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RESUMO

A adesdo e a formacao de biofilme bacterianos em superficies de equipamentos e
utensilios que entram em contato com alimentos, além de contaminar o produto
durante o processamento, podem ocasionar doencas de origem alimentar, que
acarretam em perdas econémicas e, principalmente em problemas de saude publica.
O aco inoxidavel AISI (American Iron and Steel Institute) 304 é o material mais utilizado
na fabricacdo de equipamentos e utensilios. Por esse motivo, a modificacdo da
superficie de acos inoxidaveis pode ser uma alternativa promissora para evitar ou, ao
menos, diminuir a adeséo bacteriana e a formacéao de biofilmes. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito dos tratamentos de nitretacdo a plasma e de
implantacdo idnica de prata (Ag*) a baixas energias em aco inoxidavel AlSI 304 sobre
a adesdao e reducao de um patégeno alimentar Gram-negativo (Salmonella Enteritidis)
e um Gram-positivo (Listeria monocytogenes) sobre essa superficie. Os corpos de
prova de aco inoxidavel AlSI 304 foram tratados por nitretacdo a plasma, variando as
condi¢les (tempo, temperatura e composi¢cao de gases), ou tratados pela implantacéo
ibnica de prata (Ag*) variando a baixa energia (2 e 4 KeV) no equipamento lon Plating
Diversified (IPD) e a adesao bacteriana foi comparada com os corpos de prova nao
tratados. Os resultados mostraram que as duas técnicas de modificacdo da superficie
propiciaram reduc&@o no numero de células aderidas no acgo inoxidavel em quase 1 log
para as duas bactérias, no entanto, as reducdes foram maiores quando o aco
inoxidavel foi alterado pela técnica de nitretacdo a plasma. Este trabalho mostra-se
coOmo um importante passo na pesquisa de novas tecnologias que podem ser
empregadas para reduzir ou impedir a adeséo e a formacéo de biofilmes bacterianos
em aco inoxidavel.

Palavras-chaves: adesao, biofilmes, propriedades antimicrobianas, ions de prata,

nitretacdo, aco inoxidavel, industria de alimentos, microorganismos
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MODIFICATION OF STAINLESS STEEL SURFACES BY PLASMA NITRIDING
AND SILVER (AG*) ION IMPLANTATION AT LOW ENERGY: ALTERNATIVES TO
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ABSTRACT

Both adhesion and formation of bacterial biofilms on surface of equipments
and items in contact with food can cause contamination on the product during its
processing and foodborne diseases as well, resulting in economic losses and, most
significant, serious issues on public health. The AISI 304 (American Iron and Steel
Institute) stainless steel is the most used material to equipment and utensils’
manufacture. For this reason, the surface modification of stainless steel may be a
useful alternative to either avoid or, at least, reduce both bacterial adhesion and biofilm
formation. This study intended to evaluate both plasma nitriding and silver (Ag+) ion
implantation treatments’ effects at low energies in AISI 304 stainless steel, on
adherence and reduction of a Gram-negative food pathogens (Salmonella Enteritidis)
and a Gram-positive (Listeria monocytogenes) on that surface. The AISI 304 stainless
steel tested parts were treated by plasma nitriding, modifying silver (Ag+) ion
implantation, changing low energy in a range between (2 and 4 keV) at lon Plating
Diversified (IPD) equipment, besides that bacterial adhesion was compared with not
treated parts. The results showed that both surface modification techniques reduced
the number of adhered cells at stainless steel about 1 log for both bacteria, however
the reductions were larger when stainless steel has been modified by plasma nitriding
technique. This work presents itself as an important step in new technologies’
research, which can be employed to either reduce or avoid the stainless steel bacterial
biofilms adhesion and formation.

Keywords: adhesion, biofilms, antimicrobial properties, ions of silver, nitriding,

stainless steel, food industry, microorganisms
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1. INTRODUCAO

A contaminacéo de superficies que entram em contato com os alimentos
tem sido cada vez mais enfatizada, uma vez que a higienizacdo dessas superficies
pode n&o inativar ou remover completamente 0os micro-organismos aderidos,
favorecendo a formagé&o de biofilmes e a contaminagéo cruzada. Nesse sentido, o
design higiénico de equipamentos e a utilizacdo de materiais faceis de higienizar ou
gue diminuam a adesédo bacteriana assumem grande importancia.

O aco inoxidavel € o material mais utilizado na fabricacao de equipamentos
para industrias de alimentos, uma vez que apresenta propriedades mecanicas
favoraveis, boa resisténcia a corrosao e custo acessivel. Apesar de sua superficie lisa,
varios tipos de acos inoxidaveis permitem a deposicao de material organico, a adesao
bacteriana e o desenvolvimento de biofilmes.

Uma das melhores alternativas para o controle de biofilmes & prevenir a
adesdo e a posterior multiplicacdo microbiana, o que pode ser realizado através de
diferentes técnicas de alteracdo da superficie do aco inoxidavel. Essas técnicas
podem alterar as caracteristicas fisico-quimicas das superficies através do uso de
plasmas, lasers, feixes de ions e de elétrons, ou incorporacdo de substancias
antimicrobianas as superficies metalicas. Nesse campo, o tratamento de nitretacdo a
plasma e a implantagc&o i6nica de metais, como a prata (Ag*), podem ser utilizados
nas superficies de acos inoxidaveis, oferecendo um avanco significativo na qualidade
e seguranca dos alimentos.

