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RESUMO

NOVELLO, Junia Capua de Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2012. Implantacéo de ions de prata em aco inoxidavel e infeccdo fagica para o
controle de adesdo e formacdo de biofilmes bacterianos na industria de
alimentos. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Sukarno Olavo
Ferreira e Jane Sélia dos Reis Coimbra.

A adesdo e a formacdo de biofilme bacterianos em superficies de contato com
alimentos, além de contaminar o produto durante o processamento, 0 que pode
resultar em corrosdo de superficies de equipamentos e bloqueio de tubulagbes,
pode também ocasionar doencas de origem alimentar, o que acarreta em perdas
econbmicas e, principalmente, em problemas de saude publica. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a capacidade de adesado de Listeria monocytogenes CECT
4031T em superficies de aco inoxidavel austeniticos (AISI 304) e ferriticos (AISI 430)
implantadas com fons Ag*'; estudar a formacdo de biofilmes de L. monocytogenes
(estirpes 747 e 994) em cultura simples e mista com células de Pseudomonas
fluorescens ATCC 27663 em aco inoxidavel austenitico AISI 304, acabamento n° 4 e
o biocontrole do biofilme de L. monocytogenes 747 em cultura mista com P.
fluorescens ATCC 27663 por meio da infecgdo com bacteriofago ¢pIBB-PF7A. ions
Ag*! foram implantados em aco inoxidavel austenitico AlSI 304 e ferritico AISI 430,
acabamentos n° 2B, 4, 6 e 8, com a energia de 200 keV, e em aco inoxidavel
austenitico AISI 304, acabamento n° 2B, com a energia de 70 keV. A profundidade
dos fons Ag*™, composicdo quimica, hidrofobicidade, qualitativa e quantitativa, e
rugosidade para as superficies de aco inoxidavel foram avaliadas por espectrometria
de retroespalhamento de Rutherford (RBS), espectroscopia fotoeletronica de raio-X



(XPS), éangulo de contato e microscopia de forgca atbmica, respectivamente.
Avaliaram-se as hidrofobicidades qualitativa e quantitativa das estirpes bacterianas,
L. monocytogenes e P. fluorescens. Utilizou-se a técnica de fluorescéncia de
hibridizacdo in situ de peptideo de &cidos nucleicos (PNA Fish) para a avaliacdo do
biofilme de L. monocytogenes 747, em cultura simples ou mista com P. fluorescens,
antes ou ap6s infeccdo com bacteriéfago ¢IBB-PF7A. Os fons Ag* implantados com
energia de 200 keV apresentaram profundidade média de 25 nm e, quando
implantados com energia de 70 keV, estes ions encontraram-se mais superficiais,
com uma profundidade média de 15 nm. As analises de XPS confirmaram a
presenca da prata nas superficies implantadas. Observou-se diferenca significativa
(p < 0,05) de rugosidade (Ra € R;) entre as superficies de aco inoxidavel. O aco
inoxidavel AISI 430, acabamento n°® 4, com ions Ag*', apresentou maior rugosidade
e 0 aco inoxidavel AISI 430, acabamento n° 8, com e sem ions Ag*', menor. Apés a
implantacdo de Ag*, houve reducéo significativa (p < 0,05) dos angulos de contato
com a agua (8,) e variacbes da energia livre de interacdo entre superficies iguais
imersas em agua (AGLOT). O aco inoxidavel AISI 430, acabamento n° 8, sem ions
Ag™ implantados, apresentou maior hidrofobicidade (- 64,67 mJ.m?). O nimero de
células de L. monocytogenes CECT 4031T aderidas nos materiais avaliados variou
significativamente (p < 0,05), com menor valor para o aco inoxidavel AISI 304,
acabamento n° 2B, com prata implantada a 70 keV (2,63 + 0,32 log CFU.cm™®). N&o
houve concordéancia entre o nimero de células aderidas de L. monocytogenes CECT
4031T e a variacao da energia livre total de interacdo (AG,q4es3,)- N8O Se constatou
relacdo direta entre o numero de células aderidas e a rugosidade das superficies de
aco inoxidavel. As células de L. monocytogenes e P. fluorescens apresentaram-se
hidrofilicas. A maior variacdo de energia livre total de interacéo foi observada para P.
fluorescens (- 27,91 mJ.m?). L. monocytogenes 747 e 994, em cultura simples,
apresentaram capacidade de adesédo a 4 °C e de formar biofilme a 25 °C e a 37 °C
em aco inoxidavel AISI 304, acabamento n° 4. Observou-se que houve diferenca
significativa (p < 0,05) no numero de células viaveis em biofilmes simples de P.
fluorescens , nas temperaturas avaliadas, com as contagens de 7,26 log CFU.cm?a
25 °C e a 5,26 log CFU.cm?a 37 °C. O numero de células viaveis para as bactérias
avaliadas, nas formas plancténicas ou em biofimes simples, diminui (p < 0,05), ap6s
contato com o bacteriofago ¢IBB-PF7A, em 5,5 ciclos logaritmos, apds 6 h, e em

2,03 ciclos logaritmos, apds 24 h. Houve reducéo significativa (p < 0,05) no nimero
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de células viaveis de P. fluorescens, em biofilme misto com L. monocytogenes 747,
apos 6 h de contato com bacteriéfago (5,6 ciclos logaritmos). Entretanto, a reducéo
do numero de células de P. fluorescens (2,19 ciclos logaritmos) nao foi significativa
(p > 0,05), apds 24 h. A partir deste tempo, houve aumento da populacao, o que foi
atribuido a resisténcia bacteriana ao bacteriéfago, possivelmente iniciada em células
planctonicas. Nas imagens de microscopia de epifluorescéncia observou-se que L.
monocytogenes 747 e para P. fluorescens aderiu e formou biofilme nas superficies
de vidro, em cultura simples e mistas, a 25 °C. Observou-se também que a estrutura
do biofilme continha células de P. fluorescens e L. monocytogenes 747, com
formacdo de uma monocamada mista. A implantacdo de ions Ag*™ propiciou reducéo
no numero de células aderidas de L. monocytogenes em aco inoxidavel. A infeccéo
fagica ocasionou a reducdo, no tempo inicial, do nimero de células aderidas de L.
monocytogenes e P. fluorescens em biofilmes. Este trabalho mostra-se como um
importante passo na pesquisa de novas tecnologias que podem ser empregadas
para reduzir ou impedir a adeséo e a formagéo de biofilmes bacterianos.
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ABSTRACT

NOVELLO, Junia Capua de Lima, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May,
2012. Implantation of silver ion in stainless steel and phage infection to control
of bacterial adhesion and biofilm formation in food industry. Adviser: Nélio José
de Andrade. Co-advisers: Sukarno Olavo Ferreira and Jane Sélia dos Reis Coimbra.

The bacterial adhesion and biofilm formation on food contact surfaces can lead to the
increased in corrosion of equipment surfaces and pipes blockage. Moreover, it can
also cause foodborne iliness, which results in economic losses, and, especially, in
public health problems. The aims of this work were to evaluate the adhesion of
Listeria monocytogenes CECT 4031T on the austenitic stainless steel (AISI 304) and
ferritic (AISI 430) surfaces implanted with Ag™ ions; study the biofilm formation of L.
monocytogenes (strains 747 and 994) in single and mixed culture with cells of
Pseudomonas fluorescens ATCC 27663 on austenitic stainless steel surfaces, AlSI
304, finishing #4, in the biofilm and; study the biocontrol of L. monocytogenes 747 in
mixed culture with P. fluorescens ATCC 27663 by infection with bacteriophage ¢IBB
PF7A. Ag™ ions were implanted in austenitic stainless steel, AISI 304, and ferritic
surfaces, AISI 430, finishing #2B, 4, 6 and 8, with the energy of 200 keV, and
austenitic stainless steel, AISI 304, finish #2B, with the energy of 70 keV. The depth
of Ag™ ions, chemical composition, hydrophobicity (qualitative and quantitative), and
roughness for stainless steel surfaces were evaluated by Rutherford backscattering
spectrometry (RBS) spectroscopy, X-ray photoelectron (XPS), contact angle and
atomic force microscopy, respectively. Qualitatively and quantitatively hydrophobicity
for bacterial strains, L. monocytogenes and P. fluorescens, were also evaluated. The
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technique of fluorescence in situ hybridization of peptide nucleic acids (PNA Fish)
was used to study the biofilm formation ability of L. monocytogenes 747 in single or
mixed culture with P. fluorescens, before or after infection with bacteriophage- ¢I1BB-
PF7A. The results showed that Ag*™ ions implanted with energy of 200 keV
presented an average depth of 25 nm and, when implanted with energy of 70 keV,
these ions were found shallower, with an average depth of 15 nm. Additionally, the
XPS analyzes confirmed the presence of silver in the implanted surfaces. There was
significant difference (p < 0.05) between the roughness surfaces of stainless steel
(Ra and R,). Ferritic stainless steel, AISI 430, finishing # 4, with Ag™ ions showed
highest roughness and ferritic stainless steel, AISI 430, finishing #8, with and without
Ag™ lowest. After implantation of Ag*™, it was possible to observe a significant
reduction on values of the contact angles with water (8,,) (p < 0.05) and alterations on
the free energy of interaction between identical surfaces immersed in water (AGL9T).
Ferritic stainless steel, AISI 430, finishing #8, without Ag** ions implanted, showed
highest values of hydrophobicity (- 64.67 mJ.m™). The number of L. monocytogenes
CECT 4031T cells adhered proved to be materials dependents (p < 0.05), with lowest
values for stainless steel, AISI 304, finishing #2B, with silver implanted at 70 keV
(2.63 + 0.32 log CFU.cm®). Furthermore, there was no correlation between the
number of adhered cells of L. monocytogenes CECT 4031T and the variation of the
total free energy of interaction (AG anesion)- IMportant is to emphasize that no direct
relationship was observed between the number of adhered cells and the roughness
of the surfaces of stainless steel. L. monocytogenes and P. fluorescens cells shown
to be hydrophilic, and the greatest variation in total free energy of interaction was
observed for P. fluorescens (- 27.91 mJ.m?). L. monocytogenes 747 and 994, in
single culture, were able to adhere at 4 °C and formed biofilms at 25 °C and 37 °C in
stainless steel AISI 304, finishing #4. Moreover, there was significant difference (p <
0.05) in the number of viable cells in single biofiims of P. fluorescens under the
tested temperatures measured with scores of 7,26 log CFU.cm™ at 25 °C, and 5,26
log CFU.cm?, at 37 °C. The number of viable bacteria cells measured in planktonic
forms or single biofimes decreased (p < 0.05) after contact with the ¢IBB-PF7A
bacteriophage, reaching 5.5 log reduction, after 6 h, and 2.03 log reduction, after 24
h. In mixed biofilms with L. monocytogenes 747, it was also observed a reduction in
the number of P. fluorescens viable cells (p < 0.05), after 6 h with phage contact,

reaching 5.6 log reduction. However, after 24 h, the reduction in the number of P.
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fluorescens cells was not significant (p > 0.05) (2.19 log reduction). From this time,
there was an increase of population, which can be attributed to bacterial resistance to
phage, possibly initiated during planktonic cells lifestyle. Epifluorescence microscopy
images allow us to confirm that both L. monocytogenes 747 and P. fluorescens were
able to form biofilms on glass surfaces in single and mixed culture at 25 °C. It was
also observed that the structure of biofilm of P. fluorescens and L. monocytogenes
747 consists of a monolayer of cells with a mixture of both microorganisms. Important
is to highlight that the Ag** ion implantation is a causative agent able for reducting the
number of adhered cells of L. monocytogenes to stainless steel. In the initial time,
phage infection was able to cause a reduction on the number of adhered cells of L.
monocytogenes and P. fluorescens in biofilms. So, this work presents itself as an
important step in researching new technologies that can be employed to reduce or

prevent bacterial adhesion and biofilms formation.



1. INTRODUCAO

Ha muitos anos, o controle de micro-organismos contaminantes constitui um
desafio para a industria de alimentos. Superficies de equipamentos utilizados na
industria de alimentos estdo associadas a ocorréncia de surtos e casos de doencas
de origem alimentar. Dentre os materiais mais utilizados na construcdo de
equipamentos e utensilios encontra-se o aco inoxidavel. Embora seja uma superficie
lisa, comparada com outros materiais, apresenta irregularidades capazes de
proteger bactérias e impedir a remo¢do destas durante os procedimentos de
higienizacdo. Uma vez na superficie, estes micro-organismos depositam, interagem
nas superficies, iniciam multiplicacdo e, ao se liberarem, podem contaminar os
alimentos e, em consequéncia, ocasionar doencas de origem alimentar. Por esta
razdo, equipamentos utilizados para processar alimentos podem ser fontes
potenciais de micro-organismos patogénicos, como Listeria monocytogenes, e micro-
organismos deteriorantes, como Pseudomonas fluorescens.

Uma forma conveniente de evitar a contaminacdo alimentar € prevenir a
adesdo e a formacdo de biofilme bacteriano. Alternativas tecnologicas vém sendo
desenvolvidas e testadas no controle destes processos, dentre elas a modificacéo
de superficies, como o aco inoxidavel, com elementos quimicos antimicrobianos,
como prata, por meio da técnica de implantacao idnica.

Embora existam muitos trabalhos com o propdsito de modificacdo do aco
inoxidavel pela técnica de implantacdo ibnica para a area médica, ndo ha estudos
gue relatam o seu emprego para modificagcdo destes materiais utilizados para
processar alimentos. Por isso, este trabalho mostra-se como um importante passo

na pesquisa de novas tecnologias que podem ser empregadas para reduzir ou



impedir a adesédo e a formagdo de biofilmes microbianos. Além desta técnica, o
biocontrole por meio da utilizacdo de bacteri6fagos também representa uma
alternativa.

A criacdo de novas superficies para a fabricacdo de equipamentos, assim
como o emprego de bacteriéfagos nos processos de higienizacao industrial, podem
auxiliar na prevengdo da contaminacdo dos alimentos e, em consequéncia, evitar
surtos de intoxicacbes e infeccbes, o que diminui gastos com medicamentos,
internacdes hospitalares e absenteismo no trabalho.

O objetivo geral deste trabalho foi o de estudar a eficacia destes métodos
inovadores para controlar a adesdo e a formacdo de biofilmes de Listeria
monocytogenes e P. fluorescens em superficies de aco inoxidavel.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Modificar as superficies de aco inoxidavel austenitico AISI 304 e ferritico
AISI 430 com diferentes acabamentos pela técnica de implantac&o idnica com Ag*™:;

b) Avaliar a adesado de células de L. monocytogenes nas superficies de aco
inoxidavel antes e apds modificacdo com Ag*™, fundamentada em conceitos de
fisico-quimica de superficie, com enfoque no célculo da variacdo da energia livre de
Gibbs das intera¢cBes superficie/micro-organismo;

c) Caracterizar a topografia e composicao das superficies de aco inoxidavel
antes e ap0s sua modificacao por implantacdo de ions;

d) Estudar a formacdo de biofilmes de células de L. monocytogenes em
cultura simples e mista com células de Pseudomonas fluorescens em acgo inoxidavel
austenitico AISI 304, acabamento n° 4;

e) Estudar o controle da formacao de biofilmes de L. monocytogenes quando
em cultura mista com P. fluorescens por meio da infeccdo com bacteriéfago ¢IBB-
PF7A.



2. REVISAO DE LITERATURA

A formacéo de biofilme conduz a problemas de higiene e perdas econémicas
por causa da deterioracdo do alimento e persisténcia de patégenos, o que reduz o
prazo de validade dos produtos desde o processamento até a comercializacao
(BEER et al., 1994; FORSYTHE, 2002).

Muitos micro-organismos estdo envolvidos no processo de adesédo e
formacdo de biofilmes. Bactérias alteradoras e patogénicas podem participar de
processos de adesdo e, eventualmente, originar problemas de salude publica ou de
ordem econdmica. Dentre as alteradoras encontram-se: Pseudomonas fluorescens
(ALLISON et al., 1998; ROSSONI; GAYLARDE, 2000; VALCARCE et al., 2002),
Pseudomonas aeruginosa (PARSEK; GREENBERG, 2000), Pseudomonas fragi,
Micrococcus sp. (CRIADO et al., 1994) e Shewanella putrefaciens (HJELM et al.;
2002). Entre as bactérias patogénicas incluem-se: Listeria monocytogenes
(BERESFORD, et al., 2001; LEJEUNE, 2003), Escherichia coli 0157:H7 (DEWANTI,;
WONG, 1995), Staphylococcus aureus (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000;
LEREBOUR et al., 2004), Yersinia enterocolitica (HERALD; ZOTTOLA, 1988),
Salmonella Thyphimurium (DOYLE, 1992; SMITH; FRATAMICO, 1995; LEJEUNE,
2003), Vibrio parahaemolyticus (WONG et al.,, 2002), Campylobacter jejuni
(KUUSELA et al., 1989) e Klebsiella pneumoniae (DI MARTINO et al., 2003).

Muitas destas bactérias causam infeccdes e intoxicacdes, o que pode resultar
em taxas expressivas de mortalidade e no aumento dos custos assistenciais, em
decorréncia de despesas hospitalares, perdas de horas de trabalho e de gastos com
a recuperacao da doenca. Aproximadamente 25% dessas doencas estédo envolvidos
a matéria-prima, 0s equipamentos e os utensilios contaminados, sujeitos, portanto, a

formacéo de processos de adesao microbiana (TROLLER, 1993).



Nos Estados Unidos, ha um gasto anual de, aproximadamente, 10 a 83
bilhdes de ddlares no tratamento das doencas de origem alimentar, considerando-se
todas as formas de contaminacdo dos alimentos. Adicionalmente, tem-se a previséao
de que neste pais ocorram, anualmente, 76 milhdes de casos intoxicacfes e
infeccdes, 325.000 hospitalizados e 5.000 mortes. Micro-organismos patégenos sao
responsaveis por 14 milhdes destes casos, sendo 60.000 hospitalizados e 1.800
mortes. Listeria, Salmonella e Toxoplasma sdo micro-organismos responsaveis por
1.500 ébitos (MEAD et al., 1999; CDC, 2011).

De acordo com o Centro de Controle de Doencas dos Estados Unidos (Center
for Disease Control) (CDC, 2011), apenas em 2007, nos Estados Unidos, 17.883
casos de infeccdes foram confirmados em laboratoérios, dentre estes destacam-se 0s
relatados para Salmonella (6.790 casos), Escherichia coli O157 (547 casos) e
Listeria monocytogenes (122 casos).

2.1 Mecanismo da adesé&o e formacéao de biofilmes microbianos

A colonizacdo microbiana e consequente formacdo de biofilmes sé&o
governadas por processos quimicos, fisicos e microbiol6gicos (GARRETT et al.,
2008). A adesdao do micro-organismo € a etapa inicial para a formacdo destas
estruturas, 0 que resulta no acumulo de biomassa e materiais extracelular na
superficie de um substrato (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990; VALCARCE et al.,
2002; HORI; MATSUMOTO, 2010).

A adesdo microbiana em superficies pode ser definida como a energia
necessaria para uma uniao entre o suporte e a célula, ou seja, o trabalho necessario
para remové-la e retorna-la ao seu estado original (AZEREDO et al., 2011).

De acordo com Fletcher (1980), o acumulo de micro-organismos em uma
superficie € descrita como um processo de trés estagios. No primeiro ocorre a
adsorcdo ou acumulo de organismos. Em seguida, na segunda fase, ha adeséo ou
consolidacao da célula e, por fim, no terceiro estagio, o micro-organismo multiplica e
coloniza o substrato.

Embora este modelo seja Gtil, ndo ha descricdo detalhada das etapas que
ocorrem durante as interagdes célula - substrato ou entre célula - célula (GARRETT
et al., 2008). Assim, alguns anos depois, Characklis e Marshall (1990) descreveram

0 mecanismo de adesdo e coloniza¢do da superficie como um processo de oito



etapas que incluiram principalmente a formacdao inicial de um filme condicionante, a
adesédo reversivel e irreversivel e o desprendimento de células de um biofilme
maduro para subsequente recolonizagdo. Na Figura 1 destacam-se algumas das
etapas envolvidas.

Figura 1 — Principais etapas na colonizacdo de uma superficie.
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Fonte: Oliveira, 2001.

O filme condicionante € estabelecido nos primeiros 5 a 10 s (MITTELMAN,
1998) pela acdo da forga gravitacional ou pelo movimento do fluido que conduzira
particulas organicas e inorganicas, como lipideos, sais minerais e proteinas, a
superficie do substrato em meio aquoso (DUNNE et al.,, 2002; GARRETT et al.,
2008). Segundo Chamberlain (1992), a velocidade de formacéo deste filme varia
conforme a concentracdo de particulas e sua afinidade com o suporte e a condicao
hidrodinamica do meio. Além disso, as caracteristicas superficiais do suporte, como,
por exemplo, rugosidade, hidrofobicidade e tenséo interfacial, podem influenciar
nesta velocidade de formacdo (MARSHALL; BLAINEY, 1990). A carga, a tensdo e o

potencial do substrato podem ser alterados favoravelmente apos constituicdo do



filme, o que pode facilitar ou dificultar a adesdo bacteriana (FLETCHER, 1992;
GARRETT et al., 2008).

Outro passo importante para a fixacdo microbiana é o seu transporte a
superficie. Segundo Characklis (1981), em fluidos em repouso, 0 micro-organismo
desloca por difusédo por causa dos movimentos Brownianos (deslocamento médio de
40 um/h) ou ainda por causa da mobilidade resultante dos apéndices celulares.
Contudo, em fluidos em movimento, a aproximagcdo das células a superficie &
resultante da conveccao, em que a velocidade do transporte convectivo € superior a
de difusao.

Com o transporte celular, na vizinhanc¢a de uma superficie (50 nm), a adesao
inicial entre célula e superficie, ocorre e, em consequéncia de forcas de curto e
longo alcance, um processo reversivel ou irreversivel se inicia. No primeiro caso,
processo reversivel, 0 micro-organismo, apos se fixar a superficie, continua a exibir
movimentos Brownianos, sendo removido gracas a acdo de forcas de tensdo de
corte, ou entdo, pelo proprio movimento celular. Neste momento, ha também a acéo
de forcas de longo alcance, van der Waals e eletrostaticas, que fixam a célula a
superficie. Contudo, quando o micro-organismo deixa de exibir movimentos
Brownianos, a adesdo torna-se irreversivel, sendo dificimente removido da
superficie (CHARACKLIS, 1981).

