extrinsecos do ambiente em
que se encontram. Marouani-Gadri et al*%, avaliando
as superficies de uma industria de processamento
de carnes, encontraram bactérias pertencentes a
diversos géneros, como Bacillus, Staphylococcus,
Corynebacterium, Brevibacterium, Aeromonas
e Pseudomonas. Timke et al*” pesquisaram os
microrganismos presentes no biofilme formado
em uma planta de processamento de cervejas
engarrafadas e encontraram bactérias pertencentes aos
géneros Methylobacterium, Paracoccus, Acinetobacter,
Enhydrobacter, Luteimonas, Stenotrophomonas,
Pseudoxanthomonas, Xanthomonas e Citrobacter,
dentre outros.

Contudo, além da determinagdo das espécies
existentes, o nimero de microrganismos presentes na
superficie também é um pardmetro importante, capaz
de determinar se ha a formacio de biofilme maduro ou
somente adesdo bacteriana. Segundo Andrade et al*,
para se considerar um biofilme, é necessario um niimero
minimo de 10”7 UFC/cm? enquanto Ronner e Wong® e
Wirtanen et al® consideram como biofilme um ndmero
de células aderidas de 10° e 10> UFC/cm?, respectivamente.
Entretanto, é necessdrio salientar que, mesmo que o
naimero de células microbianas aderidas a superficie esteja
abaixo do necessario para se considerar a formacdo de
um biofilme maduro, ja existe o risco de contaminagéo
microbioldgica do alimento a partir de microrganismos
sésseis presentes na superficie.

Importancia da higienizag¢ao no controle de biofilmes
microbianos na industria de alimentos

Nas industrias de alimentos, a higienizagao é
dividida em duas etapas muito bem definidas: limpeza e

sanitizagdo. A limpeza tem como objetivo a remogio de
residuos organicos e inorganicos aderidos as superficies,
constituidos principalmente por proteinas, carboidratos,
gorduras e sais minerais®’. Apos a limpeza, o nimero de
microrganismos sobreviventes ainda é elevado, o que faz
da sanitizagdo procedimento obrigatdrio.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da portaria n° 15, de 23 de Agosto
de 1988, define sanitizantes ou desinfetantes como
formulagdes que tém na sua composi¢ao substancias
microbicidas que apresentam efeito letal sobre
microrganismos nao esporulados. Os sanitizantes mais
utilizados em superficies de equipamentos e utensilios
nas industrias alimenticias brasileiras sao aqueles que
possuem principios ativos dos grupos: quaternarios de
amonio, compostos inorgénicos liberadores de cloro
ativo, compostos organicos liberadores de cloro ativo,
compostos a base de acido peracético, iodo e derivados*’.
A escolha do agente sanitizante depende, principalmente,
do tipo de microrganismo a ser destruido, assim como
da natureza do equipamento a ser sanitizado.

Os sanitizantes utilizados nas industrias
dentro das condi¢des indicadas pelos fabricantes sdo
aprovados em testes como os de suspensio e diluicao
de uso, pesquisas que utilizam bactérias planctonicas®.
Em contrapartida, existem algumas recomendacdes
a sanitiza¢do de superficies industriais que levam
em consideracdo o numero de células microbianas
aderidas dentro de uma determinada area. Essas
exigéncias sdo mais validas do que testes em suspensio
por se referirem as células microbianas no estado séssil.
Para a American Public Health Association (APHA)*,
agentes sanitizantes devem eliminar as bactérias
patogénicas e reduzir o nimero de microrganismos
deteriorantes em niveis aceitdveis, como, por exemplo,
2 UFC/cm?* de microrganismos aerébios mesofilos para
superficies de a¢o inoxidavel ao fim do processo de
higieniza¢ao. Segundo Andrade et al®, muitas vezes a
recomendagdo americana é considerada rigida para as
condigdes brasileiras e, por isso, alguns pesquisadores
e algumas institui¢des admitem contagens de até 50
UFC/cm? de superficie.

Intimeras pesquisas, baseadas na redugao do
numero de microrganismos aderidos a superficie
ap6s tratamento com sanitizantes quimicos, tém
sido realizadas. Rossoni e Gayllarde** observaram
redugdo do numero de células de P. aeruginosa, E. coli
e S. aureus, aderidas sobre superficie de ago inoxidavel,
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apos tratamento com hipoclorito de so6dio. Cabega
et al* verificaram reducdo do numero de células de
L. monocytogenes, aderidas sobre superficie de ago
inoxidavel, apos tratamento com diferentes sanitizantes
(iodo, biguanida, compostos quaternarios de amonio,
acido peracético e hipoclorito de sddio).

Neste contexto, alternativas nio convencionais
de sanitizacdo ou até mesmo novas ferramentas de
controle de biofilmes também vém sendo estudadas,
tais como: ruptura da matrix de substancias poliméricas
extracelulares pela agdo de enzimas*, adsor¢do de um
biossurfactante anionico a superficies para auxiliar
a sanitizacdo por agentes quimicos?, aplicagdo de
irradiagao gama®®, dleo essencial de Cymbopogon citratus
e Cymbopogon nardus® e nisina®.

De maneira geral, para que as recomendagoes de
qualidade microbioldgica sejam alcangadas, a adogdo
de efetivos programas de limpeza e sanitizagdo, bem
como a utilizacdo de matéria-prima de qualidade e
a adogdo de praticas higiénico-sanitarias por parte
dos colaboradores, sio fundamentais. Para tanto, a
aplicagdo de ferramentas de controle de qualidade ¢é
imprescindivel. As Boas Praticas de Fabrica¢ao (BPF)
e os Procedimentos Padrao de Higiene Operacional
(PPHO), que sdo pré-requisitos do sistema de Andlise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
abordam, dentre outros, os principios basicos de
higiene industrial, como: higiene de instalagdes, de
equipamentos e de utensilios utilizados no preparo
de alimentos. As BPF e os PPHO sao os requisitos
minimos para a obtengdo de alimentos seguros e devem
ser utilizadas por todas as industrias alimenticias que
desejam produzir alimentos com esta caracteristica.

CONSIDERACOES FINAIS

O controle de biofilmes microbianos ¢ de
grande importancia para a industria de alimentos,
uma vez que estes podem causar prejuizos econdmicos
ou problemas de saude publica. Dessa forma, a
compreensdo do conceito de biofilmes microbianos
e de aspectos inerentes a sua estrutura e composicao,
bem como de seu processo de formagdo, sdo
fundamentais para o desenvolvimento de estratégias
de controle efetivas e entendimento do risco que estes
representam as industrias de alimentos. No que diz
respeito a essas estratégias de controle, a utilizacao
de um processo de higienizagao eficiente, que abranja
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corretamente as etapas de limpeza e sanitizagéo, é
fundamental. Para isso, a ado¢do de ferramentas de
controle de qualidade é imprescindivel.
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