O processo de nitretacdo a plasma é um tratamento termoquimico que
promove modificagcdes na composi¢cao quimica das superficies metalicas, modificando
varias propriedades fisicas das pecas tratadas, como energia livre da superficie,
rugosidade e hidrofobicidade. Os poucos estudos existentes tém demonstrado
reducdo no numero de micro-organismos aderidos nas superficies tratadas. No
entanto, este tratamento altera apenas as propriedades de superficie, mantendo as
demais caracteristicas desejaveis dos materiais.

A implantacdo ibnica consiste em introduzir espécies de elementos
guimicos em regides relativamente préximas a superficie, ao mesmo tempo em que
preserva o volume e as propriedades fisico-quimicas do material original. Dentre os

elementos quimicos incorporados, a prata (Ag) é o mais utilizado quando o objetivo



€ a inativacdo microbiana, uma vez que apresenta baixo efeito toxico para as células
humanas.

Nos ultimos anos, os materiais modificados superficialmente tém sido
aplicados, principalmente, nas areas da medicina e odontologia, porém ainda néo nas
industrias de alimentos. No entanto, se superficies de aco inoxidavel forem alteradas,
permitindo a redugcdo da adesdo microbiana e a inativagdo de microrganismos
aderidos, essas podem ser estratégias promissoras para o aumento da seguranca de
alimentos.

Considerando estes fatos o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
do tratamento de aco inoxidavel AISI 304 com implantacdo idnica de Ag* a baixas
energias e com nitretacdo a plasma no controle da adesao e inibicdo de Salmonella

Enteritidis e Listeria monocytogenes.



OBJETIVOS

1.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento de ago inoxidavel AISI 304 com nitretacdo a

plasma e implantacdo idnica de Ag* a baixas energias no controle da adeséo e inibicdo

de Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes.

1.2. Objetivos especificos

Avaliar a adesdo de Salmonella Enteritidis SE86 e Listeria
monocytogenes J11 em superficie de aco inoxidavel AlSI 304 tratado por

nitretacao a plasma,

Avaliar a adesdo e a inibicdo de Salmonella Enteritidis SE86 e Listeria
monocytogenes J11 em superficie de aco inoxidavel AlSI 304 tratado por

implantacdo idnica de prata (Ag*) a baixas energias;

Determinar as melhores condi¢cdes dos tratamentos que propiciem a

menor adeséo e a maior reducéo de biofilmes bacterianos;

Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos acos inoxidaveis tratados
com o auxilio da técnica espectroscopia de emisséo Otica por descarga
luminescente (GD-OES);

Avaliar a resisténcia térmica e a resisténcia a produtos quimicos
comumente utilizados em industrias de alimentos dos melhores

tratamentos identificados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Adesao microbiana e formacgéo de biofilmes

Um biofilme é formado por um complexo ecossistema microbiologico
altamente organizado, formado por popula¢des desenvolvidas a partir de uma Unica
ou de multiplas espécies, sejam bactérias, fungos e ou protozodrios, pode existir de
modo isolado ou em combinacdo, associados a seus produtos extracelulares,
constituindo uma matriz de polimeros organicos, e se encontram aderidos a uma
superficie inerte (abidtica) ou viva (bidtica) (Davey & O’toole, 2000). Estima-se que
mais de 90% dos micro-organismos vivam sob a forma de biofilmes na natureza
(Bridier et al., 2015; Phillips et al., 2010; Stepanovic et al.,, 2004). As bactérias
associadas em biofilmes sdo menos susceptiveis a agressdes ambientais do que as
bactérias encontradas em sua forma planctonica (Stewart, 2014).

A colonizagdo microbiana e consequente formacdo de biofilmes sé&o
controladas por processos quimicos, fisicos e microbioldgicos (Garrett et al., 2008). A
adesdo microbiana é a primeira etapa desse processo resulta no acumulo de
biomassa e materiais extracelulares na superficie de um substrato (Hori & Matsumoto,
2010; Kokare, 2009).

Sob determinadas condi¢des, tais como a presenca de matéria organica, o
tipo e as propriedades do material, o pH, a temperatura do meio, a hidrofobicidade do
micro-organismo e a presenca de substancias poliméricas extracelulares (EPS), os
micro-organismos aderem e interagem com as superficies, iniciando a multiplicacédo
celular (Bridier et al., 2015; Arciola et al., 2012; Monteiro et al., 2009). Essa
multiplicagcdo da origem a microcolonias e, quando a massa celular é suficiente para
agregar nutrientes, residuos e outros micro-organismos, estabelece-se o biofilme
(Cieplik et al., 2014). O biofilme forma-se a partir da produgcédo de EPS, o qual fica
aderido as células (Behlau & Gilmore, 2010). Os EPS sdo compostos de carboidratos
e proteinas, os quais sdo altamente hidratados (98% de &gua) e consistem
principalmente de polissacarideos, tendendo a ser a principal substancia que permite
a fixacdo dos micro-organismos a superficie (Flemming et al., 2011; Flemming &
Wingender, 2010; Shi & Zhu, 2009). Segundo Costerton et al. (2003), o EPS é
excretado para além das membranas externas das células Gram negativas e do

peptideoglicano das Gram positivas. Esses polimeros envolvidos na aderéncia



das células dentro dos biofilmes podem agir como receptores de novas células, sendo
importantes na adesdo de colbnias secundarias (Finn et al., 2013; Marques et al.,
2007).