Assim, a carga superficial do micro-organismo, adquirida quando imersos em
solugbes aquosas, é também outro fator determinante durante a etapa de adesao.
Isso pode ocorrer por adsorcdo de ions ou ionizacdo de grupos quimicos, uma vez
gue na superficie celular existem compostos acidos (carboxilicos e fosfato) e basicos
(grupos amina) que reagem com os fons OH e H3O" presentes na solugdo. Além
disso, este fenbmeno é dependente do pH do meio, sendo que em solucdes
préximas da neutralidade, as bactérias possuem uma carga global negativa em
consequéncia de haver um maior nimero de grupos fosfato e carboxilicos. Contudo,
gquando o pH é muito baixo, as bactérias podem apresentar uma carga global
positiva, por causa da predominancia de grupos amina (OLIVEIRA, 2001).

Portanto, se a bactéria e a superficie apresentarem o mesmo sinal e o meio
apresentar baixa forca ibnica, haverd um maximo de energia potencial, ou energia
de barreira, e um minimo de energia, designado minimo primério, que se localiza a
uma distancia inferior a 2 nm da superficie (Figura 2A). A reducédo da energia de

barreira ocorre quando se aumenta a forga iGnica do meio, em consequéncia da



diminuic@o da energia potencial da dupla camada elétrica. Quando o0 meio apresenta
valores intermediarios de forca elétrica (Figura 2B), o maximo de energia diminui,
mas aparece um minimo secundario. Nestas condi¢des, 0 maximo de energia € em
geral baixo e o seu valor é tanto menor quanto menor for a particula. Se o0 maximo
de energia for ultrapassado e o minimo primario for alcancado, a ligacdo entre a
bactéria e o substrato torna-se irreversivel. O minimo secundario situa-se entre 5 nm
a 20 nm da superficie e pode ser tanto mais profundo quanto maiores forem as
forcas atrativas de van der Waals e consequentemente, quanto maior for o tamanho
das particulas. Contudo, caso os valores da forca ibnica do meio forem elevados
(Figura 2C), a energia potencial de interacdo serd sempre negativa e,
consequentemente, todas as particulas poderdo atingir o minimo primario. Se
ambos, micro-organismo quanto substrato, apresentarem cargas de sinal oposto,
sendo as forcas eletrostaticas atrativas e, consequentemente, 0 minimo primario
sera facilmente atingido, o que resulta em uma adesdo forte e irreversivel
(AZEREDO et al., 2011; FLETCHER, 1988).

Figura 2 - Relacdo entre a variagdo de energia total de interacdo (AG) célula
bacteriana e superficie e a forca ibnica do meio.
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Alguns micro-organismos séo capazes de aderir firmemente a substratos em
ambientes de baixa forga i6nica (Figura 3). Nestas situacdes a adesdo pode ser

explicada pelo fato de as células apresentarem estruturas extracelulares, como



fimbrias e pilus, ou produzirem exopolissacarideos, capazes de ultrapassar a
barreira de energia imposta pelas forcas eletrostaticas repulsivas e reduzir a
distancia entre ambos (HORI; MATSUMOTO, 2010; AZEREDO et al., 2011).

Figura 3 - Modelo de adesdo em uma Unica etapa de células microbianas em
superficies cujo ambiente apresenta baixa forca ibnica.
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Assim, é estabelecida uma interagdo firme entre célula e superficie por meio
de ligagbes fisico-quimicas especificas, como ligacBes covalentes, iGnicas e de
hidrogénio, ou ainda por meio de ligacbes estabelecidas por estruturas
extracelulares especificas produzidas pelos micro-organismos, apéndices celulares
filamentosos (fimbrias, flagelos e pilus) ou polimeros extracelulares (adesinas)
(CHARACKLIS; MARSHALL, 1990). Uma vez firmemente aderidas, um processo de
etapas multiplas inicia e conduz na formacdo de uma complexa comunidade
microbiana (BOS et al., 1999), nas quais células se multiplicam e originam novas
camadas, umas sobre as outras, formando-se entdo, microcolénias que se
desenvolvem dando origem a um filme biol6gico. Muitos micro-organismos sao
capazes de excretar macromoléculas (polissacarideos e proteinas) que constituem
uma matriz (glicocalix) onde as células microbianas ficam embebidas, ndo sendo
necessariamente uniforme durante um periodo de tempo e espaco. Esta estrutura é
conhecida como biofilme (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990).

Ha evidéncias de que o desenvolvimento primario, a maturagdo e o
desprendimento do biofilme sdo regulados por moléculas sinalizadores, como
homosserinas lactonas aciladas, sintetizadas por meio da expressdo génica celular.
Uma vez totalmente maduro, um biofiime apresenta padrbes alterados de

multiplicacdo, cooperacdo fisiologica e eficiéncia metabdlica entre as células



bacterianas (DUNNE, 2002). Entretanto, estas diferencas sdo responsaveis pela
origem de um sistema biol6gico com alto nivel de organizacdo, em que bactérias
formam comunidades funcionais, estruturadas e coordenadas (DAVEY; O'TOOLE,
2000) que se assemelham a um tecido eucariota primitivo (DUNNE, 2002).

2.1.1 Aspectos fisico-quimicos na adesdo microbiana

Diferentes abordagens tém sido utlizadas para descrever e,
simultaneamente, prever a adesao bacteriana em superficies. Em geral, a adeséo
pode ser ilustrada pela teoria Termodinamica, a qual utiliza a equacao modificada de
Dupré (Equacéo 1); a teoria DLVO, cuja denominagdo decorre das iniciais dos
nomes dos pesquisadores que a descreveram: Derjaguin e Landau, em 1941, e
Verwey e Overbeek, em 1948 e; DLVO Estendida, teoria que complementa a
anterior (SHARMA; HANUMANTHA RAO, 2003).

Na Teoria Termodinamica, a adesdo ocorrera se durante o processo houver
reducéo da variacéo da energia livre de Gibbs total (energia livre de adesdo, AG™").
Neste modelo (Equacéo 1), ndo sdo consideradas as interacdes eletrostéticas e as
interacdes especificas mediadas por exopolimeros ou apéndices extracelulares
(VAN OSS, 1991; AZEREDO et al., 2011):

AG™! =Y = 7sa ~ 7 (1)

em que y € a tensdo superficial entre superficie e bactéria, y, a tensdo
superficial entre superficie e liquido e, por fim, ,, a tens&o superficial entre bactéria

e liquido, sendo as unidades expressas em mJ.m? (VAN OSS, 1991).

A adesdo de um micro-organismo a uma superficie solida em solu¢éo aquosa
s6 se estabelece se o filme de agua que reveste as duas superficies for removido.
Portanto, a interface bactéria/liquido e a interface superficie de adesao/liquido terdo
gue ser substituidas pela interface bactéria/superficie de adesao (CHAVES, 2004).

Como todo sistema na natureza, a interagdo micro-organismo e superficie
também ir4 proceder em direcdo a diminuicdo de energia livre. Isso significa que a
adesdo do micro-organismo ocorrerd se AG™ for negativa, mas sera
termodinamicamente desfavoravel, se for positiva. O célculo das tensbes superficiais

yqe © 7, € possivel pela obtencdo da medida do angulo de contato () entre
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substrato, ou bactéria, com liquidos - padrédo cuja componente da tenséo interfacial &
conhecida (Tabela 1) (SHARMA; HANUMANTHA RAO, 2003).

Tabela 1 - Componente da tensédo superficial de liquidos a 25 °C.

iy Tensé&o Interfacial (mJ.m?)
Liquido TOT W T -
VI VI VI VI

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

v/"°"- Tens&o superficial total ; y; - Tensdo superficial relativa a componente de Lifishitz — van der
Waals; y," - Tenséo superficial relativa a componente base de Lewis; y; - Tens&o superficial relativa
a componente acido de Lewis.
Fonte: van der Mei et al., 1997.

Quando é utlizada a teoria DLVO 0s micro-organismos sao considerados
particulas quimicamente inertes, ou seja, seriam como coloides liofobicos. Isso
ocorre uma vez que a maioria das bactérias ndo excede 2,0 um de comprimento e a
sua densidade € superior a da agua, podendo ser considerada, nesse caso, como
particulas coloidais vivas (MARSHALL, 1976). Todavia, ndo ha consideragdo dos
aspectos microbioldgicos da adeséo. Essa teoria afirma que a energia potencial total
de interacdo entre dois corpos € resultante da acdo combinada entre as forcas
atrativas de Lifshitz - van der Waals e as forcas de dupla camada elétrica (Equacao

2), que geralmente s&o repulsivas.
AG™T = AG® + AGHY (2)

em que AGF"- é a energia livre das forcas da dupla camada elétrica e AG™, a
energia livre das forgas da Lifshitz - van der Waals (VAN OSS et al., 1990). A
intensidade destas forcas é diretamente proporcional ao tamanho das particulas que
interagem e na razédo inversa da distancia a superficie.

A superficie de um sélido eletricamente carregado em contato com uma
solucdo aquosa atrai ions de sinal contrario desse meio e simultaneamente repele
os de sinais iguais. Uma vez que a maioria das superficies adquire carga negativa
em solucao, as forcas da dupla camada elétrica apresentam, geralmente, um carater

repulsivo (OLIVEIRA, 2006). Dessa maneira, a adesdo somente sera irreversivel
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quando a variacdo energia livre de Gibbs total for negativa (AG™" < 0), e a distancia
entre a superficie e o micro-organismo for minima tanto quanto possivel, entre 2 nm
as5nm.

A teoria DLVO considera apenas a atracdo das forcas de longo alcance. No
entanto, quando uma particula ou micro-organismo esta muito proximo (2 nm - 5 nm)
de uma superficie, forcas de curto alcance passam a regular o processo. Tais forcas,
denominadas ndo-DLVO, séo representadas pelas forcas de repulsdo de Born,
forcas de hidratacdo, interacdes hidrofébicas e pontes poliméricas (ELIMELECH,
1995).

Van Oss e uma equipe de pesquisadores, em 1994, integraram 0s aspectos
termodindmicos da adesdo a teoria DLVO. Essa teoria ficou conhecida como
XDLVO, ou DLVO Estendida, e considerou as forcas de curto alcance,
principalmente as intera¢gfes hidrofobicas. A variagdo da energia livre das interacdes
totais numa superficie (AG'®") (Equacdo 3) é resultante do somatério das energias
livres das interacées de Lifshitz - van der Waals (AG""), interacdes acido-base de
Lewis (AG"®), forcas eletrostaticas de dupla camada elétrica (AG) e interacdes
resultantes dos movimentos Brownianos (AG®) (VAN OSS, 1991):

AG™T = AG™ +AG*® + AG™ + AG ™ (3)

O contato direto entre a bactéria e o substrato pode ser estabelecido em nivel
molecular por meio de substancias poliméricas extracelulares sintetizadas. Esses
compostos nao estao sujeitos ao mesmo tipo de repulsdo que as bactérias, portanto
podem facilitar a adesé@o entre a bactéria e a superficie por varias combinac¢des de
ligacdes quimicas (eletrostaticas, co-valentes e de hidrogénio) e interacbes dipolo
(dipolo-dipolo, dipolo-induzido dipolo e ion-dipolo), além de interacdes hidrofobicas.
Consequentemente, a bactéria pode vir a ter diferentes tipos de adesividade
(MARSHALL, 1992).

Van Oss e Giese (1995) desenvolveram uma metodologia de célculo que
permite quantificar a hidrofobicidade da superficie do material por meio de
componentes da tensao superficial. Segundo esses autores, a hidrofobicidade é
expressa em termos da energia hidrofébica de atracéo e define o grau de interacdo

entre as moléculas de um material imerso em agua.
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O angulo de contato formado por uma gota de um liquido sobre uma
superficie sdélida € o angulo entre um plano tangente a uma gota e a superficie onde
o liquido se encontra depositado. Esse angulo permite avaliar a molhabilidade dessa
superficie. Se o liquido for a &gua, o angulo formado sera relacionado a
hidrofobicidade da superficie. Angulos inferiores a 50° indicam superficie hidrofilica e
angulos superiores a 50° superficie hidrofébica (ADAMSON, 1982; VAN OSS;
GIESE, 1995). Contudo, para Vogler (1998), uma superficie hidrofébica deve
apresentar angulo de contato com a agua superior a 65°.

A hidrofobicidade microbiana é definida pela energia de atracao entre células
apolares ou levemente polares, imersas em fase aquosa (VAN OSS; GIESE, 1995;
CERCA et al., 2004). Pode ser medida por varios métodos, contudo a técnica que
melhor determina a hidrofobicidade é a do angulo de contato (DOYLE, 2000).

A equacao de Young-Good-Girifalco-Fowkes relaciona o angulo de contato
formado pelo liquido sobre uma superficie sélida com as componentes da tenséo
superficial do liquido e da superficie (Equacado 4). Um liquido apolar e dois polares
sd0 necessarios para a realizacdo das medidas destes angulos.

(L+c080)y°" =2y ¥ +Jr iy ++rorr) (4)

em que 3,°" é a tensdo superficial total do liquido; y," e , s&o astensdes

superficiais das for¢as de interagdo de Lifshitz - van der Waals; y,” e y. sdo as

componentes aceptoras de elétrons do componente acido-base de Lewis da tensdo

superficial; e y, e y, sé@o as componentes doadoras de elétrons do componente

acido-base da tensdo superficial, considerando-se que sao as tensdes para 0S
liquidos () e para a superficie (s) analisados. Para liquidos apolares, a componente
polar da tensao superficial € nula, e, portanto, a Equacéo 4 reduz-se a Equacéo 5:

TOT
w Y

: Z (1+ cosH)? (5)

As equacbes permitem determinar as componentes da tensao superficial de
liquidos a 25 °C (Tabela 1) (VAN DER MEI et al., 1997).
Além disso, as componentes da tensao superficial sdo utilizadas para calcular

a variacdo de energia livre de interagdo total (AGIOT). Segundo esta metodologia, a
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hidrofobicidade € definida como o grau de interacdo entre as moléculas de um
determinado material imerso em agua. Se os valores de AGI9T forem inferiores a
zero, a variacdo de energia livre total de interacdo entre as moléculas de uma
superficie imersa em agua é atrativa (AGL9T < 0), o que indica que as moléculas da
superficie apresentam menor afinidade com a agua do que entre si mesma e,
portanto, é considerada hidrofébica. Contudo, se esta variacdo energia for positiva,
ou seja, uma interacdo de carater repulsivo (AGLT > 0), a superficie é considerada
hidrofilica. Vale ressaltar que quanto maior for o valor absoluto de AGX9T, mais
hidrofébica (valores negativos) ou mais hidrofilica (valores positivos) € a superficie
(VAN OSS; GIESE, 1995).

As teorias apresentadas anteriormente n&o consideram 0S aspectos
microbiologicos da adesdo, apenas 0s aspectos fisico-quimicos e termodinamicos
da adeséo. Portanto, ndo leva em consideragdo o fato de 0s micro-organismos
serem células vivas, cujas caracteristicas microbiolégicas sao capazes de
condicionar a adesao (CHAVES, 2004).

2.1.2 Biofilmes microbianos na industria de alimentos

As bactérias em biofilmes tornam se resistentes aos processos de limpeza e
sanitizacdo, podendo representar uma fonte de contaminacdo para os alimentos,
comprometendo a qualidade e seguranca do produto final, o que limita a vida de
prateleira (FAILLE et al., 2002; SHARMA; ANAND, 2002; PARKAR et al., 2004;
FLACH et al., 2005; SALUSTIANO et al., 2009).

O controle da formacéo de biofilmes € comum em vérias areas de pesquisa
como a biotecnologia e saude publica (XAVIER et al., 2005). Embora os trabalhos,
em sua maioria, tenham sido desenvolvidos em laboratério simulando condi¢cdes
reais (LIMA, 2007; SALUSTIANO et al., 2009) ndo ha duvidas de que os biofilmes
sejam formados também em condi¢cdes de processamento (SHARMA; ANAND,
2002; BAGGE-RAVN et al., 2003; GUOBJORNSDORTTIR et al. 2005; GUNDUZ;
TUNCEL; 2006). Por isso, a industria de alimentos deve estar preparada para
controlar ou evitar ocorréncias dessas formagoes.

Estratégias de sobrevivéncia desenvolvidas pelos micro-organismos
possibilitam a adaptacdo rapida as mudancas das condicbes ambientais.
Particularmente, € bem conhecido o fato de que bactérias em biofilmes sao mais
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resistentes a tratamentos com antimicrobianos comparadas as células planctonicas.
Entretanto, 0 mecanismo exato que confere resisténcia a estas substancias ndo é
completamente conhecido (POULSEN, 1999). Uma explicacdo para esse fato é a
barreira criada pelo glicocalix. Neste caso, ligaces ibnicas séo estabelecidas entre
o antimicrobiano e a matriz que funcionard como resina trocadora de ions ou, entao,
por meio de ligacdes covalentes com 0s compostos reativos, como cloro e peroxidos
(GILBERT et al.,, 2003). Ressalta-se ainda que existam enzimas que inativam
moléculas antimicrobianas menos reativas ou sem cargas na matriz
exopolissacaridica, por exemplo B-lactamases (GIWERCMAN et al., 1991).

Além de as células em biofilmes apresentarem maior resisténcia aos
antimicrobianos, também sao resistentes a exposicao a luz ultravioleta, toxicidade de
metais, exposicdo a acidos, desidratacdo e fagocitose (HALL-STOODLEY et al.,
2004).

Problemas microbioldgicos estdo constantemente associados a formacao de
biofilmes em tubula¢cdes e equipamentos (STORGARDS et al., 1999) em indUstrias
alimenticias, particularmente laticinios, frigorificos e processadoras de vegetais
(HOOD; ZOTTOLA, 1995, 1997; BERESFORD et al., 2001; SIMOES et al., 2010).

Biofilme composto por bactérias, principalmente patogénicas, em superficies
de contato com alimentos além de contaminar um produto durante o processamento,
0 que pode resultar em doencas de origem alimentar (SHARMA; ANAND, 2002),
pode também ocasionar corrosdo de superficies de equipamentos e bloqueio de
tubulagdes, o que ocasiona perdas de energia (POULSEN, 1999). Gaxetas, juntas e
algumas valvulas presentes nos equipamentos também sédo locais favoraveis para a
formacao dessas estruturas, pois permitem o acumulo de sujeira e material organico
(SHARMA; ANAND, 2002).

Pesquisadores (MATTILA-SANDHOLM et al., 1992; SHARMA; ANAND, 2002;
LINDSAY; VON HOLY, 2006; SHI; ZHU, 2009) relataram que bactérias pertecentes
aos géneros Pseudomonas, Listeria, Staphylococcus, Bacillus, Salmonella,
Escherichia e Campylobacter séo formadoras de biofilme. Dentre os locais em que
estes géneros foram isolados, encontram-se inddstrias de processamento de leite
(SHARMA; ANAND, 2002), sorvete (GUNDUZ; TUNCEL, 2006) e pescado (BAGGE-
RAVN et al., 2003; GUOBJORNSDOTTIR et al., 2005).
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Uma vez formados, em superficies de processamento de alimentos, os
biofimes sédo de dificil remocado e frequentemente resultam em populacdes
persistentes e endémicas (LINDSAY; VON HOLY, 2006).

2.1.3 Listeria monocytogenes e Pseudomonas fluorescens: bactérias

formadores de biofilme em superficies processadoras de alimentos.
2.1.3.1L. monocytogenes

Listeria. € um género de bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de
esporos, anaerdbias facultativas e em forma de bastonete (JEYALETCHUMI et al.,
2010) que contém seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L.
welshimeri, L. ivanovii e L. grayi. Algumas estirpes sdo capazes de fermentar
acucares e apresentam propriedades hemoliticas (GASANOV et al., 2005).

Embora L. monocytogenes seja 0 patdogeno associado a listeriose em
humanos e, por isso, muito estudado durante as ultimas décadas (MCLAUCHLIN,
1990; JANZTEN et al., 2006), ha também alguns relatos de doencas provocadas
pelas espécies L. seeligeri, L. ivanovii e L. innocua (PERRIN et al., 2003; GASANOV
et al., 2005). Individuos imunodeprimidos, como aqueles que apresentam cancer,
cirrose ou AIDS, gravidas, recém nascidos e idosos, sdo 0s principais afetados
(WHO, 2011).

Este micro-organismo é capaz de utilizar a polimerizacdo de actina para o
movimento intracelular e, com isso, causar infec¢cado dos tecidos, principalmente do
figado (GANDHI; CHIKINDAS; 2007). Manifestacfes clinicas como gastrenterite,
meningoencefalite e septicemia sdo comuns em adultos e recém nascidos.
Entretanto, em mulheres gravidas causa febre e aborto (GEELING; BROOME, 1989;
BESSE et al., 2005; WHO, 2011).

A listeriose é observada, principalmente, em paises industrializados. Néo se
sabe se as diferencas nas taxas de incidéncia entre os paises desenvolvidos e em
desenvolvimento sdo por causa de diferencas geograficas, habitos alimentares e
armazenamento de alimentos, ou por causa das diferencas nas praticas de
diagnéstico e elaboracao de relatérios que registrem e divulguem os resultados
(WHO; FAO, 2004).
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Embora a listeriose seja uma doenca rara, a taxa de mortalidade € alta, 20% a
30% (MEAD et al., 1999; WHO; FAO; 2004), comparada a taxas resultantes de
doencas causadas por outros patdgenos. A incidéncia anual desta doenca € de 0,1 a
11,3 casos por milhdo de pessoas, sendo que na Europa varia de 0,3 a 7,5 casos e
nos EUA é de 4,4 por milhdo de pessoas (WHO; FAO, 2004). De acordo com o
Centro de Controle e Prevencéo de Doencas (CDC, 2009), 719 casos ocorreram em
2008 nos EUA. Ressalta-se ainda que em 23 paises Europeus a listeriose € a 15°
doenca mais comum (EFSA, 2007; ZUNABOVIC et al., 2011). Entretanto, medidas
tomadas pelos 6rgdos governamentais e pelas industrias de alimentos tentam
reduzir a incidéncia desta doenca (JANZTEN et al., 2006; CARPENTIER; CERF,
2011).

