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ESTRATEGIAS PARA CONTROLE DE BIOFILMES NA
INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Introdugdo

A histéria do biofilme data o século XVII, onde Antonie
van Leeuwenhoek observou que em amostras de tartaro
provenientes dos dentes, havia a presenga de uma “massa”
gue posteriormente foi identificada por Leeuwenhoek através
de um microscépio como sendo células de bactérias
agregadas (LEEUWENHOEK, 1684 citado por SLAVKIN, 1997).
Somente houve uma publica¢do descrevendo os biofilmes em
1943, onde Claude Ephraim ZoBell estudou a adesdo de
microrganismos marinhos em cascos de navios e em outros
tipos de superficies submersas (ZOBELL, 1943 citado por
MENOITA et al., 2012). Posteriormente, Costerton, Geesey e
Cheng (1978) introduziram o termo biofilme ao constatar
através do uso de técnicas mais avancadas que os
microrganismos se encontram aderidos a superficies ao invés
de estarem na forma dispersa em suspensao.

Desde entdo, o conceito de biofilme se atualizou e
pesquisas vém sendo realizadas nas diversas dreas
relacionadas com a ecologia microbiana (MASCARENHAS et
al., 2010). Atualmente o termo biofilme é definido como um
conjunto de células microbianas as quais estdo aderidas as
superficies bidticas ou abidticas, envolvidas numa complexa
matriz extracelular de substancias poliméricas e nutrientes
gue pode ser descrita como uma rede gelatinosa que imobiliza
e protege as células (MENOITA et al, 2012; OLIVEIRA;
BRUGNERA; PICCOLI, 2010). A matriz é responsavel pela



resisténcia das células do biofilme a condi¢Ges de estresse,
como falta de agua ou nutrientes e presenca de agentes
antimicrobianos (KIVES; ORGAZ; SANJOSE, 2006).

Microrganismos patogénicos e deteriorantes podem
formar biofilmes nas superficies das plantas de
processamento de alimentos causando riscos de
contaminagdes através desprendimento de células
microbianas que estavam fortemente aderidas. Essa liberagao
de células aderidas a superficie do equipamento resulta, na
maioria das vezes em transferéncia do microrganismo para o
alimento a medida em que ocorre a sua produgdo (SOUZA et
al., 2014). Os equipamentos e utensilios presentes na
industria  alimenticia quando ndo s3do higienizados
corretamente, estdao  propensos a  contaminagao
microbioldgica devido as superficies industriais Umidas e a
matéria prima organica fornecerem de substrato para o
desenvolvimento e persisténcia dos biofilmes, os quais podem
causar diversos problemas, uma vez que o biofilme
microbiano tem o potencial de atuar como fonte recorrente
de transmissdo de deteriorantes e patdégenos que
comprometerdao a qualidade do alimento e representarao
riscos a saude publica (BRIDIER et al., 2015; CAIXETA, 2008;
MUCKE, 2016).

O conceito de inocuidade na industria de alimentos
estd relacionado ao controle rigoroso na escolha da matéria-
prima e higienizacdo (GERMANO; GERMANO, 2008). A
higienizacdo tem como objetivo a preservacdao da qualidade
microbioldgica dos alimentos através de controle e prevencao
da formacdo de biofilmes, de modo a obter um produto com



qualidades nutricionais, sensoriais e condi¢do higiénico-
sanitaria satisfatdria, ndo acarretando nenhum tipo de risco a
saude ao consumidor (CAIXETA, 2008). No processo de
higienizacdo, tem-se o procedimento de limpeza, no qual hd a
remocdo de residuos organicos e minerais aderidos a
superficie, os quais sdao formados em sua maioria por
proteinas, gorduras e sais minerais. O processo posterior a
limpeza é chamado de sanitizacdo. Essa etapa visa a
eliminacdo de microrganismos patogénicos ou a reducao
destes a niveis aceitdveis (MACEDO; BARRA, 2007). As falhas
nos procedimentos de higienizacao permitem que os residuos
aderidos aos equipamentos e superficies transformem-se em
potencial fonte de nutrientes para a formacdo de processos
de adesao até a fase irreversivel desse processo (KASNOWSKI,
2010).

Segundo Carvalho et al. (2019), os locais que mais
favorecem a formacdo de biofilmes s3do cantos, juntas,
articulag¢des, fendas em tubulag¢des ou sistemas de tubulagdes
sem saida. As empresas geralmente utilizam solucdes a base
de cloro ou de acido peracético para sanitizacdo destes
ambientes, os quais sdo responsaveis por penetrar na matriz
de exopolimeros, acessando as células microbianas causando
sua inativacdo e remocgdo dos microrganismos e/ou biofilmes
(SOUZA et al., 2014). Entretanto, quando o programa de
higienizacdo é ineficiente, pode haver desenvolvimento de
resisténcia dos microrganismos aos agentes antimicrobianos
utilizados, através da exposi¢cdo a concentracdes subletais de
sanitizantes durante essa etapa do processo (PEREIRA, 2014).
Yu et al. (2021) comprovaram através de pesquisas que



concentra¢gdes subletais de cloreto de benzalconio
(sanitizante quimico) aumentaram a formagao de biofilme de
Escherichia  coli, promovendo a producdo de
exopolissacarideos (EPS) durante o desenvolvimento do
biofilme.

Nesse contexto, o desenvolvimento e aplicacdo de
novas técnicas que possam complementar ou até mesmo
substituir o uso de sanitizantes quimicos utilizados no
processamento de alimentos pela industria se faz necessario.
Diversos pesquisadores tém estudado a utilizacdo de métodos
alternativos para o controle de biofilmes. Rodrigues et al.
(2018) avaliaram a eficacia do uso de dleo essencial de
orégano (Origanum vulgare) e carvacrol na remocdo de
biofilmes de Staphylococcus aureus, enquanto Wei et al.
(2020) examinaram os efeitos da floretina sob o quorum
sensing de biofilmes formados por Listeria monocytogenes.
Outra linha de pesquisa realizada por Cui et al. (2021), foi o
tratamento de biofilmes de L. monocytogenes cultivados em
aco inoxidavel utilizando plasma frio de nitrogénio e ainda
neste mesmo ano, Sun et al. (2021) testaram a combinac3do de
ultrassom com acido clorogénico para a inativacdo de
biofilmes de S. aureus. Posteriormente, Eid et al. (2022)
pesquisaram o uso de terapia bacteriofagica como alternativa
para a reducdo de biofilmes de Escherichia coli
multirresistente em cortes de frangos. Dessa forma, esse e-
book tem como objetivo apresentar estudos recentes
publicados nos ultimos anos acerca de técnicas quimicas,
fisicas ou de suas combinagdes frente a formacao de biofilmes



microbianos na industria de alimentos, com énfase no seu
controle e na sua inibigao.

Biofilmes bacterianos

A comunidade de biofilme pode ser classificada em
monoespécies ou multiespécies. Ao examinar comunidades
maduras de biofilmes, observou-se que sua composicado se da
principalmente por biofilmes multiespécies complexos
(STOODLEY et al., 2002). Segundo dados fornecidos pelo
Ministério da Saude, os quatro agentes etioldgicos mais
identificados nos Surtos de Doencas de Transmissao Hidrica e
Alimentar (DTHA) no Brasil entre os anos de 2012 a 2021 sdo:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e
Bacillus cereus, os quais sao responsaveis por 60,9 % dos casos
(BRASIL, 2022). Geralmente estes agentes estdo envolvidos na
formacao de biofilmes na industria de alimentos. Portanto,
para inibir e controlar a formacao de biofilmes bacterianos,
faz-se necessario entender como se dd o processo de
interacdo entre os tipos de superficies e o biofilme desde a
etapa de adesdo celular inicial até o final do seu
desenvolvimento.