Na maior parte das superficies solidas, os biofilmes se formam com
espessuras da ordem dos milimetros ou mesmo micrémetros (Xavier et al., 2005). A
densidade populacional é um fator importante que influencia no desenvolvimento de
um biofilme. O aumento da densidade populacional gera alteracdes na estrutura do
biofilme, elevando a complexidade e a resisténcia microbiologica contra agressodes
externas (Stewart, 2014).

Segundo Andrade et al. (1998), para ser considerado um biofilme, sao
necessarias um minimo de 107 células aderidas por cm2 de superficie. Por outro lado,
Ronner e Wong (1993) e Wirtanen et al. (1996) consideram como biofilme um nimero
de células aderidas de 10°e 102 por cmz?, respectivamente.

Uma vez instalados, biofilmes microbianos sdo uma das principais causas
de bloqueios mecanicos, impedimento de processos de transferéncia de calor,
corrosdo microbiologicamente induzida de componentes de sistemas metalicos e
poliméricos (Gutiérrez et al.,, 2012). Em consequéncia, ha perdas de energia e
aumento nas despesas, acrescidas de manutencdo pela substituicdo de pecas dos
equipamentos precocemente deterioradas, bem como diminuicdo da qualidade dos
produtos (Van Houdt & Michiels, 2010; Chmielewski & Frank, 2003).

Além disso, a adesédo de patdégenos as superficies que entram em contato
com os alimentos € uma das principais fontes de contaminacgéo nas areas de producéo
de alimentos, uma vez que 0s micro-organismos aderidos podem néo ser inativados
ou removidos pela higienizacéo das superficies, promovendo a contaminagao cruzada
e possibilitando a ocorréncia de surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA)
(Bonsaglia et al., 2014; Shi & Zhu, 2009; Frank & Chmielewski, 2003).

2.2. Adesao microbiana as superficies de materiais utilizados nas industrias
de alimentos

Diversas bactérias patogénicas tém sido isoladas da superficie de

equipamentos e utensilios utilizados em empresas de alimentos, como Salmonella

spp., Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Shigella



spp., Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (Kim et al.,
2016; Yang et al., 2016; Gambino et al., 2015; Gauthier et al., 2015; Maurer et al.,
2015; Casarin et al., 2014; Giaouris et al., 2013; Steenackers et al., 2011; Bong et al.,
2009; Boari et al., 2009; Sharma & Anand, 2002). Listeria monocytogenes e
Salmonella spp. sdo dois dos patégenos humanos mais graves que afetam a industria
de alimentos (Gauthier et al., 2015). Ambos tém a capacidade de aderir aos
equipamentos e superficies dentro das industrias, aumentando, assim, o risco de
contaminacdo cruzada do produto (Carpentier, 2011; Chia et al., 2009). Essa
contaminacdo pode também contribuir para a formacdo de biofilmes, o qual pode
resistir a processos de higienizacdo, persistindo no ambiente. Esses dois micro-
organismos foram identificados mundialmente como a causa de muitos surtos
dispendiosos relacionados com o consumo de alimentos e sdo considerados pela
indUstria, como importantes agentes patogénicos que devem ser controlados
(Gauthier et al., 2015).

Salmonella € um patdégeno alimentar Gram-negativo e mesdfilo, que tem
sido identificado como o principal causador de DTA em varios paises (Abdelhaseib et
al., 2016; Forsythe, 2013; Giaouris et al., 2013; European Food Safety Authority —
EFSA, 2011; Chia et al., 2009). Durante a ultima década, a salmonelose tem sido
relatada como a doenca de origem alimentar mais frequente no Brasil e é o principal
agente causador de DTA no RS desde 1997 (Brasil, 2015; Tondo & Ritter, 2012;
Miurmann et al., 2008; Oliveira et al., 2007; RS/DVS, 2006). Mais de 90% das cepas
causadoras de salmoneloses alimentares no RS, de 1999 a 2008, foram
sorotipificadas como Salmonella Enteritidis com o mesmo perfil genotipico (Oliveira et
al., 2009). Segundo Casarin et al. (2015), Casarin et al. (2014) e Tondo et al. (2010),
a S. Enteritidis adere ao polietileno, ao aco inoxidavel e as soldas MIG (Metal Inert
Gas) e TIG (Tungsten Inert Gas).