L. monocytogenes é uma bactéria que se encontra amplamente dispersa no
ambiente, como solo, agua, silagem, material fecal, e nos alimentos e é
predominantemente associada a refeicdes prontas para consumo, principalmente
industrializadas (WHO; FAO, 2004). Pesquisas demonstraram que diferentes tipos
de alimentos sdo associados a veiculacdo desta bactéria, o que incluem alimentos
como carnes cruas, cozidas e defumadas, vegetais (MCLAUCHLIN, 1990;
JOHANSSON, 1998; VITAS et al., 2004) e em especial produtos derivados de leite,
pois estes sdo os principais alimentos associados a surtos de listeriosis (YUCEL et
al., 2005). E importante ressaltar ainda que L. monocytogenes apresenta longo
periodo de incubacéo, o que torna dificil a sua identificacdo e do alimento envolvidos
(GANDHI; CHIKINDAS; 2007).

Apesar de a pasteurizagdo ou o cozimento auxiliar na eliminacdo de L.
monocytogenes, esta bactéria, por sua vez, pode persistir no ambiente de
processamento por muitos anos (NESBAKKEN et al., 1996) e, provavelmente,
originar biofiimes (JESSEN; LAMMERT, 2003). Algumas estirpes de Listeria
sobrevivem no ambiente de oito meses até dez anos. A persisténcia bacteriana é
associada a adaptacao fisica das células aderidas, o que culmina na tolerancia aos
produtos de higienizacdo (LUNDEN et al., 2000; LEAR et al, 2002; LINDSAY; VON
HOLY, 2006; CERF et al., 2010;) e consequente sobrevivéncia da bactéria em
drenos, pisos e equipamentos (MAFU et al., 1990; KIM; FRANK, 1995; POULSEN,
1999). Além do mais, este micro-organismo apresenta capacidade de multiplicar em
condicdes adversas nao s6 de temperatura (NESBAKKEN et al.,1996), sendo a faixa
entre 1 °C a 45 °C, como também de pH, entre 4 a 9, e concentracdo de NaCl
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extremos, superior a 10% (p/v) (YOULSEF; CARLSTROM, 2003; VAID et al., 2010).
Uma possivel explicacdo para a sobrevivéncia e multiplicagdo desta bactéria em
baixas temperaturas (psicrotréficas) € o aumento da proporcdo de &cidos graxos
insaturados e a reducdo do niumero de carbonos na cadeia que ajudam a manter a
fluidez da membrana (BEALES, 2004).

Estirpes de L. monocytogenes séo isoladas com frequéncia em superficies de
indastria de alimentos (GUDMUNDSDOTTIR et al., 2006; CHAMBEL, 2007; ORTIZ
et al.,, 2010; CARPENTIER; CERF, 2011), como aco inoxidavel, polimeros e
borrachas (CHAVANT et al., 2002; LUNDE'N et al., 2002; BORUCKI et al., 2003).
Podem existir em biofilmes na forma de monocultura ou em conjunto com outras
bactérias, como por exemplos Pseudomonas sp. (SASAHARA; ZOTTOLA, 1993;
NORWOOD; GILMOUR, 2001; CARPENTIER; CHASSAING, 2004; HASSAN et al.,
2004;), Bacillus sp. (CARPENTIER; CHASSAING, 2004) e Flavobacterium
(BREMER et al., 2001). Quando em biofilme misto, L. monocytogenes apresenta
maior adesdo (SASAHARA; ZOTTOLA, 1993; BOURION; CERF, 1996;
CARPENTIER; CHASSAING, 2004). Contudo, Norwood e Gilmour (2001)
constataram que este micro-organismo quando associado a uma estirpe de
Staphylococcus xylosus ou Pseudomonas fragi apresentou menor contagem.

Biofilmes formados por L. monocytogenes sao estruturalmente simples
comparados aos produzidos por outros micro-organismos e a sua maturidade pode
ser estabelecida em 24 h (KALMOKOFF et al., 2001; RIEU et al., 2008; NILSSON et
al., 2011).

Ao contrario de biofilmes formados sob condi¢cdes de escoamento do fluido
por P. aeruginosa, que consistem em estruturas semelhantes a cogumelos cuja
matriz polimérica coesiva € interligada por canais de agua (KLAUSEN et al., 2003),
Rieu et al. (2008) mostraram que biofilmes formados por L. monocytogenes
apresentaram-se como uma rede em que microcolbnias sdo estruturadas.
Observaram também que houve maior volume e espessura do biofilme formado sob
condicdes de escoamento que estatica.

Os biofilmes de L. monocytogenes sdo preocupantes e a sua eliminacao do
ambiente é um desafio (LEWIS, 2001), uma vez que as células nele presentes
apresentam maior resisténcia a antimicrobianos, como sanitizantes, do que aquelas
em suspensao (MIDELET; CARPENTIER, 2002).
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2.1.3.2. Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens é uma bactéria Gram-negativa, aerObia, em forma de
bastonetes, ndo formadoras de esporos, catalase positiva e mével em razdo de um
ou varios flagelos (HOLT et al., 1994). E encontrada em muitos ambientes, como
agua, solo (ALABOUVETTE et al., 1993) e, frequentemente, isolada de ambientes
industriais (GUOBJORNSDOTTIR et al., 2005; SHI; ZHU, 2009). Isso se deve ao
fato de apresentar pequeno tempo de geracao, resisténcia ao calor e capacidade de
formar biofilme (SIMOES et al., 2008b). No solo, a presenca de P. fluorescens é
importante no controle de doencas de plantas causadas por fungos (ALABOUVETTE
et al.,, 1993; BUCHENAUER, 1998). Entretanto, em indudstrias, a presenca deste
micro-organismo € indesejavel, uma vez que sintetiza uma lipase e protease
termorresistente responsavel pela deterioracdo de alimentos (LAW et al., 1977),
como leite, peixes, carnes curadas, ovos e vegetais (MASSON et al., 2002).

A capacidade de formar biofilme em diferentes condi¢cdes de multiplicagéo,
como temperatura, pressao osmética, pH, oxigénio e nutrientes, € uma das
caracteristicas inerentes de P. fluorescens (DOGAN; BOOR, 2003; MARQUES,
2004; OLOFSSON et al., 2007). A persisténcia deste micro-organismo no ambiente
(HOOD; ZOTTOLA, 1997) é explicada ndo somente pela sua facilidade de formar
biofilmes, como também pela tolerancia a sanitizantes (LANGSRUD et al., 2003).
Estas e outras carateristicas citadas anteriormente proporcionam estas bactérias,
especialmente quando em biofilmes, a capacidade de formar nichos onde micro-
organismos patogénicos de outras espécies podem sobreviver (SIMOES et al.,
2008b).

Além disso, P. fluorescens pode ser uma bactéria isolada de hospitais, nao
apenas de agua, mas também como uma constituinte da microbiota da epiderme ou
orofaringe (PICOT et al., 2001). Este micro-organismo é, em geral, um patégeno
presente em passaros (JACKSON; PHILLIPS, 1996), como causa de infeccbes no
figado. Entretanto, pelo menos um caso de lesdo hepética ja foi descrito em
humanos (RAMIREZ et al., 1989). H4& também relatos de casos de bacteremia e
septicemia por causa desta bactéria (PICOT et al., 2001). Emboras estas infec¢des
ndo serem frequentes, o tratamento com antibiéticos pode ser ineficaz e, em casos
raros, podem ser fatais (NAGHMOUCHI et al., 2012).
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2.1.4 Controle da adesao e formacao de biofilmes

Bactérias patogénicas e deterioradoras sdo capazes de aderir em superficies
qgue entram em contato com o alimento (VOGEL et al., 1997) e permanecerem
viaveis mesmo apos as etapas de limpeza e sanitizacédo (REIJ; DEN AANTREKKER,
2003). Assim, é fundamental que o profissional da area de alimentos tenha
conhecimentos de processamento e microbiologia, de controle de qualidade e
higiene industrial, para evitar que surtos de doencas de origem alimentar ocorram.
Os estabelecimentos industriais tém responsabilidade direta sobre a seguranca e
gualidade de seus produtos.

Falhas nos procedimentos de higienizagcdo permitem que o0s residuos
aderidos aos equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de
contaminacdo (ZOTTOLA, 1994). Portanto, é fundamental que os profissionais da
area de alimentos tenham em mente dois aspectos relevantes para o sucesso de um
procedimento adequado: i) como fazer e b) como avaliar (LINDSAY; VON HOLY,
2006).

Os processos de limpeza e sanitizacdo de superficies sdo mais dificeis na
presenca de micro-organismos aderidos. Isto tem tornado um problema com o
aumento do uso de procedimentos automaticos de limpeza e equipamentos
complexos, que podem apresentar locais que facilitam o desenvolvimento de
processos de adesdo (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000).

Uma estratégia de evitar a adesdo e formacdo de biofilme microbiano é
executar o procedimento de sanitizacdo apos a limpeza e antes do inicio do
processamento, se ha um intervalo grande entre os turnos de trabalho. Isso porque
a fase inicial da aderéncia dos micro-organismos e a formacdo do biofilme a
superficie ocorrem rapidamente, o que leva somente algumas horas. Além disso, é
importante também conhecer o tipo e a natureza dos residuos contaminantes, como,
carboidratos, lipideos, proteinas e sais minerais, € 0s micro-organismos a serem
removidos (MOSTELLER; BISHOP, 1993).

A higienizag&o na industria de alimentos insere se dentro das Boas Préticas
de Fabricacdo e da Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), o
gue visa a obtencdo de alimentos seguros, particularmente sob o0s aspectos
relacionados as contaminagbes com agentes quimicos, fisicos e microbiol6gicos,

além de contribuir para a manutencdo das caracteristicas sensoriais e nutritivas
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desses alimentos. Neste contexto, devem se destacar fatores relevantes como
(WIRTANEN; SALO, 2005):

- Design de equipamentos e ambientes: devem ser projetados de modo a
facilitar as etapas de higienizacdo. Ndo s6 o design, mas também o layout dos
equipamentos evitardo riscos de contaminacao.

- Manutencdo e limpeza do ambiente de processamento e equipamento:
procedimentos devem ser desenvolvidos para que ocorra uma adequada
higienizagéo e efetivo monitoramento. Nestes procedimentos ndo se deve esquecer
de destacar as atividades de controle de pragas e residuos.

- Higiene pessoal: é necessario que os colaboradores recebam treinamentos
constantes com o intuito de utilizarem vestimentas limpas e realizarem habitos
higiénicos adequados, como por exemplo, lavar as maos. Vale ressaltar que
visitantes também devem ser instruidos sobre estes aspectos.

- Transporte: Procedimentos de limpeza e sanitizagdo devem ser
estabelecidos e os veiculos devem ser constantemente revisados.

- Treinamento: cada colaborador deve ter consciéncia da sua
responsabilidade e conhecimento da importancia de se produzir um alimento seguro
com relagcdo aos aspectos microbiolégico, quimico e fisico.

O monitoramento correto dos procedimentos de higienizacdo permite um
controle microbioldgico eficiente e, além disso, registros comprovam se um processo
esta em conformidade com o que foi estabelecido no plano APPCC. Em casos de
desvios, devem-se adotar medidas corretivas. Os resultados dos testes devem ser
comparados com as especificacdes ou recomendacdes de 6rgdos oficiais ou por
entidades cientificas conceituadas, como a American Public Health Association
(APHA), a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e a Organiza¢do Pan-Americana
de Saude (OPAS).

A utilizacdo de uma combinacdo de metodologias € possivel monitorar as
condicdes higiénicas das superficies durante processamento. Como exemplo, dois
métodos que podem ser utilizados pela inddstria encontram-se o teste do swab,
considerado uma metodologia padrao pela APHA, e a técnica do ATP
bioluminescéncia que avalia as condi¢des higiénicas de processamento pela
guantidade de ATP presentes na superficie. Como qualquer analise, 0 sucesso e a
eficiéncia do método dependem do conhecimento prévio sobre distribuicdo e adesdo
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bacteriana, sobrevivéncia e recuperacdo de micro-organismos estressados
(ANDRADE et al., 2008).

Deste modo, deve ser cuidadosamente realizada a descricdo de um
Procedimento Padrdao de Higiene Operacional, levando-se em conta o0s
contaminantes microbianos potenciais, 0s agentes antimicrobianos e o tipo de
superficie para que haja o controle da adeséo e formacao de biofilmes bacterianos.
Afinal, todas as superficies de processamento de alimentos sdo lugares potenciais
para a formacdo de biofilmes, que pode ocorrer até mesmo quando programas de
higiene e sanitizacdo séo corretamente aplicados (NORTEMANS et al., 1991).

Assim, por este fato, pesquisadores realizam pesquisas com o intuito de
modificar os materiais que entram em contato com alimentos, seja por meio da
incorporacdo de antimicrobianos (TSIBOUKLIS et al.,, 2000; GOTTENBOS et al.,
2001; THOUVENIN et al., 2003) ou por modificacdo das propriedades fisico-quimica
(WHITEHEAD et al., 2005; ROSMANINHO et al., 2007).

Atualmente, sensores sdo desenvolvidos como alternativa no controle da
colonizacao bacteriana. Estes, por sua vez, permitem ndo sé detectar a presenca de
residuos de produtos na superficie apds procedimento higienizacdo, como também
monitorar a qualidade da higienizacéo realizada (PEREIRA et al., 2008; PEREIRA et
al., 2009).

A descoberta de que muitas bactérias utilizam quorum sensing pode
representar outra estratégia de impacto significativo na formacéo de biofilme (DONG
et al., 2002). A compreenséao deste fendbmeno de sinalizacao célula-célula, tal como
em L. monocytogenes, pode ser usado para evitar a colonizacdo da superficie pelo
fato de se identificar compostos que podem atuar como antagonistas desta
comunicagdo microbiana (SMITH et al., 2004).

Enzimas e detergentes estdo sendo utilizados em conjunto para melhorar a
eficacia dos processos de higienizacdo e, consequentemente, evitar os problemas
de formacéo de biofilme nas industrias de alimentos (SIMOES et al, 2010). Augustin
et al. (2004) demonstraram o potencial da aplicacdo de produtos enziméticos de
limpeza no controle de biofilmes cujos micro-organismos foram encontrados em
derivados de leite.

Além da utilizacdo de enzimas, este controle também pode ocorrer por meio
de interacbes ou metabdlitos microbianos, sendo a competicdo por substrato,
sintese de sideréforos e biosurfactantes alguns exemplos a serem considerados.
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Pesquisadores relatam que bacteriocinas comumentes utilizadas como
biopreservativos, como nisina, lauricidina e pediocina apresentaram elevado
potencial no controle de micro-organismo em biofilmes, incluindo L. monocytogenes
(DUFOUR et al., 2004; MAHDAVI et al., 2007; GARCIA-ALMENDAREZ et al., 2008).

Por fim, vale ressaltar o controle realizado por meio da infeccdo com
bacteri6fagos. E também uma alternativa promissora uma vez que populacdes
bacterianas apresentam-se resistentes aos antimicrobianos disponiveis no mercado
(SILLANKORVA et al., 2004).

2.2 Modificacdo da superficie pela técnica de implantacao ibnica

7

A implantacdo ionica é um processo caracterizado pela transferéncia de
massa, por meio do bombardeamento de um material com 4tomos ou moléculas
ionizadas com energia suficiente para penetrar além das camadas superficiais no
material alvo (SEIDEL, 1983). Resumidamente, € um processo em que ions sao
acelerados em direcdo a uma superficie alvo, na presenca de vacuo (DEARNALEY,
1974). Estes ions formam um feixe energético de uma determinada espécie quimica
e é extraido de uma fonte, em seguida, purificado por um analisador de massa
(espectrébmetro), acelerado a uma determinada velocidade por um campo elétrico,
direcionado por lentes eletrostaticas e, por fim, incidido em uma superficie alvo

(Figura 4) (DINIZ, 1996).

Figura 4 - Esquema de um implantador ionico.
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Fonte: Diniz, 1996.
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A espécie quimica gasosa presente na fonte de alimentacédo €, geralmente,
originada por meio da injecdo de gas ou evaporacdo de material solido dentro de
uma fonte aquecida a altas temperaturas (ZIEGLER, 1992). Entretanto, em alguns
casos, sao utilizados liquidos. Um filamento metélico (catédo), como por exemplo, de
tungsténio, € aquecido, o que resulta no aparecimento de elétrons os quais sdo
atraidos por um anédo a um potencial elétrico. Durante o percurso entre o catédo e
anoddo, os elétrons colidem com as moléculas do gas gerando ions (PISANI, 1990)
gue séo, por sua vez, extraidos com a ajuda de uma diferenca de potencial aplicada,
geralmente, sendo a voltagem de 15 kV a 40 kV (RIMINI, 1995). O feixe ibnico
formado, além dos ions de interesse, possui diferentes moléculas e atomos
provenientes de impurezas do elemento a ser implantado e de impurezas criadas na
propria fonte (SILVA, 2000). Cada ion deixa o orificio com uma velocidade especifica
gue depende da sua massa pode ser demonstrada conforme a Equacéo 5:

1
Ec = Eml'on vz = _Q-V (5)

sendo que E. é a energia cinética, m,, a massa, v a velocidade, q € a carga
apresentada por cada ion e V é a diferenca de potencial da fonte de extracdo
(ZIEGLER, 1992).

Em seguida, os ions passam por um ima, onde recebem aplicacdo de um
campo magnético (B) perpendicular a sua trajetéria (Rion) (Equacdes 6 e 7), fazendo
gue somente aqueles com uma determinada carga/massa sejam defletidos em um
angulo definido e passem por meio da fenda de sele¢cdo de massa (ZIEGLER, 1992;
SILVA, 2000):

quB = == (6)
on
Das equacdes acima se obtém:
__ \2mjn V/q
Rion = + (1)

Apbs o seletor de massa, o feixe ibnico, que é constituido de um Unico tipo de
elemento quimico e isotopicamente puro, serd acelerado por campos eletrostaticos,

no tubo acelerador (SWART, 2008). Neste local, encontram-se anéis metélicos
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isolados por separadores ceramicos, 0s quais tém como finalidade primeiramente
acelerar os ions com energia desejada e em seguida modificar sua trajetéria nos
eixos x e y, de modo evitar que a implantacdo se dé em um Unico ponto da
superficie alvo, distribuindo-se uniformemente por toda sua parte (SWART, 2008).

Em termos de energia de interacdo ions/superficie alvo existem cinco
regimes: (i) térmico (< 1 eV); (ii) hipertérmico (1 eV - 100 eV); (iii) baixa energia (0,1
keV - 10 keV); (iv) média energia (10 keV - 500 keV) e; (v) alta energia (> 500 keV)
(FENG et al., 2006).

Por fim, o feixe de ions incide sobre o alvo que se encontra no interior de uma
camara de implantacdo. Neste local, h& quatro copos de Faraday que se conectam
a superficie com ions implantados com a finalidade de medir a corrente elétrica e,
consequentemente, a obter a dose iGnica bombardeada (SILVA, 2000).

Um detalhe importante € que todo processo ocorre em alto vacuo para
garantir a pureza do feixe implantado (OLIVEIRA, 2007). A pressao na regido da
fonte deve ser da ordem de 107 torr (0,13 Pa) e na regi&o da camara é de 10 torr
(1,3.10° Pa) (PISANI, 1990). Apesar de utilizar baixa pressdo, uma pequena fracdo
dos ions pode-se chocar com atomos do gas residual no sistema, o que resulta na
neutralizacdo de sua carga. Mesmo sem carga elétrica, esta fracdo ibnica continuara
sua trajetéria com aproximadamente a mesma energia cinética, 0 que causara um
erro na contagem dos dopantes implantados. Para reduzir este erro inclinou-se a
parte final do tubo e criou-se um campo elétrico para defletir os ions, conforme
anteriormente citado. Este campo elétrico além de corrigir a trajetéria dos ions, ndo
tem efeito sobre as particulas neutralizadas que irdo se perder nas paredes do tubo
do sistema, evitando assim o erro na contagem de ions (SWART, 2008).

A implantacdo ibnica é uma técnica promissora, pois apresenta caracteristicas
relevantes como confiabilidade e reprodutibilidade. A espécie, energia, dose e
densidade da corrente do feixe de ions sdo os principais parametros do processo
(CUI; LUO, 1999). Entretanto, € ainda considerado um processo de elevado custo,
devido ao preco do equipamento, e o periodo de implantacdo € longo (MIKKELSEN
et al., 2002).

Os ions, ao colidirem com a superficie de interesse, como por exemplo,
metais, ceramicas e polimeros, penetram a uma profundidade de 10 nm a 1.000 nm.
Entretanto, para amostras bioldgicas os ions podem penetrar a uma profundidade

maior que dez microns. Novas ligacbes quimicas sao formadas entre os ions
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implantados e o material bombardeado, o que resulta em uma nova regido, com
modificagbes quimicas e fisicas diferentes (CUI; LUO, 1999). Por causa destas
modificac6es na superficie, havera também alteracdo das propriedades mecénicas,
elétricas, Opticas, dentre outras (GHANDHI, 1994), como por exemplo, molhabilidade
e tensao de ruptura e de estiramento (SIOSHANSI; TOBIN, 1996).

As novas ligacdes quimicas formadas sdo consequéncia das colisbes
multiplas dos ions implantados com os elétrons e ndcleos dos atomos da estrutura
do alvo. Estas colisdes causam os chamados freamentos eletronicos (eletronic
stopping power) e nuclear, o que resulta na reducdo da energia cinética idnica. O
freamento eletrénico ndo influencia na trajetéria idnica dentro da rede cristalina do
substrato, pois € um mecanismo de transferéncia de energia do ion para os elétrons
dos atomos alvo, por meio de colisbes inelasticas (BOHR, 1948). Todavia, o
freamento nuclear (nuclear stopping power) resulta no deslocamento dos atomos da
rede, o que pode ocasionar danos na estrutura cristalina. Isso ocorre porque 0s ions
incidentes transferem energia para os nucleos dos atomos do alvo por meio de
colisbes elasticas. O mecanismo de freamento eletrbnico é predominante para as
altas energias do ion incidente, enquanto que o freamento nuclear predomina para
baixas energias ibnicas (SEIDEL, 1983). E possivel observar também colisbes
inelasticas entre ions e nucleos e colisbes elasticas entre ions e elétrons, contudo
desempenham papéis insignificantes quando comparadas as colisbes elasticas com
nacleos (freamento nuclear) e as colisBes inelasticas com elétrons (freamento
eletrénico) (RANGEL et al., 1999).