A adesdao microbiana em superficies ou células estd
relacionada com um processo fisico-quimico, o qual é
determinado por forcas de Van der Waals, forgas
eletrostaticas e estéricas atuando entre as células e a
superficie de fixacdo (MICHIELS, 2010). Estima-se que cerca de
95 a 99 % dos microrganismos existem na forma de biofilmes



nos ambientes naturais (NIKOLAEV; PLAKUNQV, 2006). O
desenvolvimento do biofilme pode ocorrer em variadas
superficies que tenham a presenca de algum substrato o qual
é necessdrio para seu desenvolvimento, em se tratando da
industria de alimentos, destacam-se as superficies de aco
inoxiddvel, vidro, polipropileno, féormica, ferro, polietileno de
baixa densidade e policarbonato (CARVALHO, 2019).

A formacao do biofilme, ilustrada esquematicamente
na Figura 1, engloba diversas etapas que variam desde a
fixacdo do microrganismo a superficie até sua maturacdo e
formacao. O processo de construgao e desenvolvimento dessa
complexa matriz microbiana aderida a algum tipo de
superficie pode durar de horas até semanas, estando
condicionada ao seu meio, o que posteriormente ird causar o
desprendimento de células e de exopolissacarideos (EPS) para
o meio circundante (KASNOWSKI et al., 2010; MARTIN et al.,
2015).

No primeiro estagio da formacgao do biofilme ocorre a
adesdo reversivel do microrganismo a superficie podendo esta
ser abidtica ou bidtica (KASNOWSKI et al., 2010). Diversos
fatores influenciam a etapa de adesdao do microrganismo a
superficie, dentre eles, tem-se a carga superficial, a presenca
de fimbrias, flagelo, pH, forca i6nica ou EPS (ZERAIK, 2009).
Nesta etapa, as células possuem baixa intera¢do e ocorre a
producdo de EPS que complexam os materiais da superficie e
os receptores especificos localizados nos flagelos, pili ou
fimbrias (CARELI, 2009).



Figura 1: Estagios de desenvolvimento dos biofilmes.

Fonte: Adaptada de DIRCKX E DAVIES, 2005.

Conforme ha o acumulo de nutrientes (Estagio 2), as
células iniciais multiplicam-se formando col6nias e, caso nao
haja a interferéncia mecanica ou quimica nesta etapa, a
adesdo deste biofilme se torna irreversivel (KASNOWSKI et al.,
2010).

Durante o processo de adesdo irreversivel ocorre a
ancoragem de apéndices celulares como pili, flagelo e
proteinas adesina, em conjunto da producdo de substancias
poliméricas extracelulares, promovendo o fortalecimento das
ligacdes entre as células e a superficie (CHRISTENSEN;
CHARAEKLIS, 1990). Na préxima etapa hd o crescimento do
biofilme em uma arquitetura tridimensional (Estagio 3), na
qual a concentracdo celular aumenta e algumas células
alteram seus processos fisioldgicos passando a crescer em
anaerobiose devido as condigdes ambientais (STOODLEY et
al., 2002). Em seguida, tem-se a etapa de maturac¢do a qual



ocorre a geragao de uma complexa arquitetura (Estagio 4),
canais e poros para o transporte de nutrientes, ocorrendo
também o desenvolvimento da comunicacdo entre espécies
chamado de quorum sensing (DAVIES et al., 1998; STOODLEY
et al.,, 2002). Durante a adesdo irreversivel, um parametro
importante a ser avaliado é o numero de microrganismos em
estado séssil na superficie. De acordo com concentragao
microbiana aderida, pode-se determinar se hd a formacdo de
um biofilme maduro. Segundo Andrade (2008), para se
considerar um biofilme, é necessaria uma concentracdo de
células sésseis em torno de 107 UFC/cm?, enquanto Ronner e
Wong (1993), consideram como biofilme um numero de
células aderidas de 103 e 10°> UFC/cm?.

No quinto e ultimo estagio, o biofilme é capaz de se

desprender e liberar de células planctonicas ou microcol6nias,
podendo também eliminar toxinas produzidas para o meio
(MARTIN et al., 2015; MITTLEMAN, 1998).
Apds as células de biofilmes se fixarem irreversivelmente a sua
remocao é dificil, o que acaba requerendo aplicacdo de forcas
mecanicas ou quimicas (SINDE; CARBALLO, 2000). Dessa
forma, diversas técnicas emergentes (Tabela 1) que envolvem
forcas mecanicas e quimicas, separadas e em conjunto serdo
abordadas posteriormente com o intuito de controlar e inibir
a formacdo dos biofilmes.



Tabela 1 - Estratégias abordadas para controle de biofilmes formados por diferentes microrganismos
na industria de alimentos

Tratamento Tipo de biofilme Referéncia
Plasma frio de nitrogénio e bacteriéfago E. coli 0157:H7 Cui et al. (2018)
Plasma frio atmosférico S. enteritidis Gabriel et al. (2018)
Oleos essenciais de tomilho e melaleuca E. coli Sadekuzzaman et al. (2018)
Plasma frio L. monocytogenes e S. enterica Timmons et al. (2018)
eofgcsjs-::rr:z;?cie alecrim pimenta, craveiro e tomilho, S. aureus Vazquez-Sanchez et al. (2018)
Desinfetante de 6leo essencial de manjerona em pH E coli Vidacs et al, (2018)

acido

S. Typhimurium e L.

Radiagdo UV-C Yoon et al. (2018)

monocytogenes
Endolisina LysCSA13 S. aureus Cha, Son e Ryu (2019)
Solugdo de cloro e acido latico E. coli e L. monocytogenes Chhetri et al. (2019)
Radiagdo UV-C Alicyclobacillus spp. Do Prado et al. (2019)
Radiagdo UV-C P. aeruginosa Gora et al. (2019)
Coquetel de bacteriéfagos LPSTLL, LPST94 e LPST153 S. Typhimurium Islam et al. (2019)

Oleo essencial de canela e eugenol E. colie S. aureus Millezi et al. (2019)



Plasma frio atmosférico de alta tensao

Plasma frio de nitrogénio

Oleo essencial de orégano, cido pirtvico e acido
succinico

Extrato fendlico de pitanga, furanona, canamicina e
gentamicina

Ultrassom, dgua eletrolisada acida e 4gua com oz6nio
Radiagdo UV-C e dleo essencial de cravo

Bacteriofago AZ0145A

Bacteriofago FP43

Pds bidtico BALs

Plasma frio

Flavourzyme

Isoeugenol

Radia¢do UV-C, hipoclorito de sddio e dgua eletrolisada
levemente 4cida

Vitamina C

Ultrassom de alta intensidade e diéxido de cloro

L. monocytogenes, E. coli, S.
Typhimurium e P. fluorescens

S. Typhimurium

S. Typhimurium

S. liquefaciens

S. aureus
S. Typhimurium
E. coli 0:145
E. coli

P. aeruginosa
L. monocytogenes e S.
Typhimurium
E. coli

P. aeruginosa

V. parahaemolyticus

E. coli

S. aureus

Pantage et al. (2019)
Lin et al. (2020)