Listeria monocytogenes é um micro-organismo Gram-positivo, mesofilo,
com caracteristicas psicrotroficas (Doijad et al., 2015; Scallan et al., 2011; Gandhi &
Chikindas, 2007; Wilks et al., 2006), que apresenta importancia mundial como
patégeno de alimentos, pois tem provocado diversos surtos com consequéncias
graves (Carpentier & Cerf, 2011; Rivoal et al., 2010; Takahashi et al., 2009). Esse
micro-organismo possui dose infectante baixa e pode causar altas taxas de
mortalidade, variando de 20% a 30% (Szlavik et al., 2012; Buchanan et al., 2004).



Esse patdgeno tem ganhado importancia na dltima década devido a ocorréncia de
muitos surtos em todo o mundo (Zhao et al., 2013; Jensen et al., 2010; Goulet et al.,
2008) e tem sido isolado em diversos locais dentro de industrias de alimentos
(Izquierdo et al., 2012; Carpentier & Cerf, 2011; Scallan et al., 2011; Berang et al.,
2010; Ortiz et al., 2010; Bong et al., 2009). Muitas pesquisas tém demonstrado a
capacidade dessa bactéria em aderir e formar biofilme em vidro, ago inoxidavel e
borracha (Casarin et al., 2015; Alonso et al., 2014; Casarin et al., 2014; Bonsaglia et
al., 2014; Zhao et al., 2013; Chavant et al., 2002; Lunden et al., 2002; Chae & Schraft,
2000; Leriche & Carpentier, 2000).

Essas bactérias podem se aderir em um namero consideravel de materiais
utilizados nas industrias de alimentos, tais como aco inoxidavel, vidro, ferro fundido,
borracha, polipropileno, polietileno de baixa densidade e policarbonato (Olszewska et
al., 2016; Yang et al., 2016; Goh et al., 2014; O’Leary et al., 2013; Malheiros et al.,
2010; Tondo et al., 2010; Bong et al., 2009; Chia et al., 2009). Praticamente ndo existe
nenhuma superficie que néo possa ser colonizada por bactérias (Arciola et al., 2012;
Characklis et al., 1981).

Sabe-se que 0s acos inoxidaveis sdo 0s materiais mais utilizados na
fabricacdo de equipamentos e utensilios para o processamento de alimentos devido
a sua resisténcia a corrosdo e oxidacao, por ter uma maior durabilidade, por ser de
facil fabricacao e, também, por terem uma maior facilidade no processo de limpeza e
desinfeccdo quando comparados com cobre, aluminio e os polimeros (Hedberg et al.,
2014; Chen et al., 2013). Os acos inoxidaveis sao divididos de acordo com a sua
microestrutura, sendo as principais as dos a¢os austeniticos, ferriticos e martensiticos.
O que caracteriza cada um € a composicao quimica, sendo a do austenitico composta
basicamente por ferro, cromo e niquel. Os ac¢os inoxidaveis com as especificacdes
American Iron and Steel Institute (AISI) 304 e AISI 316 sdo o0s mais utilizados na
fabricacdo dos mais diversos tipos de equipamentos para a industria de alimentos
(Martins et al., 2014). A liga 304 de aco inoxidavel € um ago austenitico, pois possui
um minimo de 18% de cromo, 8% de niquel e até 0,08% de carbono (Martins et al.,
2014; Baddoo, 2008). O que essencialmente distingue o tipo de aco inoxidavel 316 do
AISI 304 é a adicdo de molibdénio. Esse componente aumenta a resisténcia a
corrosdo em varios ambientes (salmouras, branqueamento, fluidos biolégicos, etc.),

e, em particular, reduz ou inibe a corrosao localizada



induzida por cloretos (Martins et al., 2014). Apesar dessa maior resisténcia quimica, o
custo mais elevado do AISI 316 faz com que esse aco seja menos utilizado na
fabricacdo de equipamentos para alimentos, tornando o aco inoxidavel tipo 304 o mais
utilizado pelos fabricantes de equipamentos para industria alimenticia (Sinde &
Carballo, 2000).

A microtopografia dos agos inoxidaveis demonstra a presenca de ranhuras
e fendas, ao contrario de sua aparéncia macroscopica (Bonsaglia et al., 2014;
Malheiros et al., 2010; Andrade, 2008; Garrett et al., 2008; Chae & Scharaft, 2000).
Em virtude disso, e outras propriedades, diversos estudos tém demonstrado a adesdo
e formacao de biofilmes nas superficies de aco inoxidavel (Casarin et al., 2016;
Casarin et al., 2014; Arciola et al., 2012; Fernebro et al., 2011; Monteiro et al., 2009;
Whitehead et al., 2006).

2.3. Fatores que influenciam na adesdo microbiana

A adesdo de micro-organismos nas superficies € influenciada por fatores
como: a fase metabdlica da célula, a presenca de matéria orgéanica, o tipo e as
propriedades do material, o pH, a temperatura do meio, a hidrofobicidade do micro-
organismo e a presenca de EPS (Jakubovics et al., 2010; Van Houdt & Michiels, 2010;
Simoes et al., 2010; Widgerow et al., 2008; Palmer et al., 2007).