A natureza dos defeitos criados pelo ion incidente depende da massa do ion.
fons leves geralmente transferem uma pequena quantidade de energia durante cada
colisdo com o alvo e se defletem em grandes angulos (Figura 5a). Cada atomo do
alvo deslocado apresentard uma pequena quantidade de energia transferida, o que
dificlmente ocasionara deslocamentos em cascata. Assim, a principal perda de
energia do ion se da por freamento eletrdnico. Todavia, se o ion incidente é pesado,
uma grande quantidade de energia € transferida ap6s cada colisdo, e cada atomo
deslocado é capaz de produzir um grande nimero de deslocamentos. Portanto, a
trajetoria do ion incidente € pequena e a grande parte da energia € transferida para
a rede por freamento nuclear, o que cria uma alta densidade de defeitos em um
pequeno volume (Figura 5b) (GHANDHI, 1994).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo dos defeitos causados por ions leves (a) e pesados
(b) apods colisbes na superficie alvo.
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Fonte: Adaptado: Ghandhi, 1994.

Colisdes inelasticas entre ions e elétrons produzem excitacdes, ionizacdes e
até mesmo rompimento de ligacdes quimicas no material alvo. Entretanto, as
colisBes elasticas nucleares resultam no deslocamento de nucleos pesados de suas
posicdes originais, o que gera desordem e degradacéo do material (RANGEL, 1999).
Em metais, colisdes eletronicas e nucleares conduzem a formacao de uma estrutura
desordenada e, as vezes, amorfa na parte superior da superficie (CUI; LUO, 1999).
Dependendo do atomo implantado, havera formacdo de novos compostos e/ou
formacdo de nanoparticulas metdlicas. Entretanto, as interagdes quimicas e fisicas
entre os ions implantados e os atomos e ou elétrons da superficie alvo, que
determinam a configuracédo final do sistema, ainda nao foi completamente elucidada
(MAZZOLDI; MATTEI, 2007).

O bombardeamento i6nico de solidos com particulas carregadas nédo é
dependente dos limites de solubilidade termodinamica do sélido, como é o caso da
difusdo. Ha possibilidade de implantacdo de qualquer ion em qualquer material,
mesmo em doses elevadas. Além disso, o bombardeamento pode ser efetuado com
o alvo a diversas temperaturas. O processo € rapido, limpo e permite a obtencao de
perfis bastante especificos através de implantacbes sucessivas com energias
variadas (RANGEL, 1999).
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Em materiais poliméricos, o bombardeamento i6nico geralmente origina a
fragmentacdo de ligacdes que ocorre em grupos laterais, também chamados de
grupos pendentes, liberando espécies quimicas do sélido como H, N, O, CHy e CO,
dentre outros. A estrutura polimérica ao redor da ligagdo pendente tende a se
reorganizar de modo a “absorver” o radical, o que resulta na formacéo de ligacdes
insaturadas (C=C e C=C). Se ha formagao de radicais livres em cadeias adjacentes,
h& possibilidade de reagcdo entre eles e unido de cadeias vizinhas através de
ligacbes covalentes. Este mecanismo de conexdo é chamado de reticulacdo ou
entrelacamento e ocorre quando ha proximidade suficiente para ocorrer reacao entre
os radicais livres. O alto grau de reticulacdo gera cadeias fortemente ligadas umas
as outras e com pontos ancoras que retém o movimento vibracional. Por sua vez, a
estrutura polimérica torna-se compacta, rigida e de dificil penetracdo, melhorando
propriedades como resisténcia ao desgaste, condutividade elétrica, resisténcia a
solventes e estabilidade térmica. Por outro lado, se h4 dominio do freamento nuclear
neste processo de implantacdo ibnica, o polimero torna-se mecanicamente
fragilizado e pouco resistente a ataques quimicos, pois ha energia suficiente para
deslocar atomos ou segmentos moleculares de suas posi¢cdes, 0 que gera a
fragmentacao da cadeia (RANGEL, 1999).

2.2.1 Aplicagdes

Durante muitos anos, a implantacdo ionica foi direcionada ao processo
quimico de doping (adicdo de ions) de semicondutores, especialmente silicio que
ainda hoje é de grande interesse para a industria eletrénica (YARLING, 2000;
BOURGOIN; CORBETT, 1972). Os ions mais utilizados para dopar este tipo de
semicondutor sdo B, P* e As” e a energia pode variar de 30 keV a 200 keV, sendo
gue alguns equipamentos permitem uma faixa maior que compreende valores de 5
keV a 1.000 keV. As doses empregadas variam de 10* jons.cm?a 5 x 10* fons.cm’
2. mas em aplicacbes especiais pode variar de 10* fons.cm? a 10'® fons.cm™
(SWART, 2008). A principal aplicagdo desta técnica na industria microeletrénica é a
dopagem controlada dos dispositivos pela introducdo de perfis precisos de
impurezas dopantes, o que permite a planaridade das superficies (PESENTI, 2004)
(Tabela 2). Este processo chega a representar cerca de 90% de todos 0s processos

envolvidos na fabricacdo de circuitos integrados (GUERRA, 1996).
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Tabela 2 - Aplicagbes da implantacdo i6nica na fabricacdo de dispositivos
semicondutores.

Finalidades

Controle total das impurezas

Controle do perfil de dopagem

Oxido de silicio

Nitreto de silicio

Captura de impurezas

Introducéo de desordem Controle da taxa de ataque ou oxidagéo do
processo

Dopagem de impurezas

Formacgao de compostos

Fonte: Adaptado: Pisani, 1990.

Apbs os dispositivos microeletrbnicos, a segunda maior categoria em que ha
modificacdo de superficies empregando processos com feixes idnicos € a de
biomateriais (FENG et al., 2006) médicos ou odontolégicos (YOSHINARI et al., 2001;
PELLETIER et al.,, 1999; TANG et al., 2006) Entre estas superficies incluem-se
metais, ceramicas, vidros e polimeros (FENG et al., 2006).

As caracteristicas do biomaterial como tensao interfacial, rugosidade e
composicdo quimica apresentam um importante papel durante as interacdes entre o
material implantado e o tecido hospedeiro (NAYAB et al., 2005). Modifica¢cdes séo
realizadas respeitando o design, a composicao e fabricacdo para garantir que os
dispositivos apresentem propriedade mecanica apropriada, compatibilidade,
durabilidade e funcionalidade (FENG et al., 2006).

Assim, com finalidade de melhorar a biocompatibilidade, Li et al. (1999)
bombardearam fons F* em lentes intraoculares de poli (metilmetaacrilato) (PMMA).
Estes pesquisadores observaram que reduziram significativamente o numero de
plaquetas, granulécitos e macréfagos aderidos no biomaterial modificado. Atribuiram
este fato ao aumento da hidrofobicidade que, consequentemente, relacionaram a
reducdo do nimero de ligacdes C=0, o que contribui para o carater hidrofilico, e ao
aumento na formacao do numero de ligagdes C—F cujo carater é hidrofobico. Outro
fator que também destacaram € a presenca dos fons F' cuja carga elétrica
influenciou na reducéo da adeséo celular.

Em outro estudo, Fan et al. (2000) modificaram uma superficie de silicio
utilizada para confeccdo de implantes de chip intracranianos com ions hidroxila.
Observaram que neurbnios de ratos apenas foram capazes de aderir e formar

sinapse nas superficies que tiveram os ions bombardeados.
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Resultados interessantes também foram observados por Li e Niu (2002). Os
efeitos da implantagdo de ions carboxilicos (COOH') em biomateriais de
polipropileno (PP) foram estudados in vitro para diferentes células: macrofagos de
camundongos, fibroblastos de ratos e células epiteliais humanas. Estes
pesquisadores observaram que houve maior adeséo e proliferacdo dos fibroblastos
e das células epiteliais nos biomateriais com ions COOH" implantados do que na
superficie sem bombardeamento ibnico. Entretanto, observaram que macrofagos
apresentaram menor adesdo nos biomateriais modificados. Estes resultados podem
ser explicados pelo fato de que os ions COOH® provocaram um rearranjo das
ligacdes quimicas na superficie do biomaterial e a formacdo de novos grupos
contendo oxigénio, o que melhorou a biocompatibilidade do polipropileno.

O tipo de superficie dos implantes, rugosa ou lisa, influencia o0 mecanismo de
osseointegracdo. Em funcao disto, tem-se realizado trabalhos com a finalidade de se
obter uma superficie ideal, que favoreca o mecanismo de osseointegracdo, sem
modificar os tecidos adjacentes ou promover reacdes de rejeicdo. Alguns estudos
mostram que superficies rugosas aumentam a multiplicacdo de células éssea ao
redor do implante por favorecerem a deposicdo e melhor distribuicdo de proteinas na
superficie do implante (HATANO et al., 1999). Outros autores afirmam que
superficies lisas favorecem a proliferacéo celular (STANFORD et al., 1994).

Outra importante propriedade de uma superficie € molhabilidade, capacidade
relacionada a adsorcao de agua pela superficie (LIM et al., 2001). Como o sangue é
0 primeiro tecido que entra em contato com o0 implante, e este possui uma
composicdo hidrica de aproximadamente 90%, esta capacidade de adsorcdo de
agua pela superficie torna-se fundamental para o sucesso da adesado celular e
consequente osseointegracdo (KASEMO, 2002). A avaliagdo da molhabilidade de
uma superficie pode ser realizada pela determinacdo do angulo de contato. Quanto
menor esse angulo, mais molhavel é a superficie (KWOK et al., 1998).

Além dos estudos acima apresentados, outras pesquisas também
apresentaram como objetivo melhorar a biocompatibilidade de superficies
comercializadas para implantes médicos por meio da adesdo de determinados
grupos celulares (MURAYAMA et al., 1997; NAKAO et al., 1996; LHOEST et al.,
1995; TJUSI et al., 1998; FAN et al., 2000; TJUSI et al., 2000; LI; NIU, 2002;
COLWELL et al., 2003; NAYAB et al., 2005; TJUSI et al., 2007).
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Entretanto, outras pesquisas tém como objetivo modificar biomateriais para
reduzir a adesdo microbiana, como, por exemplo, superficies de aco inoxidavel
(DAN et al., 2005; WAN et al., 2007; ZHAO et al., 2008), titanio (WAN et al., 2007) e
poli (etilenotereftalato) (LI et al., 2007).

Superficies de titanio utilizadas para implantes orais apresentaram atividade
antibacteriana quando apresentaram ions F* implantados (YOSHINARI et al., 2001).

Em outro um estudo Gallardo-Moreno et al. (2011) observaram que a
implantacdo de Si* reduziu a contagem de células de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis em superficies de AISI 316LVM sem alterar a
biocompatibilidade.

A implantacdo ibnica é também uma importante técnica para a sintese e
modificacdo de nanoparticulas metélicas (MAZZOLDI; MATTEI, 2007) e apresenta
diversas vantagens (XIAO et al., 2007), dentre elas o controle da dose e energia do
elemento implantado (TSUJI et al., 2004).

Elementos quimicos como cobre, niquel e ferro, séo introduzidos nos
diferentes estagios da producédo de dispositivos microeletrénicos com a finalidade de
alterar propriedades fisicas e quimicas (SILVA et al., 2004).

Dentre estas propriedades encontra-se a optoeletrénica. Nas duas Ultimas
décadas, pesquisas sao realizadas com o intuito de modificar substratos de silicio
visando resolver sua inabilidade fisica de agir como um bom emissor de luz. Assim,
formacdo de nanoparticulas no interior de camadas de o6xido de silicio/silicio
(SiO./Si), através da utilizacdo da técnica de implantacdo i6nica e posterior
tratamento térmico, € uma alternativa bastante promissora para a producdo de
materiais luminescentes baseados em silicio. Isso porque ha elevado controle sobre
o processo de fabricacdo e a compatibilidade da implantacdo i6nica com a
tecnologia de microeletrénica (LOPES et al., 2006). Estudos mostraram que as
propriedades de luminescéncia do silicio a temperatura ambiente podem ser
melhoradas quando o mesmo se encontra na forma de nanoestruturados, como,
nanocristais de Si (SIAS et al., 2004; LOPES et al., 2006; SIAS et al., 2006a, 2006b;
NIKOLOVA et al., 2009).

Além de modificar as propriedades optoeletrbnicas, Ramaswamy et al. (2005)
relataram que a formacdo de nanoparticulas em SiO, também modificou as

propriedades magnéticas. Para isso, realizaram multiplas implantacdes de ions Au’
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em intermediarias etapas de anelamento, o que resultou em nucleac¢des isoladas e
crescimento das particulas.

A implantacdo i6nica permite a formacdo ou modificagdo de outras
nanoestruturas, além de nanoparticulas, como por exemplos: (i) nanotubos
(IWASAKI et al., 2008), que podem ser utilizados em eletronica molecular (TANS et
al., 1998), sensores biolégicos (STAR et al., 2003) e sistemas nano-eletromecéanico
(PONCHARAL et al., 1999); (ii) nanocavidades (SILVA et al., 2004). Atomos de Hélio
sdo insoliveis em metais e semicondutores, assim, este elemento sé pode ser
incorporado nestas matrizes quando produzidos, por exemplo, via reacdes nucleares
ou implantacdo ibnica. Quando bombardeado em silicio cristalino, os ions He"
formam nanocavidades capazes de originar eficientes centros para o aprisionamento
de impurezas metalicas (MYERS; FOLLSTAEDT, 1996), responsaveis pela mudanca
das propriedades optoeletronicas, e, por fim; (iii) a modificacdo da topografia de
superficies por meio da producdo de materiais nanotexturizados que apresentam
importantes aplicacdes, como biosensores e dispositivos médicos e Opticos
(BRACERAS et al., 2007).

Em meados da década de 80, efeitos biologicos, resultantes do
bombardeamento i6nico em sistemas vivos, foram reconhecidos e demonstrados
experimentalmente (YU et al., 1991). Progressos importantes vém sendo alcancados
no que diz respeito ao entendimento e a utilizacdo das interagbes entre os ions
implantados e o material bioldgico, o que resulta na criacdo de novas biotecnologias
(FENG et al., 2006).

Atualmente, a técnica de bombardeamento i6nico com baixa energia em
materiais bioldgicos € aplicada com sucesso para mutacdo de plantas agricolas e
horticolas (NORARAT et al., 2009). A tecnologia de transferéncia de genes tem
criado novas alternativas para a producdo de plantas mais adaptadas ao ambiente
de cultivo e com maior capacidade de producéo (SANTAREM, 2000).

A implantacéo idnica é também utilizada no estudo de alteragbes de materiais
metalicos, principalmente, para reduzir corrosédo e oxidacdo dos mesmos (WILLIAMS
et al., 1991; RANGEL,; PAIVA, 1996).

Aco inoxidavel € um material com aplicacfes tecnolégicas em diversas areas,
como nas industrias automotiva, quimica, nuclear e de alimentos, construcao civil e
confeccao de dispositivos médicos (LO et al., 2009). Contudo, esta superficie pode
apresentar corrosdes localizadas, principalmente do tipo pite que é provocado pela
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presenca de haletos, particularmente, os cloretos (ZHANG et al, 1993). Com o intuito
de melhorar a resisténcia desta liga metdlica ao ataque destes compostos,
elementos quimicos como, por exemplo, molibdénio, silicio, titnio e vanadio, sdo
adicionados, o que resulta na formagédo de uma estrutura mais estavel e homogénea
(PEREZ et al., 1998; MARTINEZ et al., 2005). Como a corrosdo € um fendmeno
associado a estrutura e composicdo superficial do material, a técnica de
bombardeamento ibnico é empregada com sucesso na producdo de novas ligas
metalicas, uma vez que modificara as propriedades fisicas e quimicas da superficie
(MARTINEZ et al., 2005).

Dentre os acos inoxidaveis cuja técnica de implantacdo ibnica € utilizada
encontra-se a classe AlSI 304 (HERTING et al., 2008) liga metélica de cromo (17,5 a
19,5% p/p) e niquel (8 a 10,5% p/p) (BADDOO, 2008) comumente usada em
equipamentos e utensilios para processamento de alimentos. Esta consideravel
concentracdo de niquel (8 a 10 % p/p) confere resisténcia a corrosao e, geralmente,
um efeito de retardamento sobre a taxa de migracéo (libertacdo) de metal da liga
para o meio. Entretanto, o niquel é relativamente caro no mercado e € questionado a
partir do ponto de vista toxicoldgico. No entanto, esta resisténcia a corrosdo pode
ser obtida sem niquel, desde que o teor de cromo seja suficientemente elevado
(12% p/p). Assim, ao se utilizar os acgos inoxidaveis ferriticos, ligas sem niquel e que
apresentam cromo como material base de maior concentragcédo, como o AlSI 430 (16
a 18% p/p de Cr), por exemplo, em utensilios para alimentos, os potenciais efeitos
adversos a saude devido a libertacdo de niquel séo eliminados (HERTING et al.,
2008).

Pesquisadores observaram que ao implantar jons N*, Ar" e Si* em aco
inoxidavel AlISI 304 e AISI 430 diferentes resultados foram obtidos. Estes elementos
implantados foram encontrados na camada passivadora de ambas as ligas
metalicas. Os ions N* n&o apresentaram efeito relevante na estrutura e composicao
da camada passivadora e néo foi encontrado formando nitrito de ferro e cromo. J4 o
principal efeito causado pelos ions Ar* foi o de aumentar a taxa de cromo e ferro na
camada passivadora, o que resultou em uma maior resisténcia a corrosdo dos acos
bombardeados. Por fim, a camada passivadora com os ions de silicio implantados
apresentou diferente estrutura, sendo encontrado 6xidos, dentre eles, 6xido de silicio
(SiOy), e hidréxidos fora de seu limite, a camadas mais profundas (CANO et al.,
2006).
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Outras propriedades de ligas metélicas como, resisténcia ao uso e dureza,
também podem ser modificadas (KUKAREKO; BYELI, 2000; OLOFINJANA et al.,
2005). ions N," implantados em aco conduziram na formac&o de nitritos de carbono
e silicio (C-N-Si) que modificaram a superficie e, consequentemente, melhoraram a
dureza do material (OLOFINJANA et al., 2005).

Outro estudo mostrou que o bombardeamento de N* em aco inoxidavel AlSI
8642 aumentou a dureza em 150% quando comparada ao material sem o
tratamento. Entretanto, ndo houve modificacdo no coeficiente de friccdo ao implantar
N* (YOUSSEF et al., 2004).

Pesquisas também sdo realizadas com o propésito de entender
detalhadamente os efeitos e mudancas que a implantacdo ibnica causa em
polimeros (SUN et al., 1998; SVORCIK et al., 1998; ZHU et al., 2002; LIPINSKI et
al., 2009). Com isso, busca-se tornar a estrutura do polimero mais compacta, rigida
e de dificil penetracdo, melhorando propriedades, como resisténcia ao desgaste,
condutividade elétrica, resisténcia a solventes, molhabilidade e estabilidade térmica
(ALMEIDA; TABACNIKS, 2009). No caso de materiais ceramicos, propde-se a
criacao de superficies mais resistentes a corrosao e ao desgaste (BRENSCHEIDT et
al., 1998; ZHOU et al., 2009), que poderdo ser empregadas na indUstria metallrgica
(ALMEIDA; TABACNIKS, 2009).

2.3 Uso de prata como agente antimicrobiano

IndUstrias farmacéuticas e pesquisadores investigam novos agentes
antimicrobianos pelo fato de muitas bactérias patogénicas apresentarem resisténcia
aos antibiéticos (RAI et al., 2008). Prata e cobre, especialmente prata, sdo exemplos
destes novos agentes que tém chamado atencédo por causa de suas propriedades
antimicrobianas (WAN et al., 2007).

As propriedades antimicrobianas dos compostos e ions de prata séo
historicamente reconhecidas e apresentam uma ampla aplicacdo que vai deste a
desinfeccéo e constituicdo de dispositivos médicos, creme para queimaduras até em
tratamento de agua (GUPTA,; SILVER, 1998; BOSETTI et al., 2002; CHOU et al.,
2005). Entretanto, o mecanismo de acdo nao esta totalmente elucidado (LI et al.,
2008). Segundo Matsumura et al. (2003), fons Ag*™ s&o capazes de interagir com

grupos tidis de proteinas, o que resulta na inativacdo de enzimas respiratorias do
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metabolismo microbiano e conduzem a sintese de espécies de oxigénio reativas.
Estudos também demonstraram que os fons Ag™ evitam a replicacdo do DNA,
afetam a estrutura e permeabilidade da membrana celular (FENG et al., 2000), além
de serem compostos foto ativos na presenca de radiacdo UVA e UVC, o que
promove o0 aumento da inativacao de virus e bactérias por UV (Figura 6) (RAHN et
al., 1973).

+1

Figura 6 - Mecanismos de acao de ions Ag
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Fonte: Adaptado: Li et al., 2008.

A prata idnica (Ag*") é considerada efetiva contra muitos micro-organismos e
apresenta atividades terapéuticas quando utilizada em baixas concentra¢gdes. O seu
grande emprego em produtos para cuidados com a saude deve-se ao fato de sua
acao antimicrobiana, mas também a sua baixa toxicidade as células humanas
(PERCIVAL et al., 2005). Segundo Venugopal e Luckey (1978), os valores de dose
letal (DLso) oral para a ingestdo de prata coloidal e nitrato de prata, em
camundongos, foram de 100 mg.kg™ e 129 mg.kg™. A dose de referéncia (RfD),
guando em exposicbes crbnicas e subcronicas, € de 0,005 mg/kg/dia, sendo
calculada a partir do menor efeito adverso observado (LOAEL) de 0,014 mg/kg/dia,
em pacientes que receberam injecdes de arsfenamina de prata (U.S. EPA, 1994a,
1994b).
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Entretanto, a resisténcia a biocidas pode ser adquirida via mutacdes em
genes de células normais, plasmideos ou ainda transposons (DAVIES, 1997). Silver
(2003) sugere que o uso incontrolavel de Ag™ pode resultar em um maior
desenvolvimento de bactérias resistentes a estes compostos. Mas a probabilidade
de transferéncia dos genes de resisténcia a prata € considerada pequena, além de
serem instaveis (MCHUGH et al., 1975).