Mohan e Purohit (2020)

Rodrigues et al. (2020)

Shao et al. (2020)
Silva-Espinoza et al. (2020)
Wang et al. (2020)
Zhang et al. (2020)
Aman et al. (2021)

Katsigiannis et al. (2021)

Nahar et al. (2021)
Rajesh et al. (2021)

Roy et al. (2021)

Shivaprasad et al.
(2021)

Yu et al. (2021)

10



Superficie bifuncional: 2-hidroxietil metacrilato e acido
3-(acrilamido)fenilborénico

Coquetel de bacteriéfagos LMPCO01, LMPCO02 e LMPCO03
Radia¢do UV-C, acido peroxiacético e acido latico

Oleo essencial de cravo e 6leo essencial de orégano
Radiagao UV-C

Ultrassom e acido clorogénico

Composto eugenol, composto timol e pds-bidtico BAL
1.27

Ultrassom, acido citrico, acido latico, acido malico,
acido acético e dgua

Coquetel de bacteriéfagos EP75 e EP335

Endolisina LysSTG2

Bacteriofago FP43 e solucdo clorada levemente acida e
aquecida

Revestimento multifuncional: Acido hialurénico,
guitosana quaternizada e acilase

P. aeruginosa e S. aureus

L. monocytogenes
S. enteritidis
S. Derby
P. aeruginosa

S. enteritidis

V. parahaemolyticus, P. aeruginosa e E.

coli

E. coli e L. monocytogenes

E. coli

P. aeruginosa

E. coli0157:H7 e E. coli 091:H

P. aeruginosa

Zou et al. (2021)

Byun et al. (2022a)
Byun et al. (2022b)
Liu et al. (2022)
Ma et al. (2022)
Sun et al. (2022)

Toushik et al. (2022)

Turhan et al. (2022)

Witte et al. (2022)
Zhang et al. (2022a)

Zhang et al. (2022b)

Zou et al. (2022)

Fonte: Ferreira, 2022.
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Inibi¢do do Quorum Sensing

Quorum sensing (QS) é conhecido como um sistema
para comunicacao célula-célula utilizado por bactérias, no
qual as células bacterianas se comunicam entre si por meio de
liberacdo, deteccdo e resposta a pequenas moléculas de sinais
conhecidas como autoindutores (Ais) (PENG et al., 2018). A
comunicagdo de superficie de um grupo de bactérias é de
extrema importancia na formacdo do biofilme, coordenando
atividades comuns e processos fisioldgicos, como simbiose,
formacdo de esporos, sintese de antibidticos, competéncia
genética, apoptose e viruléncia (MISHRA et al, 2020;
SUBRAMANI; JAYAPRAKASHVEL, 2019). Conforme hd o
aumento do biofilme, ocorre o aumento na concentragdo
extracelular da molécula sinalizadora, até que atinja uma
determinada quantidade a qual o grupo de microrganismos
detecta a molécula sinalizadora e responde com uma
alteracdo em toda a populacdo presente no biofilme,
permitindo que as bactérias funcionem como organismos
multicelulares e obtenham beneficios que nunca poderiam
obter individualmente (BASSLER; LOSICK, 2006).

Pesquisas promissoras estdo sendo realizadas com o
intuito de prevencdo da comunicacdo quorum sensing com o
objetivo de conter a formacdo de biofilmes (AL-SHABIB et al.,
2020; LI et al., 2022; MOLINA et al., 2020; SHARAHI et al.,
2019; YIN et al., 2022; YU et al., 2021a). Os processos que tém
como objetivo a inativacdo de sinais de quorum sensing sdo
conhecidos como quorum quenching (QQ) (DONG et al.,
2001). O quorum quenching possui natureza diversa (enzimas
e compostos quimicos), modo de agao (clivagem do sinal QS,
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inibicdo competitiva, etc.), todas as etapas principais da via QS
(sintese, difusdo, acumulagdo e percep¢do dos sinais QS)
podem ser afetados. Usualmente, as enzimas responsaveis
por inativar os sinais QS sdo chamadas de enzimas QQ,
bactérias que secretam enzimas QQ sdo chamadas de
bactérias QQ e os produtos quimicos que interrompem as vias
QS sdo chamados de inibidores de QS (QSls) (GRANDCLEMENT
et al., 2015). O conhecimento e o desenvolvimento de novas
pesquisas relacionadas a comunicacdo quorum sensing pode
auxiliar na identificacdo de moléculas especificas da espécie
e/ou desenvolvimento de intervenc¢des as quais poderiam ser
empregadas para controlar ou inibir os comportamentos de
deterioracdo e patdégenos regulados por QS, impactando
positivamente na qualidade e seguranca dos alimentos
(SKANDAMIS; NYCHAS, 2012).

Portanto, a utilizacdo de compostos antimicrobianos
gue inibem o QS sera capaz de inibir o desenvolvimento do
biofilme bacteriano. Zou et al. (2022) realizaram uma pesquisa
visando um revestimento multifuncional frente a
Pseudomonas aeruginosa. Tal revestimento atuou em
diferentes estagios de formacao do biofilme, repeliu a adesao
inicial, inibiu a maturacdo do biofilme no estagio
intermediario, interferiu no processo de QS e matou as
bactérias. Os componentes escolhidos foram o 4cido
hialurénico, quitosana quaternizada e acilase (Si-AQH), os
guais sdo antiadesivo, bactericida e anti-QS, respectivamente.
Como resultado, o revestimento demonstrou propriedades
antibiofilme frente a P. aeruginosa, onde no terceiro dia, em
comparacgao com a superficie ndo modificada, a superficie de
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Si-AQH diminuiu a velocidade de multiplicagdo bacteriana e
producdao de biomassa com redugao de 98 % e 71 %,
respectivamente. Passados 28 dias, a taxa de reducdo do
biofilme da superficie Si-AQH ainda se apresentava acima de
90 %. Zou et al. (2021) também pesquisaram uma superficie
bifuncional composta por um polimero anti-incrustante e uma
molécula antibiofilme natural que interfere no quorum
sensing, encontrando resultados que inibiram a formacdo de
biofilme de P. aeruginosa e S. aureus.

Com o objetivo de avaliar a eficacia antibiofilme da
Vitamina C contra de Escherichia coli através da interferéncia
QS, Shivaprasad et al. (2021), descobriram que o tratamento
com Vitamina C demonstrou uma reducao de 5,8 vezes na
producdo de EPS (0,5 pg/uL) quando comparada com o
controle (2,9 pg/uL), indicando que a Vitamina C anula os
sinais QS, a produg¢dao de EPS e regula negativamente a
expressao génica responsavel pela producdo de moléculas
produtoras de QS (HSL, homoserina lactona), as quais se
desintegraram ainda mais na presenca dos radicais livres.
Nahar et al. (2021) utilizaram Flavourzyme, um aditivo
utilizado pela industria de alimentos para diminuir o amargor
e realcar o sabor, com o objetivo de avaliar a sua interferéncia
na comunicagdo QS, evitando a formacao de biofilmes de
Escherichia coli. Os resultados demonstraram que
Flavourzyme consegue romper a matriz EPS por degradagao
de proteinas adesinas que estdo envolvidas principalmente na
agregacao e fixacdo celular. Ambas as pesquisas confirmam
gque a interferéncia no QS traz resultados desejados
principalmente nas etapas de formacdo do biofilme como a
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diminui¢do da producdo de EPS responsdveis pela fixagdo do
biofilme nas superficies.