A hidrofobicidade celular pode afetar a taxa e a extensdo da adeséo
microbiana nas superficies, ja que interacdes hidrofobicas tendem a aumentar com o
aumento da natureza ndo polar das superficies envolvidas na etapa de adeséo
(Simoes et al., 2010). Dessa forma, as superficies hidrofobicas parecem propiciar a
colonizagéo, provavelmente porque essas superficies favorecem a aproximacao do
micro-organismo pela eliminacdo da camada de 4gua presente na interface (Zeraik &
Nitschke, 2010). Para a maior parte dos micro-organismos, a taxa de adesdo em
superficies solidas aumenta com o aumento da hidrofobicidade da superficie e, sendo
assim, a diminuicdo da hidrofobicidade pode diminuir a adesdo de micro- organismos
(Nitschke et al., 2009; Shakerifard et al., 2009).

A presencga de estruturas celulares como flagelo, pili ou glicocalix pode
auxiliar no processo de adesao dos micro-organismos nas superficies (Simoes et al.,
2010). Isso se deve ao fato da célula microbiana, uma vez aderida a superficie, ter a

capacidade de superar a forga repulsiva comum a todos os materiais, e, assim,



essas estruturas celulares habilitam a célula a aderir e permanecer fixa (Dolan &
Costerton, 2002). As propriedades aderentes da célula s&o influenciadas pelo
envelope celular, cuja quimica se altera de acordo com estimulos ambientais (Totora,
2013; Van Houdt & Michiels, 2010).

A disponibilidade de nutrientes tem grande influéncia na estrutura do
biofilme e na composi¢éo da comunidade microbiana (Chmielewski & Frank, 2003). A
aderéncia em superficies durante a limitacdo de nutrientes pode ser uma forma de
sobrevivéncia da célula microbiana (Jakuboviscs et al., 2010). Sendo assim, a
limitacdo de nutrientes e agua é fundamental na formacéo dos biofilmes na industria
de alimentos (Chmielewski & Frank, 2003).

A microtopografia da superficie também é importante, pois pode favorecer
a adesdo bacteriana, particularmente se a superficie apresentar canais fundos,

ranhuras e fendas (Bonsaglia et al., 2014; Marques et al., 2007; Chavant et al., 2002).

2.4. Estratégias para controle da adeséo bacteriana e formacé&o de biofilmes
Nas ultimas duas décadas, tem sido observado um grande avanco nas
pesquisas para reduzir a adesao ou inibir as bactérias presentes em superficies que
entram em contato com alimentos. Existem alternativas que vém sendo estudadas
para o controle da adeséo e formacao de biofiimes e umas dessas estratégias € a
alteracdo de propriedades fisico-quimicas das superficies para diminuir a adesao
microbiana inicial (Casarin et al., 2016; Trentin et al., 2014). Outra estratégia € a
utilizacdo de agentes antimicrobianos incorporados nas superficies, os quais
provocam a morte das células bacterianas presentes nesta superficie (Maurrer et al.,
2015; Greulich et al., 2012).

Dentre os métodos de controle da adesao e formagéo de biofilmes, podem
ser citados os que utilizam enzimas com o objetivo de degradar a matriz de EPS
envolvida na adeséo e na integridade estrutural do biofilme (Jabbouri & Sadovskaya,
2010; Lequette et al., 2010); o uso de bacteriéfagos que proporcionam a acéo litica e
tem a capacidade de induzir a sintese de enzimas capazes de degradar polimeros
(Simdes et al.,, 2010); utilizagdo de compostos naturais extraidos de plantas
aromaticas que podem exercer um elevado nivel de atividade letal contra agentes

patogénicos e serem eficientes em penetrar a estrutura de um biofilme
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(Nostro et al.,, 2007); a incorporagdo de agentes antimicrobianos, como sais de
quaternario de aménio, antibidticos sintéticos, nanoparticulas e ions metalicos (Baier
et al., 2013; Lemire et al., 2013; Froehling et al., 2012; Hajipour et al., 2012); e a
alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas das superficies através do uso de
plasmas, lasers, feixes de ions e feixes de elétrons (Casarin et al., 2016; Trentin et al.,
2014, Poncin-Epaillard et al., 2013; Alves Jr., 2001).

2.5. Alteragao de superficies utilizando nitretagdo a plasma

A nitretacdo por plasma é um processo de tratamento termoquimico que
promove modificagcdes na composi¢cao quimica das superficies metalicas, que consiste
em endurecimento superficial pela incorporacéo de nitrogénio, formando, geralmente,
uma camada de nitretos na superficie do material (Allestein, 2011; Araujo et al., 2007).
No processo, a amostra € bombardeada pelas espécies do plasma (espécies
excitadas, ions, atomos e moléculas) produzidas por uma descarga elétrica, em
regime anormal, em mistura gasosa, normalmente constituida de N2 e Hz (Krauss,
1990). Essa técnica € empregada com o propdésito de aumentar a resisténcia a
desgaste, fadiga, corrosdo, e melhora da resisténcia superficial ao calor
(Moskalioviene et al., 2011; Kaestner et al., 2008). No entanto, as propriedades como
hidrofobicidade, molhabilidade e permeabilidade também podem ser modificadas
(Wang et al., 2009; Zhao et al., 2008), sendo a alteracdo da hidrofobicidade a de maior
importancia com referéncia a prevencdo da adesdo bacteriana. Muitos estudos
mostraram a influéncia da hidrofobicidade das superficies e das células na adesédo
microbiana e pesquisas tém demonstrado redu¢do no nimero de micro-organismos
aderidos nas superficies tratadas por plasma (Poncin-Epaillard et al., 2013; Hung et
al., 2012; Kim et al., 2003).