Biocidas, como prata, e antibiéticos apresentam diferentes modos de acao.
Diferentemente dos antibi6ticos que tém sitio de acdo especifico e sdo empregados
em concentracdes préximas a inibitéria minima (MIC), os biocidas apresentam
espectro de acao mais amplo, muitos alvos na célula microbiana para sua acdo
antimicrobiana e sao empregados em concentracdes superiores a minima dose
inibitoria. Por isso, a resisténcia a sua acdo € bem menor do que a encontrada para
os antibidticos (PERCIVAL et al., 2005). Em concentracbes entre (10° a 10°)
mol.L™", fons Ag*' sdo efetivos contra bactéria, fungos e virus (RUSSEL; HUGO,
1994).

2.4 Utilizacdo de bacteriéfagos no controle de patégenos alimentares

Os virus de bactérias foram descobertos por Frederick Twort, um
bacteriologista inglés, e por Félix d’Herelle, um microbiologista Franco-Canadense
do Instituto Pasteur, ha aproximadamente 100 anos. Contudo, foi d’Herelle quem
dedicou-se as pesquisas com estes virus e 0s nomeou, em 1916, como
bacteri6fagos, ou seja, “virus que come bactéria” (SILLANKORVA, 2008).

Em 1917, d’Hérelle publicou procedimentos gerais de isolamento destes virus.
Pouco tempo depois, apds alguns ensaios, este pesquisador isolou fagos de
bactérias causadoras de doencas relevantes, como célera e difteria, desenvolvendo
assim o método principal para quantificacdo de virus e outras teorias,
nomeadamente o do ciclo de replicacdo dos fagos (LEVINE, 1939; SILLANKORVA,
2004).

Os fagos ndo apresentam metabolismo proprio e, por esse motivo,
necessitam dos recursos energéticos e materiais dos seus hospedeiros para se
replicarem (DUCKWORTH, 1987). S&o virus ubiquitarios na natureza, encontrados
em solo, agua, pele, saliva, fezes, (SILLANKORVA, 2008) e até mesmo em
alimentos (DEL RIO et al.,, 2007). Além disso, sdo muito especificos e ndo sdo
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patogénicos para homens e animais e apenas se replicam nos locais aonde se
encontra a infeccéo (SILMOES et al., 2010).

Bacteriofagos foram utilizados pela primeira vez com sucesso para tratar
infecgBes bacterianas uma década antes da descoberta da penicilina. No inicio do
século 20, estudos foram realizados tanto com humanos como com animais. Mas
somente em 1940 sete preparacdes fagicas para diferentes doencas bacterianas,
por exemplos por Staphylococcus, Streptococcus e Escherichia, foram produzidas
pela companhia Eli Lilly (Indianapolis, Ind.) (SILLANKORVA, 2004).

No entanto, a excitacdo que sucedeu o sucesso inicial foi de curta duracgéo,
por causa da falta de conhecimento sobre a biologia basica dos fagos e, como
consequéncia, a biocontrole com bacteriéfagos foi abandonada (HANLON, 2007).

Recentemente, o interesse pela utilizacdo de fagos aumentou, uma vez que
bactérias estdo cada vez mais resistentes aos antibioticos (HAGENS; LOESSNER,
2007) e outros antimicrobianos, como sanitizantes, principalmente quando em
biofiimes (SUTHERLAND et al., 2004).

Sao diversas as areas de aplicacdo de fagos, como por exemplos agentes de
controle de bactérias, nomeadamente na producdo animal, horticultura e agricultura
e, como citado, na medicina (SILLANKORVA, 2008).

Estudos com animais como aves, peixes e bovinos foram realizados com o
objetivo de reduzir a populacdo bacteriana patogénica, na tentativa de minimizar
doencas (LOC CARRILLO et al., 2005; ATTERBURY et al., 2007).

A infeccdo viral de células em biofiimes é condicionada pela composicao
guimica e concentracdo do fago e fatores ambientais como temperatura, estagio de
multiplicacdo e meio (CHAIGNON et al., 2007). E importante também destacar que a
ligacdo virus e célula ocorrera se esta apresentar sitios receptores de ligacdes
disponiveis. A integridade do biofiime pode ser rapidamente afetada se o fago
sintetiza enzimas polissacaridicas degradantes (SIMOES et al., 2010).

Estudos mostram que fagos utilizados para infectar diferentes biofilmes
bacterianos foram capazes de reduzir o numero final de células microbianas
(HUGHES et al.,, 1998; HANLON et al.,, 2001; SHARMA et al., 2005; CURTIN;
DONLAN, 2006; SILLANKORVA, 2008).

Apesar de haver anos da descoberta dos fagos, hd muito que se pesquisar.
Novos estudos estdo sendo conduzidos, principalmente por causa do crescente

interesse e investimento econdmico por parte de um grande namero de empresas
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mundiais que reconhecem a notavel capacidade de controle bacteriano pelos

bacteriéfagos.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho contou com o apoio de diversas instuicdes. Este, por sua
vez, foi realizado no Laboratério de Microbiologia Aplicada, Departamento de
Engenharia Biologica, da Universidade do Minho (UM), Braga, Portugal; no
Laboratério de Nanoscopia, Departamento de Fisica, Universidade Federal de
Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais; no Laboratério de Implantacdo I6nica do
Instituto de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, e no Laboratério de Fisica de Superficies, Departamento
de Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas

Gerais.

3.1 Preparo e caracterizacdo dos cupons de acos inoxidaveis modificados pela

técnica de implantacdo idnica

3.1.1 Superficies implantadas

Cupons teste de aco inoxidavel austenitico AISI 304 e ferritico AISI 430, com
diferentes acabamentos n° 2B, 4, 6 e 8 (Brinox, Brasil) (Tabela 3), com dimensdes
de 1,0 cm x 1,0 cm x 0,1 cm, foram utilizados para avaliar a adesao de células de
Listeria monocytogenes, antes e apds, a implantacdo de fons Ag*™. As superficies
foram avaliadas também quanto as caracteristicas de hidrofobicidade, topografia e

composicao.
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Tabela 3 - Caracteristicas das superficies de aco inoxidavel e dos acabamentos n°

2B, 4, 6 e 8.

Tipos de acabamento

Caracteristicas dos acabamentos e das superficies

N°2B

O aco inoxidavel é laminado a frio, recozido e
decapado. Em seguida, ha laminacao com cilindros
brilhantes (skin pass). A superficie apresenta um
brilho superior ao acabamento 2D, cuja superficie

nao é laminada com cilindros.

O ac¢o inoxidavel é lixado em uma direcdo com
abrasivos de grana de 120 mesh a 150 mesh. E um
acabamento com rugosidade menor que o n° 3

(acabamento com abrasivos de grana de 100 mesh).

N°6

O material com acabamento n° 4 passa por panos
embebidos com pastas abrasivas e Oleos. Assim,
resulta em uma superficie com aspecto fosco,
satinado e com refletividade inferior a do acabamento

n° 4.

N°8

A superficie é polida com abrasivos cada vez mais
finos com o objetivo que as linhas de polimento
desaparecam. E considerado o acabamento mais fino
e permite que 0s acos inoxidaveis sejam usados

como espelhos.

Fonte: Carb6, 2001.

3.1.2 Implantacéo dos ions de prata em aco inoxidavel

Um acelerador Tandem 3 MV (High Voltage Engineering Europa, Holanda) foi

empregado para a implantacdo dos fons Ag** nos cupons de aco inoxidavel.

Os cupons foram higienizados em banho ultrassoénico (40 kHz; Unique, Brasil)

com acetona, por 10 min. Em seguida, foram imersos em agua destilada durante 10

min (ZHAO et al., 2007). Os ions Ag** foram implantados & temperatura ambiente de

25 °C + 2 °C, com uma dose de 2,0 x 10% fons.cm™, corrente de 1,0 pA.cm? e

energia de 200 keV, para todas as superficies, ou 70 keV, apenas para aco

inoxidavel austenitico AISI 304, acabamento 2B.
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3.1.3 Avaliagdo quimica das superficies

As andlises dos cupons implantados com fons Ag*' foi realizada por
espectrometria de retroespalhamento de Rutherford (RBS), empregando-se
implantador de ions de 500 kV e acelerador tipo Tandem de 3 MV (High Voltage
Engineering Europa, Holanda), com feixes monoenergéticos de particulas (He*?),
com energia de 1,2 MeV para os cupons implantados com 200 keV e 1,5 MeV para
aqueles com 70 keV. Os fons de He*? retroespalhados foram detectados por meio de
um sistema de dois detetores de silicio de barreira de superficie, localizados a 165°
a direcao de incidéncia do feixe (ARAUJO, 2000).

O estado quimico dos fons Ag* implantados no cupom de aco inoxidavel
foram avaliados por espectroscopia fotoeletronica de raio-X (XPS) (VG-Escalab 220-

ixL, Franga) cujos parametros utilizados encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros utilizados para analise de espectroscopia fotoeletronica de

raio-X (XPS).
Espectro para detecccéo
Parametros Espectro varredura*
da prata (Ag 3d)
Energia de ligagéo (eV) 0 a 1.000 365 a 377
Energia de passagem (eV) 50 20
Numero de varreduras 1 20
Tempo por canal (ms) 200 200

*espectro de fotoemissdo

3.1.4 Microscopia de forga atdmica (MFA)

Antes de cada analise, com excecao da avaliacdo quimica das superficies
(Item 3.1.3), os cupons de aco inoxidavel foram higienizados por meio de imersao
em solucdo aquosa de detergente neutro liquido comercial (Sonazol Loicas,
Portugal) a 0,2% (v/v), por 5 min, enxaguados com agua ultrapura (Milli-Q Biocel,
Millipore, Estados Unidos) por duas vezes e imersos em etanol (P.A.), por 15 min
para remocao de gordura. Apds, foram enxaguados com agua ultrapura, secos em
estufa (Memmert Model 600, Alemanha) a 60 °C e autoclavados (Sanyo Labo
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Autoclave, Estados Unidos) a 121 °C, por 1 h. Por fim, foram secos em estufa, a 60
°C, por 1 h (RODRIGUES, 2010).

A topografia dos cupons teste foi caracterizada pela técnica de microscopia
de forca atdomica, em equipamento Universal SPM System Ntegra Prima (NT-MDT,
Russia). As imagens foram obtidas usando-se a técnica de contato intermitente, de
acordo com metodologia proposta por Silva et al. (2003). Em sintese, nesta técnica,
uma ponta, com raio de curvatura de 5 mm a 10 mm, foi conectada a um oscilador
piezolelétrico, forcada a vibrar perto de sua frequéncia de ressonancia sobre a
superficie da amostra em, aproximadamente, 500 vezes por ponto. As medidas de
alteracdoes na frequéncia de vibracdo de acordo com a altura da amostra foram
traduzidas com auxilio de um software especifico para determinar a variacdo de
altura na forma de imagem da amostra. Os parametros obtidos foram R, média
aritmética do somatério de todos os valores da altura de pontos utilizados em dado
perfil, e R;, a diferenca de altura entre a média de cinco picos mais altos e a média
de cinco vales mais baixos, ao longo de um dado perfil. Foram realizadas 3 medidas

em pontos diferentes para cada cupom de um mesmo material.

3.1.5 Hidrobicidade

A hidrofobicidade dos cupons higienizados (Item 3.1.4) foi determinada pela
medida do angulo de contato (VAN OSS et al., 1987; 1989) com o gonidmetro OCA
20 (Dataphysics, Alemanha). Em em temperatura ambiente (24 °C + 1 °C), foram
realizadas, no minimo, 25 medidas com cada um dos liquidos: a-Bromonaftaleno
(AppliChem, Alemanha), Formamida (AppliChem, Alemanha) e &gua ultrapura (Milli-
Q Biocel, Millipore, Estados Unidos).

3.2 Avaliacdo da adesdo de Listeria monocytogenes em cupons de acos
inoxidaveis modificados pelatécnica de implantagéo i6énica

Utilizou-se a metodologia descrita por Rodrigues (2010) com modificacdes.
Os testes foram realizados em triplicada e trés repetigoes.
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3.2.1 Micro-organismos

Listeria monocytogenes CECT 4031T da Spanish Type Culture Collection
(CECT), estirpe que corresponde a Listeria monocytogenes ATCC 15313, sorotipo
1/2a da American Type Culture Collection (ATCC), foi utilizada para realizacao desta
parte da pesquisa. A cultura microbiana foi mantida, em ultrafreezer (Cryocell,
Portugal), a - 80 °C, em tubo Eppendorf® contendo caldo triptona de soja (TSB:;
Merck, Alemanha) e glicerol (AppliChem, Alemanha) (30%, v/v) até sua utilizacao.

3.2.2 Preparo da suspenséo de células vegetativas

A cultura pura de L. monocytogenes CECT 4031T mantida conforme descrito
no Item 3.2.1 foram repicadas em uma placa de Petri contendo agar triptona de soja
(TSA; Merck, Alemanha) enriquecido com 0,6% (m/m) de extrato de levedura (YE,
Merck, Alemanha) e incubadas a 37 °C (Binder BD-115, Estados Unidos), por 24 h.
Desta placa, colonias foram retiradas, em seguida, repicadas em 20 mL de caldo
TSB e incubadas (Stuart Scientific Orbital Incubator SI50, Inglaterra), a 37 °C, por 18
h, a 120 rpm. ApoOs este periodo, o contetdo foi centrifugado (Sigma 3-16K,
Alemanha) por 5 min, a 9.000 g, a 4 °C para lavagem das células em tampéao
fosfato-salino (PBS, 0,1 mol/L, em pH = 7,4). Este procedimento foi realizado por
duas vezes e as células foram ressuspendidas em 20 mL de PBS. Um volume de
200 pL de solucao de cada micro-organismo foi pipetado para uma microplaca de 96
pocos (Orange Scientific, Bélgica) para padronizacdo da densidade 6tica (ODg4o nm =
0,3), em um leitor de microplacas (Sunrise-basic TECAN, Suica). Como branco
utilizou-se tampdo PBS, para obtencdo de uma concentracdo de 1,0 x 10°
células.mL™ (RODRIGUES, 2010).

3.2.3 Adeséo do micro-organismo nas superficies

ApOs higienizacdo (Item 3.1.4), cada cupom foi colocado em uma placa de
cultura de tecidos de 24 pocos (Orange Scientific, Bélgica), com 970 uL com TSB
enriquecido com YE e 30 pL da suspenséo celular descrita no Item 3.2.2 em cada
poco. Por fim, as placas foram incubadas a 4 °C, por 2 h, a 120 rpm.
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3.2.4 Determinacdo do numero de células aderidas

A temperatura ambiente (21 °C + 3 °C), os cupons teste foram retirados dos
pocos da placa de cultura de tecido (Figura 7) contendo L. monocytogenes e TSB
enriquecido com YE e imersos, cuidadosamente, em poc¢os limpos com 1.000 uL de
meio minimo, MM (1 g.L™ de peptona [Merck, Alemanha], 8,5 g.L" de NaCl
[Applichem, Alemanha]), por 20 s. Este procedimento de rinsagem foi realizado por
duas vezes com o0 objetivo de retirar as células planctdnicas. Em seguida, os cupons
foram imersos em 1.000 yL de meio minimo (MM) para retirada das células
aderidas. Esta etapa foi realizada pela realizacdo do esfregaco de ponteiras (200
uL), para utilizacdo em pipeta automatica, em toda superficie de ambos os lados de
cada cupom. Aliquotas de 10 pL foram coletadas e plaqueadas pela técnica de
microgotas em placas de Petri com &gar seletivo Listeria Oxford (LOA, Merck,
Alemanha). Por sua vez, as placas de Petri foram incubadas (Binder BD-115,
Estados Unidos) por 24 h, a 37 °C. Ap6s o periodo de incubacgédo, apenas col6nias

negras foram contadas.

Figura 7 - Placa de cultura de tecido com pocos preenchidos com diferentes
solucBes, sendo que na coluna (a), ha caldo triptona de soja (TSB)
enriguecido com extrato de levedura (YE) e células de Listeria
monocytogenes CETC 4031T; na coluna (b), meio minimo para retirada
das células plancténicas e; na coluna (c), cupons de aco inoxidavel nao
implantados de fons Ag** imersos em meio minimo.
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3.2.5 Determinacédo da hidrofobicidade da superficie bacteriana

As medidas do angulo de contato da superficie de células de L.
monocytogenes foram realizadas de acordo com Busscher et al. (1984).
Sucintamente, a suspensédo de bactérias foi depositada sobre uma membrana de
acetato celulose de 0,45 ym (Frilabo, Portugal) por filtracdo da suspensédo sob vacuo
(Vacuubrand, Alemanha). Apos, as membranas foram transferidas para placas de
Petri contendo agar-agar (Wagar = 1%; m/v) (AppliChem, Alemanha) e glicerol (@giicerol
= 10%; v/v).

A hidrofobicidade da superficie microbiana foi avaliada conforme aproximacao
de van Oss et al. (1987; 1989). Realizaram-se no minimo 25 medidas, a temperatura
ambiente (24 °C + 1 °C), com cada liquido que, neste caso, foram a-bromonaftaleno
(AppliChem, Alemanha), formamida (AppliChem, Alemanha) e agua ultrapura,

utilizando o goniémetro OCA 20 (Dataphysics, Alemanha).

3.3. Estudo da formacdo de biofilmes de células de L. monocytogenes em
cultura simples e cultura mista com células de Pseudomonas fluorescens

em ago inoxidavel e seu controle biolégico

3.3.1 Micro-organismos e bacteri6fago

Foram utilizados os micro-organismos Listeria monocytogenes 747, isolado de
queijo (Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catdlica Portuguesa, Porto,
Portugal), sorotipo 1/2b, Listeria monocytogenes 994 isolado de leite de cabra
(Escola Superior de Biotecnologia, Universidade Catolica Portuguesa, Porto,
Portugal), sorotipo 4ab e Pseudomonas fluorescens ATCC 27663, durante a etapa
de formacao de biofilmes de aco inoxidavel, seguida da infeccdo por bacteri6fago
¢IBB-PF7A (SILLANKORVA, 2008). As estirpes bacterianas foram mantidas - 80 °C
em tubo Eppendorf® contendo caldo TSB e glicerol (30%, v/v) e o bacteriéfago em
tampéo Saline Magnesium, SM ( 5,8 g.L™ NaCl, 2 g.L™* MgS0,.7H,0, 50 mL de Tris-
HCI 1 M [pH = 7,5]) (Applichem, Alemanha), a 4 °C, até utilizagao.
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3.3.2 Superficie metélica e de vidro e preparo

Foram utilizadas superficies de aco inoxidavel austenitico AISI 304,
acabamento 4, dimensdes de 1,0 cm x 1,0 cm x 0,1 cm (diferente origem do aco
AISI 304, n° 4 do Item 3.1.1) para avaliar a formacdo de biofime de L.
monocytogenes em cultura simples e cultura mista com P. fluorescens, a infeccéao
com o bacteriéfago e a hidrofobicidade das superficies. Cupons testes de vidro com
dimensfes iguais aos de aco inoxidavel foram empregadas para avaliacdo dos
biofilmes formados por microscopia de epifluorescéncia, sendo as células de L.
monocytogenes coradas pela técnica hibridizacao in situ por fluorescéncia (Pepitide
Nucleic Acid fluorescence in situ hybridization; PNA fish) e de P. fluorescens por 4’,
6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) (ALMEIDA et al., 2011).

3.3.3 Determinagéo da hidrofobicidade

A avaliacdo da hidrofobicidade das superficies higienizadas (Item 3.1.4) do
aco inoxidavel e das estirpes de L. monocytogenes e P. fluorescens foi realizada
conforme descrito nos Itens 3.1.5 e 3.2.5.

3.3.4 Determinacdo da producdo do bacteri6fago

A solugéo de fago concentrada foi produzida, utilizando-se placas de lise e 0
método de elui¢do proposto por Sambrook e Russel (2001), com modificacdes.

Em 15 placas de Petri contendo TSA, inocularam-se 100 pL de P. fluorescens
gue foram espalhados manualmente por toda a superficie. Em seguida, foram
adicionados 3 mL de top agar (TSB; 0,6% [p/v] agar agar). Apés a solidificacdo do
meio, imergiu-se a ponta de uma fita de papel estéril (1 cm x 5 cm) em uma solucao
de bacteriofagos ¢IBB-PF7A (SILLANKORVA, 2008) de concentracdo desconhecida
e, cuidadosamente, umedeceu-se com contetdo da fita a superficie do top agar.
Posteriormente, as placas foram incubadas (Certomat HK, Inglaterra) por 18 h, a 25
°C.

Depois deste periodo, foram adicionados 3 mL de tamp&o SM em cada placa
e incubadas a 4 °C, por 5 h, 80 rpm. Estas placas foram retiradas da refrigeracéo e o
liquido nelas presente foi recolhido em tubos de centrifuga de 50 mL (Orange
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Scientific, Bélgica) e adicionados 0,584 g de NaCl para cada 10 mL de solu¢éo, com
0 objetivo de remover possiveis bactérias e seus metabolitos por elas sintetizados.
As amostras imersas em banho de gelo, por 1 h e, a seguir, centrifugadas a 11.000
g, por 10 min, a 4 °C. A cada 10 mL de sobrenadante foi adicionado 1 g de
polietileno glicol (PEG 8.000; Applichem, Alemanha). Os frascos foram incubados a
4 °C, por 18 h, a 120 rpm e, entédo, centrifugados a 11.000 g, a 4 °C, por 10 min.
Apés centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e os tubos invertidos
sobre papéis, por 5 min, para retirada do liquido residual.