Rajesh et al. (2021) avaliaram a influéncia do
isoeugenol na inibicdo da expressao de viruléncia regulada por
QS e na formagao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa.
Apds testes de concentragdes variadas de isoeugenol, os
autores definiram uma concentragao de 400 uM para avaliar
os fatores antiviruléncia e antibiofilme. Os resultados
encontrados demonstraram que o tratamento se fez eficaz,
inibindo mais de 70 % do crescimento do biofilme, afetando a
producdo de piocianina, ramnolipidio, exopolissacarideo e
formacao de biofilme. Aman et al. (2021) estudaram sobre a
interferéncia de metabdlitos secundarios ndo téxicos
produzidos por bactérias laticas (BALs) isolados de varias
fontes, com o objetivo de extincdo de quorum frente
Pseudomonas aeruginosa. Os autores identificaram que os
extratos brutos e fragdes purificadas (isolados de leite de vaca)
de Lactobacillus fermentum e Pediococcus pentosaceus
inibiram em cerca de 30 % e 25 % respectivamente, o
crescimento biofilmes de Pseudomonas aeruginosa na faixa
de concentragdo de 500 pg/mL, indicando uma atividade
antibiofilme significativa.

Rodrigues et al. (2020) conquistaram a reducdo da
formacdo de biofilme por Serratia liquefaciens através da
interrupcdo do sistema QS com o uso de furanona e extrato
fendlico de pitanga, além de aumentar a susceptibilidade do
biofiime a compostos antimicrobianos (canamicina e
gentamicina). Os compostos presentes no extrato da planta
inibem a atividade enzimatica, alteram a solubilidade lipidica
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da membrana celular ou se integram com proteinas nao
especificas dos microrganismos (DA SILVA et al., 2020).

Controle de Biofilme Através de Métodos Quimicos
Oleos essenciais

Os Oleos essenciais (OE) sdo compostos naturais
volateis e complexos, caracterizados por um odor forte e
formados por plantas aromaticas como metabdlitos
secunddrios. Sdo liquidos, limpidos e raramente coloridos,
soliveis em lipidios e solventes organicos, exibindo
densidade, geralmente, inferior a da agua (BAKKALI, 2008;
DHIFI et al., 2016). Podem ser extraidos de vdrias partes da
planta, como brotos, cascas, ervas, flores, folhas, frutos,
galhos, madeira, sementes e raizes (BURT, 2004).

Existem varias técnicas utilizadas para a extracdo de
6leos essenciais que deve ser escolhido conforme a finalidade
do seu uso. Estes podem incluir a destilacdo de alta ou baixa
pressdao empregando a dgua ou vapor, extracdo por solventes,
extracdo por fluidos supercriticos, effleurage (extragao
utilizando gordura animal ou vegetal), entre outros métodos
(BAKKALI, 2008; EDRIS, 2007; SURBURG; PANTEN, 2006). A
composicao do produto extraido pode conter variacées de
gualidade devido a espécie vegetal, condi¢des climaticas,
composicao de solo, estagio do ciclo vegetativo e qual parte
de planta foi utilizada para a producdo (ANGIONI et al., 2006;
MASOTTI et al., 2003). Desse modo, para a obtencdo de déleos
essenciais de composicdo constante, é necessario a extracao
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nas mesmas condigdes, sob o mesmo clima, solo e colheita da
planta na mesma época (BAKKALI, 2008).

A atividade antimicrobiana dos dleos essenciais esta
associada aos seus constituintes ativos. Estes compostos
podem ser separados em quatro grupos baseados de acordo
com suas estruturas quimicas que s3ao o0s terpenos,
terpendides, fenilpropenos e outros como, por exemplo, a
alicina (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). A primeira
interagdo entre a célula microbiana e o dleo essencial pode
ocorrer por meio da difusdo passiva da molécula do composto
ativo, onde em bactérias Gram-positivas e fungos acontece
através da parede celular e em bactérias Gram-negativas pela
membrana externa. Elevadas concentracdes ou longos
periodos de exposicdo ao OE podem causar maiores danos a
parede celular e a membrana citoplasmatica, ocasionando o
aumento da permeabilidade e ruptura da estrutura e suas
diferentes camadas de polissacarideos, acidos graxos e
fosfolipideos, resultando na perda de macromoléculas, como
o DNA e proteinas, sendo responsavel morte celular do
microrganismo (BAKKALI, 2008; HAMMER; CARSON, 2010).

Millezi et al. (2019) verificaram a atividade antibiofilme
do dleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) e de
eugenol frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus em
cupons de aco inoxidavel. Nesta pesquisa, foram utilizadas
cinco concentracgdes, variando de 0,0 % a 1,92 % para o dleo
essencial de canela e uma concentracdo de 0,76 % para o
eugenol. Os resultados obtidos demonstraram reducdes
significativas (p < 0,05) e prevencdo na formacdo das
comunidades bacterianas neste tipo de superficie, sendo que
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a concentracao de 1,92 % do éleo essencial de canela foi a que
apresentou melhor eficicia. Para os biofilmes de E. coli
houveram redugdes de 5,91 log UFC/cm? com a utilizacdo de
C. zeylanicum e 3,65 log UFC/cm? com o eugenol, enquanto,
biofilmes de S. aureus reduziram 2,2 log UFC/cm? e
5,17 log UFC/cm? com o eugenol e dleo essencial,
respectivamente. Sadekuzzaman et al. (2018) também
alcancaram boas redugdes para biofilmes formados por E. coli
em acgo inoxidavel apds tratamento com dleos essenciais de
tomilho (Thymus vulgaris) e melaleuca (Melaleuca
alternifolia), sendo, de 1,4 a 3,0 log UFC/cm? para o tomilho e
1,8 a 2,8 log UFC/cm? com a melaleuca. Vidacs et al. (2018)
conseguiram a total eliminacdo do biofilme de E. coli em
superficies de polipropileno apdés o uso da solucdo
desinfetante de dleo essencial de manjerona (Origanum
majorana) em pH acido.

Toushik et al. (2022) avaliaram a efetividade
antibiofilme da combina¢do de compostos encontrados em
6leos essenciais (eugenol e timol) com pds-bidtico (produtos
ou subprodutos metabdlicos secretados por bactérias) BAL
J.27 contra Vibrio parahaemolyticus, = Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, em diferentes superficies
(borracha, polietileno de baixa densidade (PEDB) e filé de lula).
Os dados encontrados indicaram que a combinacdo do pds-
biético com o timol proporcionou a maxima eficacia na
reducdo das células dos biofilmes, atingindo 2,80 log UFC/cm?
para E. coli na borracha e 2,70 log UFC/cm? para P. aeruginosa
no PEDB. Na superficie da lula, a combinagdo dos dois tipos de
tratamentos resultou em uma diminuicdo significativa (p <
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0,05) para os trés patégenos analisados. Apds sete dias de
experimento, a contagem das células dos microrganismos
ficaram abaixo dos niveis de deteccdo, demonstrando que
guanto maior for o tempo de exposicdo dos biofilmes a
combinacdo destes tratamentos, maior sera a eficacia
antibiofilme. Seguindo esta mesma linha de pesquisa,
Vazquez-Sanchez et al. (2018) obtiveram reducao significativa
de aproximadamente 99,99 % das células do biofilme de
Staphylococcus aureus em superficies de manipulacdo de
alimentos apds a utilizacdo de combinacGes binarias de trés
6leos essenciais (alecrim pimenta, craveiro e tomilho) e acido
peracético.