A modificacdo da superficie por plasma apresenta vantagens como custo
relativamente baixo, que corresponde a aproximadamente R$10,00/kg de aco,
dependendo do tamanho, da geometria e da quantidade de pecas que podem ser
colocadas de uma s6 vez dentro do reator. Além de ser um tratamento que respeita o
ambiente, tem aplicabilidade a diversos materiais de formatos complexos, alterando
apenas as propriedades da superficie e preservando caracteristicas favoraveis dos
materiais (Trentin et al., 2014). A baixa presséo utilizada na modificacdo da superficie

por nitretacdo a plasma tem demonstrado uma vasta
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gama de aplicagbes em materiais (Kim et al., 2003), como acos inoxidaveis,
principalmente para melhorar a dureza da superficie, dando resisténcia a corrosao
(Moskalioviene et al., 2011; Kaestner et al., 2008; Li et al., 2008). Outros estudos tém
demonstrado que as superficies modificadas por plasma podem apresentar
hidrofobicidade alterada, evitando ou diminuindo a fixagao bacteriana (Casarin et al.,
2015; Trentin et al., 2014; Dong et al., 2011).

Casarin et al. (2016) observaram reducdo no numero de Salmonella
Enteritidis e L. monocytogenes aderidas a superficie de ago inoxidavel AlSI 304 e 316
utilizado em equipamentos na industria de alimentos, apos nitretacdo a plasma.
Poncin-Epaillard et al. (2013) também obtiveram redug¢do no numero de células de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em polipropileno e poliestireno utilizados
em materiais meédicos, apO0s o tratamento com plasma. Considerando tais
caracteristicas, essa tecnologia pode ser util para tratar as superficies de aco

inoxidavel utilizadas em equipamentos das industrias de alimentos.

2.6. Alteracdo de superficies utilizando implantacédo idnica de Ag* a baixas
energias

A implantag&o idnica € um processo caracterizado pela transferéncia de
massa, por meio do bombardeamento de um material com atomos ou moléculas
ionizadas com energia suficiente para penetrar além das camadas superficiais do
material-alvo (Seidel, 1983). Resumidamente, € um processo em que ions sao
acelerados em direcdo a uma superficie-alvo e todo o processo ocorre em alto vacuo
para garantir a pureza do feixe implantado (Oliveira, 2007; Dearnaley, 1974). Esses
ions formam um feixe energético de uma determinada espécie quimica e é extraido
de uma fonte, em seguida purificado por um analisador de massa (espectrometro),
acelerado a uma determinada velocidade por um campo elétrico, direcionado por
lentes eletrostéticas e, por fim, incidido em uma superficie-alvo.

Durante muitos anos, a implantacdo ibnica foi direcionada ao processo
quimico de dopping (adicdo de ions) de semicondutores, especialmente silicio, que
ainda hoje é de grande interesse para a industria eletrénica (Pesenti, 2004). Depois
dos dispositivos microeletrénicos, a segunda maior categoria em que ha modificacéo

de superficies empregando processos com feixes ibnicos € a de biomateriais (Feng
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et al., 2006) médicos ou odontoldgicos (Tang et al., 2007a). Entre essas superficies,
incluem-se metais, ceramicas, vidros e polimeros (Feng et al., 2006).

Posteriormente, a implantacdo i6nica também foi utilizada no estudo de
alteracdes de materiais metalicos, principalmente para reduzir corrosdo e oxidacao
dos mesmos (Rangel & Paiva, 1996; Williams et al., 1991) e para reduzir a carga
microbiana, como, por exemplo, em superficies de ago inoxidavel (Zhao et al., 2008;
Wan et al., 2007; Dan et al., 2005), titanio (Wan et al., 2007) e poli (etileno) (Li et al.,
2007).

A implantacdo ibnica consiste em introduzir espécies de elementos
guimicos em regides relativamente proximas a superficie, ao mesmo tempo em que
preserva o volume e as propriedades fisico-quimicas do material original (Lemire et
al., 2013; Jain & Agarwal, 2011). Tais elementos, como prata (Ag*), cobre (Cu?*), ouro
(Au*), zinco (Zn?*) e estanho (Sn*), apresentam ac&o contra uma ampla faixa de micro-
organismos. Dentre os elementos quimicos incorporados, a prata (Ag*) € o mais
utilizado quando o objetivo é a reducéo microbiana, uma vez que ndo apresenta efeito
toxico para as células humanas quando utilizada em baixas concentracbes, em
comparacgdo com os outros ions de metais pesados (Goh et al., 2014; Martinez-Abad
et al., 2014a; Rai et al., 2009; Percival et al., 2005). Portanto, uma grande variedade
de materiais utilizados na vida diaria tem sido recentemente incorporada com sais de
prata ou prata como componente-chave para controlar a multiplicacdo microbiana, que
vao desde tecidos para roupas (Yuranova et al., 2003), revestimentos de aco
inoxidavel em eletrodomésticos (Kampmann et al., 2008) e materiais de contato com
alimentos (Bouwmeester et al., 2009; Galeano et al., 2003). Entretanto, 0 mecanismo
de acado dos ions de prata ndo esta totalmente elucidado (Rai et al., 2009; Li et al.,
2008). Segundo Kulthong et al. (2010) e Feng et al. (2000), ions Ag* sdo capazes de
interagir com grupos tidis de proteinas, o que resulta na inativagdo de enzimas
respiratérias do metabolismo microbiano e conduzem a sintese de espécies de
oxigénio reativas. Outro estudo também demonstrou que os ions Ag* evitam a
replicacdo do DNA e afetam a estrutura e permeabilidade da membrana celular
(Krishnan et al., 2015; Bovenkamp et al., 2013). Diferentemente dos antibidticos, que
tém sitio de acao especifico e sdo empregados em concentracdes proximas a inibitéria
minima (MIC), os biocidas, como a prata, apresentam espectro de agdo mais amplo,