A cada 10 mL do volume inicial obtido apds incubacao das 15 placas com 3
mL de tampéao SM adicionou-se nos tubos 160 L do mesmo tampé&o e, em seguida,
agitados. Ap6s homogeneizacdo, 1 mL de cloroformio (Applichem, Alemanha) para
cada 3 mL de tampéao SM foi adicionado. Os frascos foram novamente agitados em
vortex (Biovortex V1 — BIOSAN, Letonia), por 30 s e, em seguida, centrifugados a
3.500 g, por 15 min, a 4 °C. Por fim, a fracdo menos densa foi separada e filtrada em
filtros de acetato de celulose (0,2 um; Frilabo, Portugal) e armazenada a 4 °C até

utilizagéo.

3.3.5 Preparacédo da suspensao de células microbianas

Esta etapa foi realizada conforme protocolo descrito por Rodrigues (2010)
com modificacdes. As culturas puras de L. monocytogenes 747, L. monocytogenes
994 e Pseudomonas fluorescens ATCC 27663, mantidas conforme descrito no Item
3.3.1, foram repicadas em uma placa de Petri contendo agar TSA enriquecidas com
extrato de levedura e incubadas a 37 °C, para L. monocytogenes, ou a 25 °C, para
P. fluorescens, por 24 h. Col6nias obtidas de cada placa foram inoculadas em 20 mL
de caldo infuséo de cérebro e coragdo (BHI, Merck, Alemanha) e incubadas a 37 °C
ou 25 °C, a 120 rpm, por 18 h. Em seguida, o contetdo foi centrifugado por 5 min, a
9.000 g, a 4 °C, para lavagem das células em solucdo salina (NaCl; 0,9%, m/v)
(AppliChem, Alemanha), por duas vezes, e as células ressuspendidas em 20 mL da
mesma solucdo. Um volume de 200 pL de solucédo de cada micro-organismo foi
pipetado para uma microplaca de 96 pocos para padronizacdo da densidade Gtica
(OD) em Elisa. No caso de L. monocytogenes, a leitura foi realizada a 640 nm sendo
a ODde 0,3 e para P. fluorescens a OD foi de 0,1 a 600 nm. Utilizou-se como branco
200 pL de solucdo salina. A concentracdo final de cada bactéria foi de 1,0 x 10°
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células de L. monocytogenes.mL™ (RODRIGUES, 2010) e 1,0 x 10° células de P.
fluorescens.mL™ (SILLANKORVA, 2008). Realizou-se uma diluicdo da solucéo de L.
monocytogenes com 0 objetivo de inocular a mesma concentracao celular na etapa
de avaliacdo da formacédo de biofilme em aco inoxidavel (ltem 3.3.7).

3.3.6 Titulacdo da solucédo estoque de bacteriéfago

A titulacdo da solucdo estoque de bacteriéfagos (Item 3.3.4) foi analisada
conforme Adams (1959). Diluicdes seriadas foram preparadas a partir da solucéo
estoque. Um volume de 100 uL de cada diluicao foi adicionado a trés placas de Petri
com TSA (Merck, Alemanha) contendo 100 uL de solucdo salina com células de P.
fluorescens (Item 3.3.5). Em seguida, adicionaram-se 3 mL de top agar (Item 3.3.4),
espalhando sobre a superficie com TSA. As placas foram incubadas a 25 °C, por 18
h. ApoOs este periodo, as unidades formadoras de placas (PFU) (Figura 8) foram

calculadas.

Figura 8 - Contagem do numero de unidades formadoras de placas (PFU). O halo
preto indica a presenca de uma unidade formadora de placa.

3.3.7 Avaliacdo da formacao de biofilmes bacterianos nas superficies

Os cupons higienizados (Item 3.1.4) foram colocados um a um em cada pogo
das placas de cultura de tecidos de 24 orificios, contendo 970 pL com BHI e 30 pL
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da suspenséo celular descrita no Item 3.3.5, no caso de formacao de biofiimes de
cultura microbiana simples. Contudo, para a formacdo de biofiimes de cultura
microbiana mista houve adicdo em cada poco de 940 pyL de BHI e 30 pL de cada
estirpe. As placas foram incubadas a 4 °C, 25 °C e 37 °C, por 72 h, a 120 rpm, com
troca do meio cada 24 h. Este procedimento foi realizado cuidadosamente com
retirada do meio de cultura e adigdo de um volume de 1.000 pL de BHI pela lateral
de cada poco.

Este teste foi realizado em triplicata, em trés repeticdes, para biofilme de
cultura simples de cada estirpe bacteriana e para biofilme de cultura mista de ambas
as estirpes de L. monocytogenes com P. fluorescens, com e sem infeccao fagica
(Item 3.3.8).

3.3.8 Determinacao do numero de células nos biofilmes

Os cupons testes (Item 3.3.7) foram retirados dos poc¢os da placa de cultura
de tecido contendo BHI com células microbianas e imersos, cuidadosamente, por
duas vezes seguidas, em pocos limpos e diferentes contendo 1.000 pL de solucéo
salina por 20 s para retirar as células plancténicas. Em seguida, os cupons foram
imersos em outro po¢co com 1.000 pL de solucdo salina para retirada das células
aderidas. Esta etapa foi realizada por meio da realizacdo de esfregaco de ponteiras
de 100 uL em toda superficie em ambos os lados de cada cupom. Aliquotas de 10
uL foram coletadas e plaqueadas pela técnica de microgotas em placas de Petri
contendo agar seletivo Listeria Oxford (LOA, Merck, Alemanha), para quantificacdo
de L. monocytogenes, e agar Cetrimide (Merck, Alemanha), para quantificacdo de P.
fluorescens. Por sua vez, as placas de Petri com LOA foram incubadas por 24 h, a
37 °C e aquelas contendo agar Cetrimide foram incubadas a 25 °C, por 48 h. Apés o
periodo de incubacdo, enumerou-se as unidades formadoras de colbénia (CFU),
sendo as colbnias negras em agar LOA determinadas como L. monocytogenes e as

amarelas-esverdeadas em agar Cetrimide determinadas como P. fluorescens.

3.3.9 Infeccao fagica dos biofilmes

Apéds a obtencdo do numero de fagos na solucéo estoque, conforme descrito
no Item 3.3.6, diluigcdes foram realizadas com o intuito de obter uma mutiplicidade de
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infeccdo (MOI) igual a 1, ou seja concentracbes equivalentes do niumero de fagos e
de células de P. fluorescens.

Os cupons (Iltem 3.3.7), em placas de cultura de tecido com biofilmes simples
de P. fluorescens ou biofilmes mistos de P. fluorescens com L. monocytogenes 747,
foram lavados, cuidadosamente, por duas vezes seguidas, em poc¢os limpos
contendo 1.000 pL de solucdo salina, por 20 s, para retirada das células
planctonicas. Em seguida, os cupons foram imersos em outro po¢co com 500 pL de
BHI e 500 pL da solucéo estoque fagica diluida para obtencdo de um MOI igual a 1.
As placas de cultura de tecido com os cupons foram incubadas a 4 °C e removidas
para temperatura ambiente apés 2 h, 6 h e 24 h com intuito de determinar as
unidades placas fagicas do biofilme ou da solucao (fagos em suspensao) e ap0s 6 h
e 24 h para contagem das unidades formadoras de col6nia (células planctdnicas). O
tempo zero foi determinado de acordo com o Item 3.3.8. Por fim, o experimento
controle foi realizado sem adicdo de fago, apenas com 500 puL de BHI e 500 pL de
tampéo SM.

3.3.10 Determinacao das unidades formadoras de coldnia e placas fagicas

As unidades formadoras de colénia (CFU) de células plancténicas de L.
monocytogenes 747 e P. fluorescens em biofilme foram determinadas conforme
descrito no Item 3.3.8. Entretanto, as unidades de placas fagicas (PFU) foram
determinadas conforme descrito no Item 3.3.6.

3.3.11 Fluorescéncia de hibridizacéo in situ de peptideo de acidos nucleicos
(PNA FISH) e coloragdo com DAPI das células em biofilme

Biofilmes simples de L. monocytogenes 747 e P. fluorescens e biofilmes
mistos de ambas as estirpes foram obtidos a 25 °C conforme procedimentos
descritos nos Itens 3.3.5 e 3.3.7, ap6s 4 h de infeccdo com os fagos (Item 3.3.9),
contudo em superficies de vidro, uma vez que a utilizagdo do aco inoxidavel néo foi
possivel (ALMEIDA et al., 2011).

A coloracao das células de L. monocytogenes foi realizada pela técnica de
hibridacdo por PNA FISH e coloracdo das células de P. fluorescens com DAPI. A
metodologia empregada foi a descrita por Almeida et al. (2011). Os cupons contendo
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biofilmes simples de L. monocytogenes 747 e biofilme misto de P. fluorescens foram
colocados sobre um papel filtro dentro de um recipiente (pequena caixa acrilica
envolvida com papel aluminio) e secos a 60 °C (Termaks, Noruega), por 15 min. Em
seguida, adicionou-se metanol (100%, v/v; Applichem, Alemanha), por 10 min, para
desidratacdo das células. Apos esta etapa, os micro-organismos foram fixados por 1
h com paraformaldeido 4% (m/v; Applichem, Alemanha) e poros foram criados na
membrana com acréscimo de etanol 50% (m/v; Applichem, Alemanha), por 20 min a
- 20 °C. Este procedimento permitiu a penetracdo da solucéo de hibridizacao (10%
sulfato de dextrano [m/v], 10 mM NaCl; 30% formamida [v/v], 0,1% pirofosfato de
sadio [m/v], 0,2% polivinilpirrolidona [m/v], 0,2% ficol [p/v], 5 mM EDTA, 0,1% [v/V]
Triton X-100; 50 mM Tris-HCI [pH = 7,5]; 200 nM sonda PNA) na célula. A
hibridizacdo ocorreu a 57 °C (Termaks, Noruega), por 30 min. A sonda utilizada foi a
LmPNA1253 (ALMEIDA et al., 2011) cuja sequéncia do oligdbmero em que ocorreu a
hibridizacdo foi a 5’- GAT CCT TTG TAC TAT-3’, posi¢cbes 1253 e 1257, regido 16
SrRNA. Uma solucéo de lavagem (5 mM Tris-Base; 15 mM NaCl; 1% Triton X-100
[pH = 10, v/v]) foi adicionada aos cupons, por 30 min.

Biofilmes simples de P. fluorescens foram corados seguindo 0 mesmo
protocolo até a etapa de fixacdo com paraformaldeido, depois se adicionou DAPI
(100 pg.mL™), por 10 min, no escuro, & temperatura ambiente (21 °C + 3 °C).
Tomou-se o cuidado para que 0s cupons se mantivessem sempre umedecidos, apos
adicdo de qualquer solugéo.

Apbs coloracdo com DAPI, 0s cupons secos a temperatura ambiente (21 °C +
3 °C) foram cobertos com 6leo de imersdo (Merck, Alemanha) e visualizados em
aumento de 1.000 vezes em microscopio de epifluorescéncia (BX51, Olympus,
Alemanha) equipado com uma camera CCD (DP71, Olympus, Alemanha).

3.4 Andlises dos resultados

Os experimentos de ades&o microbiana em cupons com ou sem implantacao
de Ag* (Item 3.2), os de formacéo de biofilmes simples ou mistos com ou sem
infeccdo com bacteriéfagos (ltem 3.3) e as caracteristicas de rugosidade,
hidrofobicidade qualitativa dos cupons (Ow) ou estirpes bacterianas foram
conduzidos segundo o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo



51

teste Tukey (o= 5%). As andlises de variancia foram realizadas utilizando-se
procedimentos do programa Statistical Analysis System — SAS 9.0 (1988).

Além da realizacdo dos testes estatisticos, os angulos de contato das
superficies dos cupons e micro-organismo que caracterizaram a hidrofobicidade
(medida com agua) foram analisados de acordo com a metodologia proposta por
Vogler (1998), na qual uma superficie hidrofilica é classificada como aquela cujo
angulo de contato com a agua é menor que 65° ou hidrofébica, aquela com angulo
de contato maior que 65°. A hidrofobicidade foi também quantificada pelo céalculo de
AGIOT conforme EquacGes 1, 4 e 5 e Tabela 1.

A profundidade média dos fons Ag™ nos cupons de aco inoxidavel foi
determinada com o empregando do software Simulation Program for the Analysis of
NRA, RBS and ERDA (SIMNRA 6.06) (MAYER, 1997) por meio dos espectros
obtidos apés andlise de RBS.

Os resultados obtidos por RBS, XPS e topografia foram analisados de forma

descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Implantacéo i6nica Ag*™ em acos inoxidaveis

4.1.1 Avaliacdo quimica das superficies

A implantacdo e distribuicdo de Ag*™ nas superficies de aco inoxidavel
austenitico AISI 304 e ferritico AISI 430 foi caracterizada por RBS. Observou-se por
meio dos espectros (Figura 9) que os ions foram implantados nos diversos tipos
acos inoxidaveis, ressaltando-se que 0 pico caracteristico da prata nos cupons
implantados com energia de 200 keV apresentou valor de 1.000 keV (Figura 9a) ou
de 1.250 KeV para os cupons implantados com energia de 70 keV (Figura 9b).
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Figura 9- Espectros de RBS de amostras de acos inoxidaveis: (a) austenitico AISI 304, acabamento 8, com Ag** implantada na
energia 200 keV (seta vermelha) e (b) ferritico AISI 430, acabamento 2B, com Ag*' implantada na 70 keV (seta
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Verificou-se que o perfil de profundidade da prata implantada foi o Gaussiano,
ou seja, a distribuicdo na amostra ocorreu desde a superficie até uma profundidade
limite e o centro desta Gaussiana foi o pico de concentracdo. Com base na analise
submetida ao software SIMNRA 6.06 (MAYER, 1997), este pico de concentracao de
prata na amostra implantada com 200 keV foi de uma profundidade de 30 nm da
superficie e de 15 nm ao utilizar a energia de 70 keV, para ambos os tipos de aco
inoxidavel. Entretanto, observou-se a presenca de prata desde a superficie até uma
profundidade de 60 nm para 200 keV, e a profundidade de 30 nm para 70 kev
(Figura 10).

Observou-se uma diferenca maxima de 2 nm de profundidade entre a prata
implantada nos cupons de AISI 304 e AISI 430. Esta diferenca, provavelmente,

associa-se a rugosidade e composicéo do aco.

Figura 10- Espectros de RBS para amostras de acos inoxidaveis com jons Ag*
implantados para amostras de aco inoxidavel AISI 304, acabamento n°
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Os resultados da andlise de RBS corroboram com os resultados das anélises
de XPS (Figura 1l1a e 11b), uma vez que foi possivel observar que os cupons
apresentaram Ag*' implantados.

Foi possivel identificar picos de energia caracteristicos das ligacoes Fe 2p, Cr
2p, C 1s e O 1s (Figura 11), sendo correspondentes as faixas de ligacdo C=C ou C-
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sp? (284,5 + 0,1 eV); -CHO ou C-sp® (285,3 + 0,2 eV); - COH (286,5 + 0,7 eV); C=0
(287,2 £ 0,7 eV); -COOH (288,9 + 0,6 eV); -COO (290,3 + 1,3 eV); O=C (531,8 + 0,2
eV) e O-C (533,6 £ 0,3 eV) (MOULDER et al.,1992).

Observou-se também picos de energia para a prata (Figura 11a e 11b), sendo
encontrada no estado Ag 3d, com valor de 370 eV, o que confirma a presenca deste
elemento quimico no estado reduzido (Ag®) (MOULDER et al.,1992). Além disso, é
possivel que este elemento esteja na forma AgO que, por sua vez, tende a se
decompor em Ag,0 e Ag, como resultado das seguintes reacoes: (i) 2 AgO— 2 Ag +
0O, e (ii) AgO + Ag— Ag20. A primeira reacao conduz a formacao de Ag néo soluvel
no aco (FENG et al., 2011).

Figura 11 - Espectro de XPS de amostras de aco inoxidavel austenitico AISI 304,

acabamento n° 8 (a) e ferritico AISI 430 (b), acabamento n° 8, com e
sem implantacao de ions Ag*, ap6s o sput (calibracio).
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4.1.2 Microscopia de forga atdmica (MFA)

De acordo com os resultados apresentados na Figura 12, observou-se que as
superficies de aco inoxidavel apresentaram diferentes valores (p < 0,05) de R, e R,
sendo o AlSI 430, acabamento n° 4, com implantacéo de jons Ag™ com os maiores
valores de rugosidade e o AISI 430, acabamento n° 8, com e sem implantacdo, com

menores valores.

Figura 12 — Parametros de rugosidade (Ra € R;) para as diferentes superficies de
aco inoxidavel (304 e 430), com diferentes acabamentos (n° 2B, 4, 5 e
8) e com (i) e sem (ni) implantacdo com ions de Ag*.
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*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatiscamente entre si pelo teste Tukey (p >
0,05). R,, média aritmética do somatério de todos os valores da altura de pontos utilizados em dado
perfil; R,, diferenca de altura entre a média de cinco picos mais altos e a média de cinco vales mais
baixos, ao longo de um dado perfil.

Algumas superficies ap6s implantacdo idnica apresentaram rugosidade
diferente (p < 0,05) (Figura 12). Esta diferenca pode ser atribuida a assimetria
superficial das chapas metélicas antes dos cortes para confeccdo dos cupons. Isso
pode ser verificado pelo fato de a superficie de AISI 304, acabamento n° 2B,
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implantada com ions a 200 keV apresentar menor valor de R, comparada a
superficie implantada com 70 keV.

Segundo Durr (2007) o parametro R, (a diferenca de altura entre a média de
cinco picos mais altos e a média de cinco vales mais baixos, ao longo de um dado
perfil) € um indicador mais efetivo da rugosidade do que R, Este pesquisador
concluiu que R, ndo representa a profundidade da superficie como um todo, mas a
média da rugosidade de uma dada linha do perfil. Assim, sugeriu-se que €
apropriado incluir os parametros R; e R; (maximo R, em cinco medidas sucessivas)
para analise da rugosidade da superficie.

Flint et al. (1997) recomendam que o valor de R, seja inferior a 800 nm.
Portanto, mesmo que as superficies de AISI 304 e AISI 430 tenham apresentado
valores de R, inferiores a 800 nm, o que indicaria superficies menos rugosas, 0s
valores de R; sdo altos, o que se trata de uma superficie irregular com a presenca
de nanofissuras, ou cavidades. Estas irregularidades, por sua vez, podem alojar um
ou mais micro-organismos, protegendo-os e impedindo-os da remocdo durante
processos de higienizacdo, o que pode resultar na adesdo microbiana e
consequente formacao de biofilmes.

Equipamentos usados para processar alimentos podem ser fontes potenciais
de micro-organismos patogénicos (MIDELET; CARPENTIER, 2004). Haeghebaert et
al. (2002) demonstraram que a contaminacdo de equipamentos foi associada como
causa de 59% de surtos de doencas de origem alimentar investigadas na Franca,
durante o ano de 2001. Consequentemente, € importante melhorar o conhecimento
dos fatores envolvidos na transferéncia de micro-organismos de equipamentos para
os alimentos, especialmente durante o contato.

Careli (2005) avaliou a microtopografia de nove tipos de materiais comerciais
representados por cupons (10 x 10) mm de poliuretano liso em dupla face, silicone,
granito, marmore, poli (cloreto de vinila) com revestimentos finos ou grossos e acgo
inoxidavel AISI 304, acabamento n° 4, foi avaliada por microscopia eletronica de
varredura. Diversas imperfeicbes que podem diminuir a eficiéncia da higienizagao
foram observadas de acordo com o material analisado: i) protuberancias e fissuras
que apresentavam diametros de 5,1 pum (5100 nm) e 8,8 um (8800 nm) ; ii)

elevacdes com 27,1 um (27100 nm), microfuros de 6,5 um (6500 nm); iii) ondulacdes
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com tamanhos entre 5,6 um (5600 nm) e 12,6 um (12600 nm) e de depressdes com
diametros de 7,9 um (79000 nm) e 27,4 um (27400 nm).

Por meio das Figuras 13 e 14 é possivel verificar que as superficies utilizadas
neste experimento apresentaram irregularidades que corroboram com o que foi

exposto por Careli (2005).
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Figura 13 — Topografia das superficies de aco inoxidavel AISI 304 com diferentes acabamentos (n° 2B, 4, 5 e 8) e com (i) e sem
implantacéo (ni) de fons Ag*™: (a) AISI 304, n° 2B, i, a 200 keV; (b) AISI 304, n° 2B, i, 70 keV; (c) AISI 304, n° 2B, ni; (d)
AISI 304, n° 4, i, a 200 keV; (e) AISI 304, n° 4, ni; (f) AISI 304, n° 5, i, a 200 keV; (g) AISI 304, n° 5, ni; (h) AISI 304, n°
8, i, @ 200 keV; (i) AISI 304, n° 8, ni.
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Figura 14 — Topografia das superficies de aco inoxidavel AISI 430 com diferentes acabamentos (n° 2B, 4, 5 e 8) e com (i) e sem
implantacdo (ni) de fons Ag*, a 200 keV: (a) AISI 430, n° 2B, i; (b) AISI 430, n° 2B, ni; (c) AISI 430, n° 4, i; (d) AISI
430, n° 4, ni; (e) AISI 430, n° 5, i; (f) AISI 430, n° 5, ni; (g) AISI 430, n° 8, i; (h) AISI 430, n° 8, ni.
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Além disso, nas Figuras 13 e 14 é possivel verificar a diferenca na topografia
existente entre as amostras de aco inoxidavel e, consequentemente, dos parametros
Ra e R; (Figura 12), ap0s realizacdo de diferentes acabamentos que podem auxiliar
ou reduzir a adesao microbiana.

As caracteristicas das superficies auxiliam a realizagdo de um procedimento
de higienizacdo adequado (HAYES, 1993). Materiais utilizados nas industrias de
alimentos apresentam diferentes topografias de superficie, podem exibir fissuras ou
microfissuras ou fendas com tamanho suficiente para alojar micro-organismos,
principalmente bactérias. A ocorréncia destas imperfeicdes origina regiées de dificil
acesso que podem reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizagdo, o que
favorece a multiplicacdo microbiano e o desenvolvimento de micro-organismos
(BOWER et al., 1996).