Liu et al. (2022) analisaram os efeitos inibitorios dos
6leos essenciais de cravo (Syzygium aromaticum) e orégano
(Origanum vulgare) na formacdo de biofilmes de Salmonella
Derby isolada de uma planta de processamento de carne
bovina. Os pesquisadores determinaram a concentragdo
inibitéria minima (CIM) para cada um dos éleos essenciais,
sendo 0,8 mg/mL para o cravo e 0,2 mg/mL para o orégano e
a partir desta informacdo foram criadas quatro diferentes
concentragdes, que posteriormente foram utilizadas no
estudo. Os resultados obtidos demonstraram que utilizando
apenas o valor inibitério minimo de cada dleo essencial foi o
suficiente para alcancarem taxas superiores a 90 % na inibicdo
da formacdo de biofilmes. Outra concentracdo que também
apresentou bons resultados foi a de 1/8 CIM, no qual o dleo
essencial de cravo exibiu o melhor efeito, atingindo 90,29 %,
enquanto o 6leo essencial de orégano atingiu apenas 48,79 %
de inibicdo. Mohan e Purohit (2020) também estudaram a
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atividade do éleo essencial de orégano em combinagao com
dois 4cidos organicos (pirdvico e succinico) na redugao de
Salmonella Typhimurium em cupons de ago inoxidavel, onde
alcancaram uma reducdo de aproximadamente 4 log
UFC/cupom apds expor os biofilmes por cinco minutos a
combinagado destes tratamentos.

Bacteridéfagos

Os bacteridfagos sdo virus que infectam
especificamente bactérias, sendo inofensivos para animais,
humanos e plantas. Descobertos em 1915, eles tém sido
largamente utilizados na medicina humana, veterindria e
também em vdrios ambientes agricolas. Como parasitas
obrigatdrios, os fagos podem causar a lise celular para a
liberacdo de particulas virais recém-formadas, através da via
litica ou levar a integracdo da informacdo genética no
cromossomo bacteriano sem causar a morte celular por a via
lisogénica (GARCIA et al., 2008; SILLANKORVA; OLIVEIRA;
AZEREDO, 2012). Suas propriedades sdo atrativas para
aqueles que buscam novas formas para controlar os
patégenos de origem alimentar, pois na auséncia das bactérias
alvo, os bacteriofagos se decompdem em particulas bioldgicas
comuns (aminoacidos e acidos nucléicos) e sdao naturalmente
absorvidas pelo ambiente (HAGENS; OFFERHAUS, 2008;
HUDSON et al., 2005).

Assim como todos os virus, os bacteriéfagos sdo
constituidos de DNA ou RNA revestidos por uma capa de
proteina chamada capsideo, em alguns fagos esta estrutura é
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coberta por uma cauda que contém lipidios que
desempenham, provavelmente, a funcdo da adesdo do
bacteriéfago a parede celular do hospedeiro. O acido nucléico
pode ser composto por fita simples ou dupla e em sua
estrutura préxima a cauda, pode ser encontrado a placa basal
com uma a seis fibras. Muitos bacteriéfagos variam em forma
e tamanho, podendo abranger de seis a mais de cem genes
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996).

Com base nos ciclos bioldgicos, os bacteridfagos
podem ser classificados em dois tipos: bacteriéfagos liticos
(virulentos) ou bacteriéfagos lisogénicos (temperados). Os
fagos virulentos se multiplicam dentro da célula hospedeira
bacteriana, injetando seu genoma e utilizando a maquinaria
molecular do hospedeiro para a sua reproducao, apés montar
sua progénie, ocorre a lise da célula para que estes sejam
liberados. Para a ruptura da célula hospedeira, a maioria dos
fagos liticos utilizam as proteinas holinas, responsaveis pela
perfuracdo da membrana citoplasmatica bacteriana e
funcionam como ferramenta de sinergia para as endolisinas.
Fagos temperados se diferenciam na maneira em que
infectam seu hospedeiro, pois para que ocorra o ciclo
lisogénico, o genoma do fago devera permanecer dormente
como um profago e sua replicacdo acontecera junto com seu
hospedeiro, sendo passado sucessivamente por geracdes
bacterianas e posteriormente, devido a estimulos externos, o
ciclo lisogénico é alterado para um ciclo litico ativo (CISEK et
al., 2016; KUTTER; SULAKVELIDZE, 2004).

Cha, Son e Ryu (2019) estudaram a eficacia de reducdo
de biofilmes formados por Staphylococcus aureus em diversas
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superficies de contato com alimento através do uso da
endolisina LysCSA13. Os pesquisadores aplicaram diferentes
concentragdes de LysCSA13 (50 nM a 1000 nM) nas superficies
de polietileno, aco inoxiddvel e vidro e incubaram as amostras
por 37 °C no periodo de 2 horas. Posteriormente, foi relatado
gue a concentra¢do de 300 nM de endolisina foi suficiente
para a diminuicdo do biofilme das cepas testadas em
polietileno e que qualquer concentracdo acima desta
apresentou atividade saturada. Para as outras duas
superficies, a concentracdo de 300 nM ou maiores
concentragbes de endolisina apresentaram redugdes de
aproximadamente 82 % a 92 % nas amostras aderidas ao ago
inoxiddvel e vidro, respectivamente, indicando que o
tratamento de 1 hora com 300 nM de LysCSA13 é suficiente
para a eliminacdo de biofilmes estafilocdcicos. Zhang et al.
(2022a) obtiveram a diminuicdo de 99,99 % das células de
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas putida
apods aplicacdo da endolisina LysSTG2 em superficies de
poliestireno e ago inoxidavel.

Byun et al. (2022a) analisaram a eficdcia de erradicagao
do coquetel de fagos contra biofilmes jovens e maduros de
Listeria monocytogenes formados em trés superficies de
contato com alimento. Para a formacao dos biofilmes jovens
foi necessaria a incubacdo da espécie bacteriana pelo periodo
de 24 horas, enquanto que para o maduro foi preciso 72 horas.
Apds isso, estes biofilmes foram tratados com 20 mL de
coquetel de fagos (LMPCO1, LMPC02 e LMPCO03) por 8 horas
nas temperaturas de 4 °C, 15 °C e 30 °C. Como resultado, a
eliminacdo através do tratamento com o coquetel de fagos se
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mostrou melhor nas populagdes de L. monocytogenes em
biofilmes jovens, atingindo a maior reducao de 2,72 log
UFC/cm? na superficie de aco inoxidavel a 30 °C, enquanto o
valor encontrado para o biofilme maduro nestas mesmas
condicdes foi de 1,87 log UFC/cm?. Anteriormente, Islam et al.
(2019) utilizaram 5 mL de coquetel de fagos (LPSTLL, LPST94 e
LPST153) em biofilmes maduros de Salmonella Typhimurium
aderidos em aco inoxidavel e conquistaram reducdes de 5,50
log UFC/cm? e 6,42 log UFC/cm? e para biofilmes formados
pela unido de S. Typhimurium e Salmonella Enteritidis
ocorreram diminui¢des de 5,23 log UFC/cm? e 5,77 log
UFC/cm?. Witte et al. (2022) reforcam que a aplicagdo de um
coquetel de bacteridéfagos resultou em reducgdes significativas
(p <0,05) de E. coli 0157 em vegetais e carne.