atingindo muitos alvos na
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célula microbiana para sua acéo antimicrobiana e sdo empregados em concentracdes
superiores a minima dose inibitéria. Por isso, a resisténcia a sua agdo é bem menor
do que a encontrada para os antibioticos (Taglietti et al., 2014; Percival et al., 2005).
Em concentragées entre (10° e 10%) mol.L?, ions Ag* sdo efetivos contra bactérias,
fungos e virus (Russel & Hugo, 1994).

Nos EUA, o Centro de Seguranca de Alimentos e Nutricdo Aplicada, da
Food and Drug Administration (FDA/CFSAN), aceita 0 uso de nitrato de prata como
aditivo alimentar em aguas engarrafadas e, na UE, a prata é aceita nos termos da
Diretiva 94/36/CE como corante (E-174), sem restricdes (Martinez-Abad et al., 2014b).
Além disso, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) emitiu
pareceres positivos para zeolitos de prata, fosfatos de zircbnio e prata em sua lista
provisoria de aditivos para materiais em contato com alimentos apresentando uma
restricdo geral de <0,05mg/kg de alimento (EFSA, 2006). Independentemente dos
regulamentos, a prata continua sendo o aditivo antimicrobiano mais amplamente
utiizado em aplicacdes alimentares (Martinez-Abad et al., 2014b; Appendini &
Hotchkiss, 2002; Quintavalla & Vicini, 2002).

Segundo Lansdown (2007) e Venugopal e Luckey (1978), os valores de
dose letal (DL50) 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 exposicdes crénicas e subcronicas, é de 0,005 mg/kg/dia, sendo calculada
a partir do menor efeito adverso observado (LOAEL) de 0,014 mg/kg/dia, em pacientes
gue receberam injecdes de arsfenamina de prata.

Chiang et al. (2010) demonstraram que a implantacdo de Ag* no ago
inoxidavel pode inibir bactérias. Segundo esse autor a inibicdo de bactérias nas
superficies com Ag* deve-se a liberacdo de niveis toxicos de Ag* da superficie, que
pode destruir as paredes celulares e membranas celulares das bactérias, inibindo a
sua reprodugcdo. O mesmo estudo comparou o efeito de Ag* implantada no acgo
inoxidavel e da Ag em po. As amostras tratadas com as duas formas de Ag foram
colocadas em solucéo de caldo nutriente com uma concentracéo de 108 UFC.mL™ de
E. coli. Os autores verificaram que nas duas formas a Ag* tiveram um alto efeito na
reducdo bacteriana. Além disso, Chen et al. (2013) demonstraram que Ag* implantada
no aco inoxidavel se mantém com boa atividade antibacteriana (> 90%) por no minimo

um ano em exposi¢ao ao ar ou a gua da torneira.
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A implantacdo ibnica é uma técnica promissora, pois apresenta
confiabilidade e reprodutibilidade. Na técnica de implantacéo i6nica convencional, os
fons séo tipicamente acelerados a energias da ordem de 10 a 500 keV, sendo que
essa técnica apresenta limitacdes porque ndo pode ser aplicada em larga escala
industrial. Isso porque a area superficial implantada € de apenas 4 cm2 e o tempo de
duracdo de 12 a 14 horas (Jain & Agarwal, 2011). No entanto, o método de
implantagéao ionica a baixa energia, em um equipamento de lon Plating, apresenta
vantagens em comparacdo com o método convencional, tais como: alto grau de
ionizacao, baixas energias de polarizacdo (< 4 keV) na etapa de aceleracao dos ions,
reducdo no tempo de processo (menos do que 1 hora) e aumento da area superficial
do material a ser modificado (cerca de 200 cm?). A versatilidade desse equipamento
permite que 0 processo seja realizado em escala industrial, sem restricées, com um
custo aproximado de R$ 0,90 a R$ 1,00 por cm? tratado (Echaverrigaray, 2014;
Pezzagna & Meijer, 2012). Além disso, estudos indicaram que menos bactérias
aderiram a superficie de aco inoxidavel tratado com Ag* (Chen et al., 2013; Chiang et
al., 2010; Liao et al., 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Bactérias utilizadas
Dois patdgenos alimentares foram utilizados neste estudo, um Gram-
negativo e outro Gram-positivo. Eles estdo descritos abaixo:
» Salmonella Enteritidis (SE86), isolada de repolho envolvido em surto
alimentar no Rio Grande do Sul (Tondo & Ritter, 2012);
* Listeria monocytogenes (J11), isolada de abatedouro frigorifico com
inspecao federal (SIF) do Rio Grande do Sul.