4.1.3 Hidrobicidade

A hidrofobicidade das superficies € uma das propriedades superficiais que
apresenta um papel fundamental no processo de adesdo (AZEREDO; OLIVEIRA,
2000). Existem varias formas e métodos para avaliar, sendo a medida de angulos de
contato uma das técnicas universalmente utlizadas para determinar a
hidrofobicidade de materiais, de uma forma qualitativa (FOWKES et al., 1980).

Observou-se por analise qualitativa que as superficies dos acos inoxidaveis
utilizadas apresentam-se como hidrofébicas e seu angulo de contato com a agua
(Bw) foi superior a 65° (VOGLER, 1998). As superficies AISI 430, acabamento n° 2B,
com prata implantada, foi a menos hidrofébica (p < 0,05) com um 6,, de 64,91° +
3,65°. Verificou-se também que houve reducao (p < 0,05) dos valores de 6,, apés a
implantacdo de Ag*™, com excecdo para as superficies AlSI 304, acabamento n° 5
(Tabela 5).

A hidrofobicidade das superficies pode ser avaliada também por medidas
quantitativas, sendo expressas em variacdo da energia livre de interacdo (AGIOT). A
analise quantitativa para os diferentes tipos de aco inoxidavel apresentou um
resultado semelhante com aqueles observados na andlise qualitativa. Os valores
indicaram que as superficies eram hidrofébicas (AGI9T< 0). O aco AISI 430,

acabamento n° 8, sem fons Ag** implantados (ni), foi a superficie mais hidrofébica (-
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64,67 mJ.m?) e a menos hidrofébica o aco AISI 430, acabamento n° 2B, ni (- 7,64
mJ.m?) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Angulo de contato, componentes da tensdo superficial e variacéo da energia livre de interacdo entre materiais iguais
imersos em agua (AGIOT).

Superficies Angulo de contato + desvio padréo (°) Componentes da tensao superficial (mJ.m2)  AGLoT
o (O OF YSLW Ys+ Ye YSAB YSTOT (mJ.m 2)
AISI 304 n° 2B i 200 keV 8332+301ef 33,10%+3,29 44,70+4,24 37,49 2,64 0567 247 39,96 -62,99
AISI 304 n° 2B i 70 keV 86,27 +2,98 e 46,90+ 1,47 75,50+2,84 31,45 0,28 9,11 3,19 34,64 - 38,50
AISI 304 n° 2B ni 90,68 +2,26d 44,60 + 2,41 87,50 + 3,36 32,53 290 1261 12,10 44,63 -22,20
AISI 304 n° 4 i 200 keV 82,32+ 3,841g 4200+1,98 69,80+1,94 33,73 0,09 9,68 1,93 35,66 -39,34
AISI 304 n° 4 ni 93,09+252d 53,50+2,60 81,60+ 3,38 28,23 035 6,23 2,94 31,18 -46,37
AISI 304 n° 5i 200 keV 101,28+155a 4490+2,00 48,40+250 32,39 6,19 3,81 9,72 42,1 -33,82
AISI 304 n° 5 ni 100,69+1,82ab 5290+3,02 84,90+291 28,53 044 255 2,13 30,66 -61,43
AISI 304 n° 8 200 keV 79,78+ 1,96 g 32,10+1,14 58,30+ 1,65 37,87 0,11 6,08 1,63 39,50 -53,19
AISI| 304 n° 8ni 92,00+ 1,48d 61,50+2,75 91,30+246 24,17 1,57 1343 9,19 33,36 -21,15
AISI 430 n° 2B i 200 keV 64,91 +365i 4050+2,94 4470%256 34,40 1,41 13,36 8,68 43,07 -24,42
AISI 430 n° 2B ni 81,17+160fg 46,14 + 1,01 83,00 + 3,23 31,81 237 2153 1429 46,11 -7,64
AISI 430 n° 4 i 200 keV 8269+215fg 4230+253 64,90+ 1,98 33,59 0,04 6,61 1,00 34,59 -50,67
AISI 430 n° 4 ni 97,34+0,95¢ 5440+2,13 84,50+ 2,02 27,78 047 440 2,78 30,65 -52,28
AISI 430 n° 5i 200 keV 80,16+191fg 40,30 +2,17 56,50 +3,09 34,48 063 492 3,51 38,00 -51,13
AISI 430 n° 5 ni 96,57 £2,92¢c 52,20 + 3,31 91,60 + 3,21 28,88 246 890 9,37 38,24 -29,76
AISI 430 n° 8 200 keV 7431+265h 33,70+1,86 58,60+ 1,95 .25 0,02 11,36 0,97 38,22 -37,08
AISI 430 n° 8 ni 97,96+1,18bc 5190+295 80,90 2,32 29,02 0,16 2,65 1,30 30,33 -64,67
,L\'T'g‘c’:":gg?e"es 29,4+1,85  445:240 324+252 3258 1,20 5001 16,09 4868 29,48

©., angulo de contato com a &gua; Oq.s, angulo de contato com a-bromonaftaleno; @, angulo de contato com formamida; ys- Tenséo superficial relativa a
componente de Lifishitz — van der Waals; vs* a tens&o superficial relacionada ao componente aceptor de elétrons do componente acido-base; ys a tensdo
superficial relacionada ao componente doador de elétrons do componente acido-base; ys"°, a tensdo superficial relacionada as forcas de interacéo &cido-
base de Lewis e; ySTOT, a tensdo superficial total. Aco inoxidavel ferritico AISI 430 ou austenitico AISI 304, acabamentos de niimeros n° 2B, 4, 5 e 8, com (i)
e sem (ni) implantacdo de Ag™" a energia de 70 keV ou 200 keV. *Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem estatiscamente entre si pelo teste
Tukey (p > 0,05).
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Constatou-se que os valores da variavel y; (Tabela 5), um dos componentes
da tensdo superficial para calcular a variacdo de energia livre de interacéo total,
foram superiores aos valores da variavel y;f para quase todos o0s tipos acos
inoxidaveis, com excecdo da amostra AIS|I 304, acabamento n° 2B, com Ag*
implantada (i) a 200 keV e AISI 304, acabamento n° 5, i a 200 keV. Deste modo,
pode-se afirmar que 15 das 17 amostras utilizadas sdo doadoras de elétrons e
apresentam carater negativo.

Os resultados para amostras de AISI 304, acabamento n° 4, sem fons Ag**
(Tabela 5) sédo semelhantes aqueles apresentados por Silva et al. (2008) e Teixeira
et al. (2007) cujas superficies foram caracterizadas como hidrofébicas (AGIOT < 0).

Em estudos realizados (TSUJI et al., 1998; YANG et al., 2001; LI et al., 2007,
SHAO; ZHAO, 2010; DONG et al.,, 2011) foram demonstrados que, além da
atividade antimicrobiana ou melhoria das propriedades intrinsecas dos materiais,
houve reducdo do angulo de contato com a agua e, em consequéncia, aumento da
hidrofilicidade apés modificacao das superficies com prata.

As células de L. monocytogenes ATCC 4031T apresentram-se como
hidrofilicas (Tabela 5), caracteristica confirmada ndo apenas pela medida qualitativa,
obtida pelo angulo de contato (29,4° + 1,85°), mas também pela medida quantitativa,
resultante do célculo de AGIOT (29,48 mJ.m?). De acordo com os valores das
componentes das tensdes superficiais foi possivel verificar que esta bactéria
apresenta carga negativa, pois y; = 50,01 mJ.m? > yf= 1,29 mJ.m? e é uma
doadora de elétrons. Estes resultados corroboram com os encontrados por Silva et
al. (2008) ao pesquisar a adesao de diferentes estirpes de L. monocytogenes em
superficies utilizadas para processamento de alimentos.

Os resultados observados estdo de acordo com o relato de Marshall (1980)
ao se referir que a maior parte dos micro-organismos apresenta uma membrana
celular com carga superficial negativa em solugcéo aquosa.

A partir dos valores das componentes da tensédo superficial (Tabela 5) foi
possivel calcular a variacdo da energia livre total (Tabela 6) pela teoria
termodinamica, AGagesao, €ntre duas superficies imersas em meio aquoso (meio de
cultura), neste caso L. monocytogenes ATCC 4031T e cupons de ac¢o inoxidavel. A
obtencdo desta variacdo de energia permitiu realizar uma previsao teérica da
adesdo da estirpe bacteriana nos cupons que foi calculada de acordo com as
Equacdes 12 a 16:



AGadesélo = AGII;Y.L/ + AGZ?ZE = VYbs — Vst — Vni
AGHE =Ybs — V& — Vil

LW _ LW Lw Lw
AGpls = Vs — Vst — Vbl

Yos = ¥ +vp" —2.(|w". ")

ViE = 2(Jvd v + v ve =V ve =)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)
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sendo a variacdo da energia livre total de interacéo (AG,4.53,) €Ntre as células

de L. monocytogenes ATCC 4031T (b) e os cupons de adesédo de aco inoxidavel (s)

em meio aquoso (I) e as suas componentes apolares (AGY) e polares (AGAE); y™ a

tensdo superficial relacionada as forcas de interacdo de Lifshitz - van der Waals

entre bactéria/cupom (y¥), cupom/liquido (y4"), bactéria/liquido (y£'), ou apenas

da superficie (¥1") e bactéria (y;"); v*° a tenséo superficial relacionada as forcas de

interacdo acido-base de Lewis da interagdo bactéria/cupom (y£5), cupom/liquido

(y4B), bactéria/liquido (y#?); y" a tensdo superficial relacionada ao componente

aceptor de elétrons do componente acido-base da bactéria (y;) ou cupons (yif); v a

tensdo superficial relacionada ao componente doador de elétrons do componente

acido-base da bactéria (y, ) ou cupons (y; ).
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Tabela 6 - Valores da variacdo da energia livre total de interacéo (AG,4e55,) €Ntre as
células de Listeria monocytogenes ATCC 4031T e as superficies de
adesdo de acos inoxidaveis AISI 304 e 430 em meio aquoso, com
diferentes acabamentos (n° 2B, 4, 5 e 8), antes (ni) e apés (I) a
implantac&o de fon Ag*™ a 200 keV.

Variacao da energia livre total de interacao

Superficies AISI 304 (mJ.m?)

AGZI;Y;/ AGZ?ZE AGadesélo
2B i 200 keV -3,02 -19,78 -22,80
2B i 70 keV* -1,95 2,38 0,44
2B ni -2,15 1,80 -0,35
4 -2,37 3,99 1,63
4 ni -1,34 -1,96 -3,30
5i -2,11 -13,89 -16,00
5 ni -1,40 -9,29 -10,69
8i -3,08 -1,14 -4,23
8 ni -0,51 451 4,00
Superficies AISI 430
2B -2,49 4,70 2,22
2B ni -2,02 10,99 8,97
4 -2,34 0,23 -2,11
4 ni -1,25 -5,46 -6,71
5i -2,50 -4,95 -7,45
5 ni -1,46 -2,10 -3,56
8i -2,98 -7,18 -10,96
8 ni -2,16 31,66 29,50

* A superficie AISI 2B foi a Unica implantada a 70 keV.

Segundo a teoria termodinamica se a interacdo conduzir a uma diminuicao da
energia livre total, traduzida pela equacdo de Dupré (Equacdo 12), ou seja, se a
variacdo de energia livre de interacdo é negativa (AGagesso < 0), a adesdo é
favoravel. Portanto, com base nos dados apresentados na Tabela 5 foi possivel
verificar que teoricamente a adesdo de L. monocytogenes ATCC 4031T em 11
cupons, seis deles implantados com prata, € termodinamicante favoravel. As outras
sete superficies, trés delas com ions implantados, apresentaram AGggesso > O €,
portanto, um processo de adeséo termodinamicamente desfavoravel.

Constatou-se que as interacbes hidrofébicas sdo determinadas,
predominantemente, pelas forcas atrativas, considerando-se que a componente

apolar da energia livre de interacdo entre as moléculas da superficie celular imersa
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em agua é sempre atrativa (AGL]Y < 0) e que a componente polar pode ser atrativa
(AGE < 0) ou repulsiva (AG#E > 0).

Busscher et al. (1990) relataram que para se estabelecer uma adeséo efetiva
entre duas superficies em meio aquoso, o filme de agua que as separa deve ser
removido. A hidrofobicidade célula/substrato contribui para essa remoc¢do. Contudo,
a adesao bacteriana trata-se de um processo complexo (SILVA et al., 2008) e,
portanto, nem sempre ocorre quando os valores da energia livre total indicam

valores negativos (AGagdeszo < 0).

4.2 Nimero de células aderidas de Listeria monocytogenes em cupons de agos

inoxidaveis modificados pela técnica de implantagéo i6énica

Houve diferenca (p < 0,05) entre o nimero de células aderidas de L.
monocytogenes ATCC 4031T em superficies de aco inoxidavel austenitico AISI 304
e ferritico AISI 430, a 4 °C (Figura 15). A superficie de aco AlISI 304, acabamento n°
2B, com fons Ag*' a 70 keV apresentou menor nimero de células aderidas (2,63 *
0,32 log CFU.cm™).
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Figura 15 - Logaritmo do numero de células aderidas de L. monocytogenes ATCC 4031T (CFU) em diferentes superficies de aco
inoxidavel antes e apds implantagdo com ions Ag*l.
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Médias seguidas pelas mesmas lestras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p > 0,05).
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Tang et al. (2007a) também observaram que superficies de carbono pirolitico
com fons Ag*™ implantados, utilizadas para confeccdo de vélvulas cardiacas,
apresentaram atividade antimicrobiana. Além disso, estes pesquisadores verificaram
gue ndo houve modificacdo da principal estrutura quimica do carbono o que garantiu
a biocompatibilidade do material (TANG et al., 2007b).

Contudo, considerando as superficies de aco inoxidavel de mesmos pares e
composicédo (Figura 15), AISI 304 ou AISI 430, observou-se que n&do houve reducgéo
no numero de células aderidas (p > 0,05) nos cupons tratados a 200 keV, com
excecdo do material AISI 430, acabamento n° 4, em que houve maior nimero de
células aderidas para o aco modificado com fons Ag*™ (4,30 + 0,32 log CFU.cm™) (p
< 0,05), comparado com seu par AlSI 430, acabamento n° 4, sem Ag*™ (3,60 + 0,31
log CFU.cm™). Estes resultados podem ser explicados pela diferenca de profundidade
dos fons Ag**. Nos cupons cujo tratamento foi de 200 keV, a prata apresentou-se a
uma profundidade de 25 nm da superficie, enquanto que as amostras tratadas a 70
keV foram de 15 nm.

A superficie em que os ions de prata foram implantados com 70 keV resultou
nas seguintes caracteristicas: (i) a maior acdo antimicrobiana da prata; (i) a
alteracao das forgas presentes durante adesédo do micro-organismo, neste caso com
prevaléncia das forcas de repulsdo e; (iii) aumento da hidrofilicidade, o que
favoreceu a ligacdo entre superficie/agua e micro-organismo/agua, ao invés da
ligacdo micro-organismo/superficie. Assim, a adesdo de L. monocytogenes em
superficie de aco AISI 304, acabamento n° 2B, com prata implantada a 70 keV,
tornou-se termodinamicamente desfavoravel (AGageszo = 0,44 mJ. m).

Vale ressaltar que as caracteristicas acima sugeridas, possivelmente,
atuaram em conjunto, uma vez que mesmo havendo reducdo da hidrofilicidade para
a maioria dos cupons ap6s implantacdo dos fons Ag™ a 200 keV, ndo houve
reducdo do nimero de células bacterianas aderidas (p > 0,05). Portanto, ndo ha uma
relacé@o direta entre hidrofobicidade e nimero de células aderidas. Estes resultados
sdo semelhantes aos observados por Silva et al. (2008) e Szlavik et al. (2012) que
também ndo observaram relacéo direta entre o nimero de células de estirpes de L.
monocytogenes aderidas e a hidrofobicidade das superficies utilizadas na pesquisa.

Contudo, ha pesquisas que demonstraram que as propriedades
antibacterianas séo influenciadas pela hidrofilicidade, rugosidade e a configuragéo

do elemento quimico da superficie. Bactérias aderem de maneira diferente nas
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variadas superficies (AN; FRIEDMAN, 1998; ZHANG et al., 2006; ZHANG et al.,
2007). O aumento da hidrofilicidade pela implantacdo da prata pode ser a causa da
alteracdo no processo de adesédo bacteriana (LI et al., 2007). Em geral, materiais
hidrofilicos apresentam maior resisténcia a adeséo bacteriana que os hidrofébicos.
Estudos de Wang et al. (2004) e Li et al. (2007) demonstraram a relagdo entre estes
fatores.

Segundo a Teoria Termodinamica, a adesdo, em solucdo aquosa, entre um
micro-organismo e um substrato, deve ultrapassar a barreira de energia imposta
pelas interagbes repulsivas, passando atuar interacdes de curto alcance que
assumird um papel dominante na interacéo total (ABSOLOM et al., 1983). Assim, as
caracteristicas das superficies observadas podem ter apresentado importante
influéncia no processo de adesdo microbiana, sendo o efeito antiades&o ou inibitorio
dos ions Ag* relacionados & reducéo das interacdes atrativas entre a bactéria e o
substrato, principalmente para as superficies cuja prata foi implantada a 70 keV.

N&o foi possivel verificar uma relacdo direta entre rugosidade (R, ou R;) e
adesdo microbiana. Superficies que apresentaram maior rugosidade nao
apresentaram maior numero de células de L. monocytogenes aderido. Silva et al.
(2008) também néo verificaram relagdo direta entre os valores de R, e numero de
bactérias aderidas em diferentes superficies utilizadas na industria de alimentos.

Entretanto, em alguns estudos demonstrou-se que a microtopografia da
superficie de processamento € um fator que influéncia na adesdo bacteriana, ou
seja, a reducdo no numero de bactérias aderidas pode ser observada em superficies
com menores valores de R, (HILBERT et al.,, 2003; BARNES et al., 1999;
MEDILANSKI et al., 2002).

Deve-se ressaltar que a influéncia da microtopografia na adesdo bacteriana
também é um fator considerado importante em regulamentacdes para a industria de
alimentos. Recomendam-se que a rugosidade nao apresente valores de R, superior
a 800 nm (FLINT et al., 1997).

Medilanski et al. (2002) observaram que a adesao de quatro espécies de
bactérias dependeram da rugosidade, sendo que a menor contagem de células
aderidas obtida foi em superficies com R, igual a 0,16 ym (160 nm).

A area de contato entre o micro-organismo e a superficie influencia na taxa e
padrdo de retencdo da célula (FLINT et al., 2000; MEDILANSKI et al., 2002;
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WHITEHEAD et al., 2005;). Sugere-se que ha um valor 6timo de rugosidade para
retencdo do micro-organismo (VERRAN; BOYD, 2001) determinado por um namero
de fatores que incluem o tamanho e a forma da bactéria (WHITEHEAD; VERRAN,
2006). Assim, a rugosidade da superficie pode acentuar a retencdo de micro-
organismos quando associada ao aumento da area de contato entre as superficies
envolvidas (VERRAN; BOYD, 2001). A rugosidade, portanto, afetara a energia total
de ligacdo entre a bactéria e o substrato. Em principio, para aumentar a area de
contato da superficie microbiana e o substrato, a bactéria muda de forma para
aumentar o contato, em consequéncia, hd aumento da energia de ligacao
(EDWARDS; RUTENBERG, 2001).
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4.3 Estudo da formacao de biofilmes de células de L. monocytogenes em cultura simples e mista com células de

Pseudomonas fluorescens em aco inoxidavel e seu controle bioldgico
4.3.1 Hidrofobicidade

Os valores observados das medidas do angulo de contato permitiram concluir que todas as estirpes presentes nesta etapa
do experimento eram hidrofilicas (©, < 65°), com variacdo de 22,6° + 1,40° (L. monocytogenes 747) a 46,89° + 2,49° (P.
fluorescens ATCC 27663) (Tabela 7). Estes resultados foram confirmados pela anélise quantitativa da hidrofobicidade, as células
de L. monocytogenes 747 foram mais hidrofilicas (AGsws = 29,36 mJ.m™?). Observam-se também que todas as estirpes séo elétrons
doadoras, uma vez que apresentaram valores altos de y; e baixos valores de y;t. Os valores encontrados neste trabalho
corroboram com pesquisas realizadas com estirpes de L. monocytogenes (MAFU et al., 1991; ABSOLOM, 1988; SILVA et al.,
2008) e P. fluorescens (CHAVES, 2004; YEO; CHUA, 2004; MACHADO, 2005; SIMOES et al., 2008a; CARELI, 2009).

Tabela 7 - Angulo de contato, componentes da tensdo superficial e variacdo da energia livre de interacdo entre materiais iguais
imersos em agua (AGIOT).

Angulo de contato + desvio padréo (°) Componentes da tens&o superficial (mJ.m?)  AGLOT

Superficies o, Ous O: W v Ve 4B 70T (mJ.m?)
AISI 304 n° 4 879+120 30,2+280 564+221 3858 0,58 0,93 1,47 40,05 -74,78
L. monocytogenes 747 226+140 31,2+180 23,0+2,09 3821 1,00 51,05 14,31 52,52 29,36
L. monocytogenes 994 358+1,20 426+1,78 256+145 3345 239 37,94 19,05 52,50 13,06

P. fluorescens ATCC 27663 46,89 +2,49 47,7+2,16 42,7+205 31,07 108 3531 12,34 43,40 12,68

O,,, angulo de contato com a agua; O,.5, angulo de contato com a-bromonaftaleno; O, angulo de contato com formamida; s Tens&o superficial relativa a
componente de Lifishitz — van der Waals; ys" a tenso superficial relacionada ao componente aceptor de elétrons do componente acido-base; vs a tensio
superficial relacionada ao componente doador de elétrons do componente acido-base; vs"°, a tensdo superficial relacionada as forcas de interagéo acido-
base de Lewis e; ySTOT, a tensdo superficial total; a- amostra diferente daquelas empregadas na primeira etapa (Item 4.1).
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O processo de adesao de L. monocytogenes 747, ou L. monocytogenes 994,
ou P. fluorescens ATCC 27663 em superficies de aco inoxidavel (Tabela 8) foi
termodinamicamente favoravel (AGgq4ess0 < 0) € governado, principalmente, por
interagdes hidrofébicas atrativas (AG/E < 0). A energia livre total de interagéo
calculada para o processo de adesédo de P. fluorescens/substrato foi a de maior
valor em moédulo (AGgesso = - 27,91 mJ.m?) e, consequentemente, com maior

possibilidade de ocorréncia do processo.