Zhang et al. (2022b) avaliaram os efeitos da
combinac¢ao do bacteriéfago FP43 com soluc¢do clorada a base
de hipoclorito de sédio, na concentracdo de 40 mg/L e
levemente acida (SCLA) aquecida na inativacdo de biofilmes
mistos de Escherichia coli 0157:H7 e Escherichia coli O91:H.
Neste estudo, foram realizados dois experimentos, sendo o
primeiro através da aplicagdo de 100 pL do fago FP43 na
superficie da alface e incubado a 10 °C pelo periodo de 24
horas e apds isso a amostra foi mergulhada em 1 litro de SCLA
com 40 mg/L de cloro disponivel aguecido a 25 °C e 50 °C por
5 min. Para o segundo experimento, foram alterados a
temperatura e o tempo de incubacdo apds a aplicagdo do
bacteriéfago a fim de encurtar o tempo de tratamento, sendo
de 25 °C por 2 horas e posteriormente os pedacos de alface
inoculados foram mergulhados em 1 litro de SCLA pré-
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aquecido a 50 °C por 5 min. Através dos resultados obtidos no
primeiro teste, foi possivel concluir que o efeito bactericida do
SCLA foi potencializado pelo aumento da temperatura, sendo
removido aproximadamente 2,3 log UFC/peca a 50 °C. Ja o
segundo ensaio reduziu as contagens de células de E. coli para
niveis abaixo do limite de detec¢do apds a finalizacdao do
tratamento combinando, demonstrando forte efeito
bactericida. No passado, Zhang et al. (2020) reduziram 60 %
do biofilme misto de E. coli utilizando apenas de 200 uL do
fago FP43 por 6 horas. Utilizando outro tipo de bacteriéfago
(AZO145A), Wang et al. (2020) eliminaram 2,9 UFC/cupom de
biofilmes formados por E. coli (STEC) 0:145 cultivados em ago
inoxiddvel por 24 horas.

Controle de Biofilme Através de Métodos Fisicos
Plasma Frio

Descoberto em 1879 pelo quimico e fisico britanico
William Crookes (CROOKES, 1879), o plasma esta entre as
qguatro formas do estado natural da matéria, além de sdlidos,
liguidos e gasosos, sendo formado essencialmente por ions e
elétrons (DRUMMOND, 1961). O plasma pode ser dividido
entre plasma térmico e plasma nao térmico (plasma frio). Os
plasmas frios sdo reconhecidos por possuirem a temperatura
de seus elétrons relativamente alta e seus ions em baixa
temperatura. Seu uso vem ganhando destague nos campos de
aplicacdo pratica e pesquisa por ser produzido através de
equipamentos simples, de baixo consumo de energia e
operacdao em temperatura ambiente, além da auséncia de
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residuos téxicos apds a utilizagdo (LIEBERMAN; LICHTENBERG,
2005).

O plasma frio pode ser originado excitando
determinado gas neutro através de descargas elétricas sob
pressdo atmosférica, baixa pressdo e alta pressdo a
temperatura ambiente, atribuindo energia suficiente para a
sua ionizagao (PANKAJ; KEENER, 2017). Ha variados tipos de
sistemas de producdo de plasma frio, porém os mais utilizados
para pesquisas e projetos relacionados a alimentos sdo a
descarga de barreira dielétrica (DBD) e o jato de plasma, por
possuirem funcionamento simples, adaptaveis e versateis.
(DENG et al., 2019).

Devido a sua natureza complexa e dinamica, os
mecanismos de inativacdo microbiana por esta técnica nao
sdo totalmente compreendidos, porém hda estudos que
relatam que os mecanismos podem ser divididos entre
aspectos bioldgicos ou fisicos. Os aspectos bioldgicos estao
relacionados essencialmente a danos na capacidade de
replicacdo do DNA pela radiacdo UV e danos oxidativos em
membranas ou componentes intracelulares (carboidratos,
DNA, proteinas, etc.) através de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERON) (ALKAWAREEK et al., 2014; BEGGS, 2002;
JOSHI et al., 2011). Os aspectos fisicos estdo associados a
ruptura da membrana celular devido a carga de elétrons ou
ions gue se encontram na superficie (LUNQV et al., 2015).

Cui et al. (2018) pesquisaram o efeito em conjunto
entre o plasma frio de nitrogénio (PFN) e bacteriéfago contra
biofilmes de Escherichia coli 0157:H7 em vegetais frescos.
Para a realizacdo do experimento aplicou-se o PFN com
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voltagem de 400 W pelo tempo de 2 min, seguido da
concentracdo de 5 % de bacteriéfago pelo periodo de 30 min.
Como resultado, foi obtido uma reduc¢do de 5,71 log UFC/cm?
na contagem de bactérias remanescente no biofilme em
comparagdo com aproximadamente 2 log UFC/cm? atingido
apos tratamento individual com cada uma das duas técnicas.
Logo, os autores puderam concluir que a adicdo do
bacteriéfago pode melhorar consideravelmente o efeito
antimicrobiano do plasma frio, demonstrando ser uma grande
promessa para a melhoria dos atuais conjuntos de praticas de
descontamina¢do microbiana. Timmons et al. (2018)
realizaram a inativac¢do de 3,60 log UFC/mL em biofilmes de E.
coli, 2,60 log UFC/mL em L. monocytogenes e 3,02 log UFC/mL
em S. enterica aderidos em vidro apds aplicacdo do plasma
frio, pelo método de descarga de barreira dielétrica de
superficie. Seguindo esta linha de pesquisa de
descontaminagcdo em superficies abidticas utilizando o plasma
frio, Katsigiannis et al. (2021) conquistaram a reduc¢do de 1,50
log UFC/mL para L. monocytogenes e 1,0 log UFC/mL para S.
Typhimurium em aco inoxidavel 304. Enquanto Gabriel et al.
(2018) obtiveram reducgdes nas populacdes de S. enterica de
aproximadamente 6 log UFC/in? em aco inoxidavel apds 14
segundos de tratamento com plasma frio atmosférico.
Pantage et al. (2019) avaliaram o controle de biofilmes
de monocultura e cultura mista de Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Salmonella enterica Typhimurium e
Pseudomonas fluorescens cultivadas em alfaces utilizando o
plasma frio atmosférico (PFA) de alta tensdo. De acordo com
os autores, os microrganismos apresentaram sensibilidade
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variavel ao tratamento com PFA, demonstrando que ha
dependéncia dos fatores do processo. Biofilmes de culturas
Unicas e mistas tratadas com PFA de alta voltagem (80 kV) pelo
periodo de 1 minuto sofreram reducao significativa (p < 0,05),
apods 2 min de tratamento o numero de bactérias restantes
nos biofilmes reduziu para niveis indetectdveis. Biofilmes de
espécies mistas de L. monocytogenes e P. fluorescens
necessitaram de mais de dois minutos de tratamento para que
ocorresse a diminuicdo. A temperatura no qual o biofilme é
cultivado é um dos fatores que interferem no desempenho
desta técnica, os biofilmes cultivados em 4° C apresentaram
maior resisténcia em comparagao com os cultivados a 15° C. A
conclusdo obtida apds finalizacdo do experimento confirma
gue o microrganismo utilizado, classificacdo do biofilme
(monoespécie ou multiespécie), assim como as condicdes de
estresse ambiental influenciam na efetividade da atividade
antibiofilme do tratamento. Estes dados sao confirmados por
El Kadri et al. (2021), que informam que a fragilidade do
biofilme frente a utilizacdo do plasma frio é relativa a idade e
o tipo de microrganismo combatido, e biofilmes mistos podem
se tornar menos vulnerdveis a esta técnica.

Lin et al. (2020) investigaram as propriedades inibitérias do
plasma frio de nitrogénio (PFN) em biofilmes de Salmonella
Typhimurium em ovos de aves, onde foram testados 4 tipos
diferentes de poténcias variando de 300 a 600 W, pelo
intervalo de 1 a 5 min. Apds o tratamento com PFN de alta
poténcia, foi possivel observar que quanto maior for a
poténcia, maior serd o efeito antibacteriano desta técnica.
Desta maneira, as poténcias de 400 W por 3 min e 600 W por
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2 min foram escolhidas para um estudo mais aprofundado e
obtiveram uma redugdao no numero de microrganismos de
4,05 log UFC/cm? e 6,53 log UFC/cm?, respectivamente apds
exposicdo a técnica. Seguindo esta linha de pesquisa, Govaert
et al. (2019) também concluiram que a eficacia da inativacao
de biofilmes patogénicos cresce conforme aumenta a
intensidade utilizada.

Ultrassom

Através da auséncia de produtos quimicos, a
esterilizacdo ultrassOnica demonstra-se suscetivel a inativar
bactérias e preservar as caracteristicas dos produtos,
tratando-se de um método mais ecoldgico na limpeza de
superficies na industria de alimentos (LU; HU; REN, 2022). A
técnica de controle de microrganismos através do ultrassom
(US) mostrou-se promissora na década de 1960, onde foi
descoberto que um sonar de um submarino utilizado na
guerra estava ligado a mortes de peixes (EARNSHAW et al.,
1995). A partir desta descoberta, diversos autores se
propuseram a investigar como o ultrassom poderia ser Util na
industria de alimentos com o intuito de destruir
microrganismos e colOnias de biofilmes, através da inativacao
de multiplos alvos, os quais estavam relacionados ao
comprometimento da  parede celular, membrana
citoplasmatica e estrutura interna (LI et al., 2016; YU et al.,
2020).

Os equipamentos de US estdo associados a frequéncias
qgue variam de 20 kHz a 10 MHz. A utilizacdo do US de alta
intensidade em baixas frequéncias (20 a 100 kHz) é
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responsavel pela inativagao de microrganismos presentes no
ambiente de processamento de alimentos, através do
fenémeno conhecido como cavitagao (PIYASENA; MOHAREB;
MCKELLAR, 2003). A cavitacdo intracelular, é responsavel por
choques micromecanicos os quais afetam componentes
estruturais e funcionais das células causando seu rompimento
celular e consequentemente sua morte, porém diversos
fatores interferem na inativagao dos microrganismos, como a
natureza das ondas ultrassonicas, o tempo de exposicdo do
ultrassom com os microrganismos, o tipo de microrganismo, o
volume que sera processado, a composicao do alimento e a
temperatura (BUTZ; TAUSCHER, 2002).

O aumento da temperatura, pressdo, choques
mecanicos e formacdo de radicais livres que sdo formados
através do processo de cavitacdo tem potencial de destruicdo
dos microrganismos. O US também pode ser utilizado em
conjunto de agentes quimicos como desinfetantes (YU et al.,
2021), oz6nio (SHAO et al., 2020), agua eletrolisada (SHAO et
al., 2020), acidos organicos (CHHETRI et al. (2019), LIU et al.
(2018), SHI et al.(2017), SUN et al.(2022), TURHAN et al.,
(2022)), promovendo um efeito bactericida nos biofilmes e
interferindo na sua adesdao, evitando que haja o
desprendimento do biofilme da superficie de contato, sendo
um dos principais pontos de interesse da utilizacdo da técnica
de higiene ultrassénica na industria de alimentos. A eficiéncia
do efeito bactericida obtido pelo tratamento ultrassonico esta
relacionada aos parametros escolhidos e aos tipos de
microrganismos que se deseja eliminar (YU et al., 2020).
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Yu et al. (2021b) pesquisaram sobre a eficicia da
combinagao de US de alta intensidade (20 kHz, 60 W) e didxido
de cloro a 4 mg/L com o objetivo de avaliar o desprendimento
do biofilme de Staphylococcus aureus e a inativacao das
células do biofilme. Os resultados obtidos foram promissores,
onde a taxa de inativagdao do biofilme atingiu 99,03 % para o
tratamento combinado entre o US e didxido de cloro por 10
min. Um estudo realizado por Shao et al. (2020), apontou
resultados que apoiam os dados encontrados por Yu et al.
(2021), onde a combinacdo de dgua eletrolisada acida (AEA)
ou agua com ozbénio (AO) com ultrassom, promoveu um
aumento na reducdo de células de Staphylococcus aureus,
atingindo uma reduc¢do de aproximadamente 3,7 log UFC/cm?
e 2,0 log UFC/cm? para AEA e AO, respectivamente. Lu, Hu e
Ren (2022) corroboram com os estudos mencionados
anteriormente, demonstrando que o US é responsavel por
alterar as propriedades fisicas da membrana celular,
auxiliando a entrada e promovendo a eficacia dos agentes
antibacterianos.

Por outro lado, Sun et al. (2022) analisaram os
diferentes mecanismos antibacterianos e antibiofilme do US,
através do tratamento com acido clorogénico (0,5 %, 1 % e 2
%) e sua combinagdo contra Salmonella enteritidis. Para o
tratamento com US utilizou-se a frequéncia de 50 kHz e
intensidade de 400 W, enquanto que para o tratamento
combinado foram utilizadas as mesmas condicGes descritas
anteriormente. Os dados encontrados indicaram que o
tratamento com US sozinho foi ineficaz na inativacdo de
células de S. enteritidis, enquanto que em geral o tratamento
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combinado foi mais eficaz que o US e tratamento com acido
clorogénico sozinho. Todavia, a utilizacdo apenas do acido
clorogénico 2 % demonstrou resultados similares aos efeitos
antibiofilme do ultrassom combinado com o acido clorogénico
1 %. Liu et al. (2018) e Shi et al. (2017) relataram a eficiéncia
antibacteriana e antibiofilme dos 4cidos organicos,
confirmando a eficiéncia para o tratamento com acido
clorogénico 2 % utilizado nesse experimento.

Turhan et al. (2022) investigaram o efeito de inativacao
de diferentes acidos organicos (2 %) e US (35 kHz, 380 W)
sobre biofilmes de Escherichia coli e Listeria monocytogenes
na superficie de folhas de alface. Os autores observaram que
o tratamento combinado do US com acidos organicos
produziu efeitos sinérgicos na reducdo do biofilme, sendo o
maior efeito obtido quando o US e 4cido citrico foram
aplicados por 30 min, para ambos 0s microrganismos
presentes na superficie da alface. Contudo, os sanitizantes
mais eficazes para a descontamina¢do da alface, quando
utilizados separadamente, foram o acido malico e o 4acido
latico. Chhetri et al. (2019) encontraram resultados que
também promovem a eficacia do acido latico, onde em folhas
tratadas com acido latico a 0,5 %, a redugao na populagao de
E. coli e L. monocytogenes foram de 3,07 log UFC/cm? (24h) e
1,40 log UFC/cm? (48h), respectivamente.