Tabela 8 - Valores da variacdo da energia livre total de adeséo (AGgqes30) €Ntre as
células de L. monocytogenes 747 ou L. monocytogenes 994 ou P.
fluorescens ATCC 27663 (b) e a superficie de adesao de aco inoxidavel
austenitico AISI 304, acabamento n° 4 (s) em meio aquoso (I
considerou-se agua; Tabela 1) e as suas componentes apolares (AGLY
e polares (AG{E).

Variagcao da energia livre total de interacao

Micro-organismos (mJ.m?)
AGII;Y'IS/ AGZ?ZE AGadesélo
L. monocytogenes 747 -4,66 -15,22 -19,79
L. monocytogenes 994 -3,44 -19,11 -22,55
P. fluorescens ATCC
- - -27,91
27663 2,79 25,11 ,9

A superficie de aco inoxidavel AISI 304, acabamento n° 4 apresentou
caracteristica hidrofébica (@, = 87,9° + 1,20°% AGesws = - 74,78 mJ.m) (Tabela 7). Os
valores observados para qualificar e quantificar a hidrofobicidade desta amostra de
aco foi semelhante a aqueles encontrados no Item 4.1.3 (O, = 93,09° £ 2,52° AGgus
= - 46,37 mJ.m?) (Tabela 5) e com o de outros estudos, ©,, = 68° (WANG et al.,
2012), ©, = 90,4° (SILVA et al., 2008), O,, = 81,3° (TEIXEIRA et al., 2007). Embora
os autores relatem algumas variacdes nestes valores apresentados, em todos o0s
resultados encontrados o ago AISI 304, acabamento n° 4, era uma superficie

hidrofébica.
4.3.2 Determinag¢édo do namero de células em biofilme
Observou-se que células de L. monocytogenes 747 (Figura 16) em cultura

simples foram capazes de aderir (4 °C) e formar biofilme, a 25 °C e 37 °C, em aco
inoxidavel austenitico AISI 304, acabamento n° 4. Embora a temperatura étima de
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multplicacéo celular ser entre a faixa de 30 °C a 37 °C (PETRAN; ZOTTOLA, 1989),
a maior contagem de células viaveis desta estirpe foi observada a 25 °C (7,60 log
CFU.cm) (p < 0,05). Entretanto, verificou-se que consideravel nimero de células foi
capaz de aderir e multiplicar em aco a 4 °C (3,31 log CFU.cm™).

Verificou-se nas Figuras 16 e 17 diferenca (p < 0,05) no nimero de células
viaveis em biofilme de P. fluorescens ATCC 27663, quando em cultura simples, nas
diferentes temperaturas testadas, com variagdo nas contagens variaram de 7,26 log
CFU.cm? (25 °C) a 5,26 log CFU.cm? (37 °C). Embora a temperatura 6tima de
multiplicacdo para este micro-organismo seja proxima de 25 °C, o numero de células
viaveis ndo diferiu (p > 0,05) a 25 °C e a 4 °C (7,00 log CFU.cm™).

Figura 16 - Logaritmo do nimero de células viaveis de L. monocytogenes 747 e de

P. fluorescens ATCC 27663 em biofilmes (CFU) em aco inoxidavel
austenitico AISI 304, acabamento n° 4, em diferentes temperaturas.
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m L. monocytogenes 747- Cultura Mista m P. fluorescens ATCC 27663 - Cultura Mista

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p >
0,05).

Apesar de L. monocytogenes 994 ser diferente de L. monocytogenes 774, 0s
nameros de células viaveis dessas estirpes em biofilme foram semelhantes para as
diferentes temperaturas. As médias das contagens foram de 4,15 log CFU.cm™, a 4
°C, 7,45 log CFU.cm?, a 25 °C, e 7,23 og CFU.cm?, a 37 °C, portanto, houve
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diferenca significativa (p < 0,05) entre os valores de maior média em relacdo a

menor média (Figura 17).

Figura 17 - Logaritmo do nimero de células viaveis de L. monocytogenes 994 e de
P. fluorescens ATCC 27663 em biofilmes (CFU) em aco inoxidavel
austenitico AISI 304, acabamento n° 4, em diferentes temperaturas.
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Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p >
0,05).

Os resultados acima discutidos diferem daqueles relatados por Herald e
Zottola (1988) ao referirem que L. monocytogenes cultivada em laboratério em
cultura simples, em meios de cultivo como TSB e BHI, ndo apresentaram alto
potencial de formacdo de biofiimes e, em geral, ndo formam microcolonias em
superficies utilizadas para o processamento de alimentos, como aco inoxidavel.

Entretanto, no presente trabalho, como em outros estudos (MAFU et al., 1990,
1991; HELKE; WONG, 1994; SMOOT,; PIERSON, 1998; NORWOOD; GILMOUR,
1999; BERESFORD et al.,, 2001; SILVA et al., 2008; RODRIGUES, 2010), L.
monocytogenes aderiu e formou biofilme em diferentes materiais e condi¢cbes de
multiplicacao (atividade de agua [a.], temperatura e pH), até mesmo em temperatura
de refrigeracéo, em condic¢des laboratoriais quando em cultura simples.

Esta capacidade de sobrevivéncia e multiplicacéo a baixas temperaturas pode
ser relacionada com mudancas na fluidez da membrana celular. De acordo com
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Gandhi e Chikindas (2007), estas mudancas ocorrem no aumento do grau de
insaturacdo, na reducdo do numero de carbonos (de Ci7 para Cis.0) € isomeria da
cadeia principal. Possivelmente, estas modificacdes na membrana também causem
diferencas na sua hidrofobicidade.

Segundo Mai e Conner (2007), a hidrofobicidade celular esta relacionada com
a temperatura, sendo que o estresse causado pela sua modificacdo possivelmente
alterou a hidrofobicidade em células de L. monocytogenes. Esta explicacdo pode ser
uma possivel justificativa para a diferenca (p < 0,05) na contagem de células
aderidas ou em biofilme, afinal as bactérias podem ter apresentado modificacdo na
hidrofobicidade nas diferentes temperaturas (Tabela 7).

L. monocytogenes pode aderir rapidamente e firmemente a superficies inertes
utiizadas na industria de alimentos e sabe-se que esta bactéria apresenta
mecanismos de protecao contra estresse fisico e quimico quando aderida ou quando
em biofilme. Além disso, observa-se que diferentes estirpes apresentam diferentes
capacidades de adeséo e formagao de biofilme (HARVEY et al., 2007).

Rodrigues (2010), ao estudar a formacao de biofilmes de L. monocytogenes
747 e 994 em diferentes tempo (12 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h) e temperatura
de multiplicacdo (4 °C, 25 °C, 37 °C), também observou diferenca de contagem
celular (p < 0,05). Os seus resultados apontaram aumento de biomassa (medida por
densidade Otica) em maiores temperaturas. Mai e Conner (2007), apds cultivarem
células de L. monocytogenes ATCC 19.111 em BHI ou em um meio minimo (10% de
um filtrado de agua de lagoa; 90% agua destilada esterilizada), relataram que a
adesao bacteriana foi favorecida ndo somente pelo aumento de temperatura como
pelo meio de cultivo enriquecido (BHI). Ambos os estudos corroboram com o0s
resultados da presente pesquisa.

Ao contrario do que foi observado para as estirpes de L. monocytogenes, a
adesédo de células viaveis de P. fluorescens, em cultura simples nao foi favorecida
pelo aumento de temperatura (Figuras 16 e 17).

A adesao das estirpes de L. monocytogenes e P. fluorescens em aco
inoxidavel em diferentes condi¢cdes de temperaturas confirmou a previsdo tedérica
calculada por meio da variacdo de energia de interacdo total de um processo

termodinamicamente favoravel (AGagesao < 0).
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O numero de células aderidas, ap6s 72 h de incubacgédo, de L. monocytogenes
e de P. fluorescens foi menor quando cultivadas em cultura mista, comparado aos
resultados quando em cultura pura (p < 0,05) (Figuras 16 e 17).

A 4 °C nao foi observada a formacao de colbnias em placa por nenhuma das
estirpes de L. monocytogenes, entretanto houve uma contagem de 6,30 log CFU.cm’
2 para P. fluorescens (p < 0,05) (Figuras 16 e 17). J4 a 37 °C, maiores valores de
contagens foram constatados para as estirpes de L. monocytogenes que atingiu 6,06
log CFU.cm™. Por fim, a 25 °C, P. fluorecens apresentou-se em maior nimero que L.
monocytogenes 747 (p < 0,05), mas igualmente aderida (p > 0.05) quando em
cultura mista com L. monocytogenes 994. Estes resultados podem contradizer ou
confirmar relatos da literatura, uma vez que trabalhos afirmam que a presenca de
células de P. fluorescens favorecem a adesdo de L. monocytogenes (MARSHALL;
SCHMIDT, 1988; FARRAG; MARTH, 1989b; MARSHALL et al., 1992;
GUDBJORNSDOTTIR et al., 2005); ou inibem (FARRAG; MARTH, 1989a;
FREEDMAN et al.,, 1989; CHENG et al. 1995; BUCHANAN; BAGI, 1999;
GUDBJORNSDOTTIR et al., 2005); ou, ainda, ndo apresentam nenhum efeito
(FARRAG; MARTH, 1989c; MARSHALL et al., 1992; GUDBJORNSDOTTIR et al.,
2005), ressaltando-se que as condi¢cdes de multiplicacdo bacteriana favorecem as
trés possibilidades (GUPBJORNSDOTTIR et al., 2005).

Segundo Gudbjornsdottir et al. (2005), a inibicdo da adesao de L.
monocytogenes, em geral, esta associada a baixas temperaturas (4 °C) e
concentracdes de cloreto de sédio (NaCl; 5 g.L™" a 25 g.L™") durante incubac&o. Além
disso, estes pesquisadores relataram que a sintese de sider6foros por P.
fluorescens, ou algum outro mecanismo, aumentou a aquisicdo de ferro por este
micro-organismo e, portanto, originou uma competicdo por micronutrientes com L.
monocytogenes. Esta pode ser uma possivel explicacdo para a inibicdo de L.
monocytogenes, a 4 °C, quando aderida em cupons de aco inoxidavel em cultura
mista com P. fluorescens (Figura 16 e 17).

4.3.3 Controle fagico das células microbianas em biofilmes

Observou-se que o numero de células viaveis de P. fluorescens ATCC 27663
planctbnicas ou em biofime simples em aco inoxidavel austenitico AISI 304,
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acabamento n° 4, foi diferente (p < 0,05) ap6s 24 h de contato com o bacteriéfago
$|BB-PF7A (Figura 18).

Figura 18 - Logaritmo do numero de células viaveis de P. fluorescens ATCC 27663
planctonicas ou aderidas (CFU), quando em biofilmes simples, em aco
inoxidavel austenitico AISI 304, acabamento n° 4, apds infeccdo com
bacteri6fago ¢IBB-PF7A.
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Verificou-se que o fago promoveu a reducao da populacdo microbiana de P.
fluorescens em biofilme, com reducdo em 6 h de 5,5 ciclos logaritmos e, apds 24 h,
de 2,03 ciclos logaritmos (Figura 18). Resultados semelhantes foram encontrados
por Sillankorva (2008) nos quais a acgédo fagica de ¢IBB-PF7A ndo foi efetiva para
células P. fluorescens em biofilmes apés 4 h de contato. O aumento no nimero de
células apés 6 h de infeccdo pode ser atribuido a resisténcia celular ao bacteriéfago.
Segundo Buckling e Rainey (2002), a interacdo fago/bactéria durante longos
periodos de tempo pode resultar em bactérias resistentes.

Ocasionalmente, mutacées nas bactérias hospedeiras podem ocorrer e
impossibilitar a sintese de receptores na parede necessarios a adsorcdo do fago.
Assim, células mutantes adquirem resisténcia ao virus e, em consequéncia, esta
populacdo resistente sobrevive a infeccdo fagica e continua a replicar-se podendo,
eventualmente, sobrepor-se como a estirpe dominante (LEVINE, 1939).

De acordo com Hyman e Abedon (2010) ha dois tipos de fendmenos que

podem ocorrer durante a resisténcia a adsorcdo. O primeiro é descrito como
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restricdo sendo que neste caso bactérias vivem, mas fagos morrem. O segundo sao
as infec¢des abortivas, em que fagos e bactérias morrem. Relatam também que a
resisténcia a adsorcdo inclui a perda de moléculas receptoras de fagos pelo
hospedeiro, assim como a perda de barreiras fisicas que escondem receptores
moleculares, como, por exemplo, capsulas.

A resisténcia ao fago parece se iniciar nas células planctdnicas, pois ha um
aumento significativo (p < 0,05) na contagem microbiana em 6 h de tratamento
(Figura 19). Estes resultados corroborram com os encontrados por Pires et al. (2011)
que estudaram o controle de biofilmes de P. aeruginosa PAOl1l com fagos ¢IBB-
PAP21.

Figura 19 - Logaritmo do namero de células viaveis de L. monocytogenes 747 e de
P. fluorescens ATCC 27663 planctonicas ou aderidas (CFU), quando em
biofilmes misto, em aco inoxidavel austenitico AISI 304, acabamento n°
4, antes e apos infec¢cdo com bacteriofago ¢IBB-PF7A.
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Observou-se reducao significativa (p < 0,05) no nimero de células viaveis de
P. fluorescens, em biofilme misto com L. monocytogenes 747, apés 6 h (5,6 ciclos
logaritmos) de tratamento com o bacteriéfago ¢IBB-PF7A (Figura 19). Entretanto,
esta reducdo nao foi significativa apés 24 h (p > 0,05) (2,19 ciclos logaritmos). A
partir deste tempo verificou-se aumento da populacdo, sendo atribuida também a
resisténcia bacteriana ao virus, possivelmente em células planctonicas.

O numero de células de L. monocytogenes 747 em biofilmes, ao longo do

tempo (0 h, 6 h e 24 h), ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) apos
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infeccdo fagica (Figura 19). Entretanto, o nimero de células na fase plancténica
aumentou em, aproximadamente, 8 ciclos logaritmos apés 24 h (p < 0,05).
Possivelmente, estas células desprenderam-se do biofilme e multiplicaram-se mais
rapidamente em solucdo, pelo fato de o numero de células de P. fluorescens
apresentar-se menor em 24 h de teste e, portanto, menor a competicdo existente
entre ambas as espécies.

Estes resultados sdo semelhantes aos observados por Sillankorva (2008)
que, ao realizar a infec¢do de células de Staphylococcus lentus e P. fluorescens em
biofilme misto, observou que ndo houve reducédo de P. fluorescens por bacteri6fagos
¢IBB-PF7A, apbés 24 h e 72 h. Segundo Sillankorva (2008), S. lentus pode ter
protegido P. fluorescens contra o ataque destes fagos.

Verificou-se que o niumero de placas fagicas plancténicas (PFU), em biofilme
simples e biofilme misto, ndo apresentou diferenca (p < 0,05) (Figura 20). O mesmo
foi também observado para o numero de PFU em biofilmes (simples ou misto).

Por fim, observou-se que os numeros de PFU nos tempos de 6 h e 24 h
(Figura 20) ndo apresentaram diferencas (p > 0,05). Entretanto, entre 0 h e 2 h
houve um grande aumento (p < 0,05) de fagos. Este resultado corrobora com o0s
apresentados nas Figuras 18 e 19, uma vez que durante 6 h de teste houve uma
grande reducdo no namero de células em biofilme de P. fluorescens, o que indicou

multiplicacao viral.
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Figura 20 - Logaritmo do numero de bacteriéfagos ¢IBB-PF7A (PFU) em suspenséao
e em biofilme simples ou misto, de P. fluorescens ATCC 27663 com L.
monocytogenes 747.
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4.3.4 Fluorescéncia de hibridizacdo in situ de peptideo de &cidos nucleicos
(PNA FISH) e coloracdo com DAPI das células em biofilme

Observou-se nas imagens obtidas foi possivel observar que as células de L.
monocytogenes 747 e de P. fluorescens ATCC 27663 aderiram e formaram biofilme
em superficies de vidro, quando em cultura simples, a 25 °C (Figura 21).

Constatou-se que, apos infeccdo com fagos, a maioria das células de P.
fluorescens apresentou cor azul mais clara e menor tamanho (Figuras 21c),
comparada a cor das células antes da infeccdo (Figura 21b). Esse resultado pode
ser associado a destruicdo de &cidos nucleicos, o que impediu a acdo do
fluorocromo DAPI.

Por meio da Figura 21 (a e b) foi possivel observar que a estrutura formada
do biofilme contendo células de ambos os micro-organismos, ressaltando-se que P.
fluorescens e L. monocytogenes formaram uma monocamada onde houve uma
mistura dos micro-organismos. Contudo, verificou-se também a presenca de células
aderidas unicamente, fora da estrutura do biofilme. Estes resultados séo
semelhantes aos encontrados por Almeida et al. (2011), em que o biofilme formado
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por L. monocytogenes, Salmonella enterica e Escherichia coli apresentou junto a
superficie uma monocamada de células de L. monocytogenes e S. enterica e na
parte superior uma outra monocamada de apenas células de E. coli. Os
pesquisadores atribuiram este fato a uma possivel competicdo microbiana por
espaco e nutrientes.

Apés infeccdo com fago, verificou-se que o numero de células de L.
monocytogenes e P. fluorescens foi menor na Figura 21f, comparado com o nimero
de células visualizadas nas Figura 21d e 21e, realizadas antes da adi¢do de fagos.
Este fato pode ser atribuido a morte das células de P. fluorescens e ao
despreendimento das células de L. monocytogenes. As imagens corroboram com 0s
resultados das contagens microbianas (CFU) e fagicas (PFU) (Figuras 18 a 20).

A técnica de PNA fish foi eficiente para analise de biofilmes constituidos de

multiespécies bacterianas.
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Figura 21- Imagens de microscopia de epifluorescéncia de biofilmes de L. monocytogenes 747 (cor verde) utilizando a sonda
LmPNA1253 (a) e P. fluorescenes ATCC 27663 coradas com fluorocromo DAPI (cor azul) (b), em superficies de vidro, a
25 °C, em cultura simples; biofilmes simples de P. fluorescenes ATCC 27663 em superficies de vidro apos infeccdo com
bacteri6fagos ¢IBB-PF7A (c); biofilme misto de P. fluorescenes ATCC 27663 e L. monocytogenes 747, sem infeccao (d)
e (e) e com fagica (f).
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5. CONCLUSAO

A modificacdo das superficies de aco inoxidavel austenitico AISI 304 e
ferritico AISI 430, com diferentes acabamentos, pela técnica de implantacdo ibnica
com Ag*' apresentou-se como uma alternativa no controle da adesio de L.
monocytogenes. A utilizagdo de baixa energia de implantacdo dos ions (70 keV) fez
com que a prata atingisse uma profundidade menor e, em consequéncia, melhor
acao.

A implantacéo de fons Ag** contribuiu para a reducdo da hidrofobicidade das
superficies de aco inoxidavel. Contudo, nenhuma relacéo foi obtida entre o nimero
de células de L. monocytogenes aderidas e a hidrofobicidade do material. A adesao
microbiana é um processo complexo, sendo que varios fatores podem contribuir
para seu acontecimento.

Houve modificacdo da rugosidade ap6s implantacéo dos fons Ag*™. Contudo,
esta modificacdo parece ser atribuida a assimetria das superficies metalicas antes
dos cortes para confeccdo dos cupons. Ressalta-se que, assim como a
hidrofobicidade, ndo se obteve relacédo direta entre adesdo de L. monocytogenes e
rugosidade.

L. monocytogenes foi capaz de aderir nas superficies de aco inoxidavel
austenitico AISI 304 em diferentes temperaturas (4 °C, 25 °C e 37 °C). Em
temperaturas mais elevadas, 25 °C e 37 °C, este micro-organismo aderiu e formou
biofiime, tanto em cultura simples, como em cultura mista com Pseudomonas
fluorescens. Maiores contagens bacterianas foram obtidas préximas as temperaturas
de multiplicacdo 6tima.

O biocontrole com bacteriéfago reduziu a contagem de P. fluorescens, em

cultura simples ou mista com L. monocytogenes, em seis horas de contato com o
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bacteri6fago. Entretanto, apdés este tempo as células de P. fluorescens
apresentaram resisténcia, ndo sendo eliminadas do meio.

Além do biocontrole de P. fluorescens, também observou-se o biocontrole de
L. monocytogenes, quando em biofilme misto. Isso ocorreu pelo fato de haver o
desprendimento e morte de células de P. fluorescens do biofilme, o que,
consequentemente, ocasionou o desprendimento de L. monocytogenes para a
solucdo.

Apesar de novas tecnologias serem empregadas para impedir o processo de
adesdo e formacdo de biofilme, o desafio € grande uma vez que 0s micro-
organismos sao capazes de se modificar, criando mecanismos que 0s auxiliam a
sobreviver em condi¢bes adversas, como por exemplo, alteram suas moléculas
receptoras presentes na parede ou membrana celular impedindo a adsorgdo do
bacteriéfago.

Alguns estudos podem ser propostos como trabalho futuro. Dentre eles,
podem-se citar, estudos que implantem ions Ag** com energia inferior a 70 keV, com
o intuito de verificar se h4 maior reducdo do numero de células aderidas de L.
monocytogenes; estudos que verifiquem o desprendimento da prata implantada,
principalmente, ap6s contato com solucbes &cidas e basicas, que apresentem o
mesmo pH que alguns alimentos industrializados ou solu¢des para higienizacéo, ou
ainda, ap6s acdo de forcas que simulem o atrito do esfregaco ou forcas de

cisalhamento durante procedimentos de limpeza manual ou “clean in place (cip)”.
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