Ultravioleta

No espectro eletromagnético, a luz ultravioleta (UV)
alcanca a faixa de 100 a 400 nm, este intervalo pode ser
dividido em UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C
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(200-280 nm) e UV-vacuo (100-200 nm). A luz UV-C é utilizada
especialmente para inativagdo microbiana, pois pode ser
absorvida pelo DNA, onde a inativacdo maxima ¢é
aproximadamente na faixa de 254 a 264 nm (CHOUDHARY;
BANDLA, 2012; DENG et al., 2019). O uso da radiacdo UV-C é
uma abordagem promissora na industria alimenticia devido
ser uma tecnologia de facil implementagdo, baixo custo,
eficiéncia energética, efeito bactericida e minima geracao de
residuos toxicos (KEYSER et al., 2008; KOUTCHMA, 2019a).

A escolha da fonte UV é de extrema importancia, pois

pode aumentar a eficacia da inativacdo microbiana. As fontes
de UV disponiveis incluem as lampadas de mercurio de baixa
e média pressdao (MBP e MMP), luz pulsada (LP), lampadas
excimer e diodos emissores de luz (LEDs) (KOUTCHMA, 2009;
KOUTCHMA  2019b). Para aplicacbes com efeito
antimicrobiano as lampadas UV de mercurio de baixa pressao
(MBP) sao as mais utilizadas, entretanto desvantagens como a
possibilidade de vazamento do mercurio sao relatadas. Os
diodos emissores de luz (LEDs) estdo sendo utilizados como
alternativa, uma vez que com o seu uso também é possivel
inativar patégenos de origem alimentar (SHIN et al., 2016).
A inativacdo microbiana pela radiacdo ultravioleta tipo C (UV-
C) é causada especialmente devido as suas ag¢des diretas e
indiretas sobre o DNA microbiano, uma vez que a absorc¢do da
luz UV promove alteracdes fotoquimicas gerando dimeros de
timina, dificultando os processos de replicacdo e transcricdo
para a inativacdo dos microrganismos e a formacgao de radicais
livres por radidlise da agua (BYELASHOV; SOFQOS, 2009; DENG
et al., 2019; KOUTCHMA, 2019a).
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Do Prado et al. (2019) avaliaram o efeito da radiagdo UV-C na
reducao de biofilmes de Alicyclobacillus spp. em superficies de
aco inoxidavel e borracha utilizando suco de laranja
industrializado como meio de cultura. Os microrganismos
estudados foram expostos ha 5 tempos diferentes durante o
experimento. Dados obtidos pelos autores demonstraram
resultados semelhantes ao comparar as duas superficies.
Biofilmes formados pela espécie A. acidocaldarius
apresentaram reducgdes de 3,03 log UFC/cm? para aco
inoxidavel e 3,26 log UFC/cm? para borracha apds 30 min de
exposicdo. Ja Yoon et al. (2018) conquistaram reducdes
bacterianas de aproximadamente 1,5 log UFC/cupom apds
expor biofilmes de Salmonella Typhimurium e Listeria
monocytogenes cultivados em ago inoxidavel a radiagao
ultravioleta (254 nm) pelo periodo de 120 min.

Silva-Espinoza et al. (2020) estudaram o efeito da
combinagao de luz ultravioleta C e 6leo essencial de cravo
(Syzygium aromaticum) (OEC) na inativacdao de biofilmes de
Salmonella Typhimurium em superficies de aco inoxidavel.
Nesta pesquisa, foi relatado o efeito sinérgico da combinacao
de UV-C com o OEC. A utilizacdo de 1,2 mg/mL de dleo
essencial em conjunto com irradiagdo UV de 76,41 mJ/cm?
obteve reducdo completa da carga bacteriana de 6,8 log
UFC/cm?. Individualmente, o dleo essencial de cravo e a
radiacdo ultravioleta tipo C apresentaram valores inferiores na
taxa de reducdo das células de S. Typhimurium aderidas na
superficie, sendo 1,8 log UFC/cm? e 2,9 log UFC/cm?
respectivamente. Outras associacdes foram realizadas com
este mesmo intuito, Byun et al. (2022b) alcancaram
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aproximadamente 5 log UFC/cm? de redugdo enquanto
avaliavam a remocao de biofilmes formados por Salmonella
Enteritidis em diferentes superficies de contato com
alimentos, utilizando tratamento combinado de UV-C com
acido peroxiacético ou acido latico. Roy et al. (2021) também
relataram a eliminagdo de biofilmes de Vibrio
parahaemolyticus em superficies de caranguejos e camardes
utilizando a irradiacdo ultravioleta tipo C (UV-C) acoplado com
hipoclorito de sédio (NaOCl) e agua eletrolisada levemente
acida (AELA), comprovando que os tratamentos combinados
reduzem os biofilmes de maneira mais eficaz do que os
tratamentos utilizados isoladamente.

Ma et al. (2022) investigaram a inativacao de células
bacterianas ligadas ao biofilme de Pseudomonas aeruginosa
em sistemas de distribuicdo e armazenamento de dagua
aplicando irradiagdo em comprimentos de onda UV-C. Neste
estudo, foram utilizados biofilmes com diferentes
maturidades e 5 dispositivos emissores de luz UV-C. Os dados
encontrados indicam que a curva de resposta das células do
biofilme a dose de UV pode ser separada em duas regides:
Inativacdo inicial e cauda. Na primeira o valor da reducao
logaritmica (VRL) aumenta junto com a dose de UV e a
segunda, o VRL atingiu o seu maximo e mantém-se constante
a medida que a dose de UV aumenta. Em relagcdo ao
dispositivo, o UV LED (270 nm) foi o que apresentou melhor
atividade na regido de inativacdo inicial, alcancando um VRL
de 2,1 UFC/cupom na dose de 10 mJ/cm? de UV. A medida que
os biofilmes amadurecem, os valores de VRL se tornaram mais
baixos, indicando que eles adquirem maior resisténcia a
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radiacdo UV-C. Outro estudo realizado por Gora et al. (2019)
relataram redugdes de 0,9 log UFC/cm? e 1,3 log UFC/cm? na
inativacdo de biofilmes de P. aeruginosa através da variacdo
da dosagem de luz UV, indicando que a utilizacdo de LEDs é
uma tecnologia promissora para desinfeccdo de sistemas e
armazenamento de 4dgua e superficies molhadas.

CONCLUSAO

As estratégias aqui apresentadas para controle e
inibicdo dos biofilmes na industria de alimentos se
demonstraram eficazes no que tange a substituicdo dos
sanitizantes pela industria. As técnicas fisicas se apresentaram
uma otima opg¢do para as industrias. Entretanto, tais métodos
demandam a utilizacdo de equipamentos especificos que irdo
apresentar um custo a mais de implementagao pela empresa,
uma vez que seria necessario acrescentar uma operagao
unitaria a mais aos processos.

Em contrapartida, o uso de técnicas quimicas se
demonstra uma excelente opcdo, tendo em vista que ndo
seria necessario um custo alto para a sua implementagao e
como beneficios as empresas teriam um maior controle e
inibicdo de biofilmes em seus processos quando comparadas
aos resultados obtidos com o uso de sanitizantes comumente
utilizado pelas industrias.
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