3.2. Preparacdes dos inoculos
Para a preparacao dos inéculos, S. Enteritidis SE86 foi cultivada em Caldo
Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI) (OXOID, Basingstoke, England), a 37°C, por
aproximadamente 18 horas, e L. monocytogenes foi cultivada em BHI adicionado de
0,6% de extrato de levedura (OXOID, Basingstoke, England), incubado a 37°C, por
aproximadamente 30 horas. Ambas foram diluidas em dgua peptonada 0,1% até 10°

UFC.mL", imediatamente antes da contaminacédo dos corpos de prova.

3.3. Elaboracgéo dos corpos de prova

Os corpos de prova de aco inoxidavel AISI 304 foram elaborados pela
Metalurgica Ralf Winter (Alvorada, RS). Os corpos de prova passaram por
acabamento superficial, realizado pelos fabricantes e apresentavam superficies
polidas, lisas e brilhantes. Eles foram cortados nas dimensdes de 2,0cm x 2,0cm e
0,20cm (espessura). A limpeza dos mesmos foi realizada por imersao em acetona
P.A. (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), em banho ultrassonico, durante 30 minutos. Em
seguida, os corpos de prova foram submetidos aos tratamentos de modificagéo

superficial, descritos a seguir.

3.4. Tratamento de nitretacdo a plasma
Os corpos de prova de aco inoxidavel foram tratados utilizando o
equipamento de nitretacdo a plasma do Laboratério de Engenharia de Superficies e
Tratamento Térmico (LESTT) da Universidade de Caxias do Sul (UCS). A nitretadora
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€ composta por uma camara de vacuo com 250mm de diametro e 400mm de altura,
um sistema de vacuo e uma fonte de poténcia.

As amostras foram tratadas em bateladas de duas amostras cada e o
processo se deu em duas etapas. A primeira consistiu em uma limpeza da superficie
por etching a plasma, utilizando argénio (Ar*) e hidrogénio (H2) por 30min; com a
finalidade de remover possiveis 0xidos ainda existentes e a camada externa passiva
caracteristica dos acos inoxidaveis. Na segunda etapa, foi realizada a nitretacao,
utilizando uma mistura de gases contendo Hz e nitrogénio (N2), variando a composicao
de gases, o tempo de tratamento e a fonte de poténcia de radio frequéncia (RF) ou
corrente continua (DC), conforme descrito na Tabela 1. Ambos os lados das amostras
foram tratados ao mesmo tempo. Os tratamentos mostrados na Tabela 1 referem-se
aos utilizados em uma selecéo inicial das amostras com diversas variacdes, para obter
tratamentos com melhores taxas de reducgédo bacteriana.

ApGs o tratamento, as amostras foram removidas da camara de vacuo e
imediatamente armazenadas numa embalagem que nédo foi aberta até a realizacao

dos testes microbiolégicos e de caracterizacao da superficie.

Tabela 1 — Tratamentos de nitretacdo a plasma com diferentes condi¢cdes (poténcia,
tempo, composicdo dos gases e temperatura) utilizados na selecédo inicial das
amostras

Etching Nitretacdo
Tratamento Poténcia t(er:}s;y Composigao Temperatura | Poténcia Composigao t(er::ﬁ;) Temperatura

1 DC 50W 30 90% Ar + 10% H, >600°C DC 50W 95% N, + 5% H, 90 >600°C
2 RF 100W 30 80% Ar + 20% H, >600°C DC 50W 70% N, +20% H, + 10% AR 90 ~210°C
3 DC 50W 30 90% Ar + 10% H, >600°C RF 100W 10% N, + 90% H, 120 ~210°C
4 RF 100W 30 80% Ar + 20% H, >600°C DC 50W 90% N2 + 10% H, 50 >600°C
5 DC 50W 30 80% Ar + 20% H, >600°C DC 50W 100 N, 90 >600°C
6 0 0 0 0 DC 50W 80% N, +20% H, 60 ~195°C
F DC 50W 30 80% Ar + 20% H, >600°C 0 0 0 0

8 0 0 0 0 RF 100W 90% N, + 10% H, 50 ~195°C
9 RF 100W 30 80% Ar + 20% H, >600°C DC 50W 80% N, +20% H, 60 ~195°C
10 RF 100W 30 90% Ar + 10% H, >600°C RF 100W 77% N, + 23% H, 120 ~210°C
11 DC 50W 30 80% Ar + 20% H, >600°C DC 50W 95% N2 + 5% H, 90 >600°C
12 RF 100W 30 80% Ar + 20% H, >600°C 0 0 0 0

13 DC 50W 30 90% Ar + 10% H, >600°C RF 100W 10% N, + 90% H, 240 ~210°C
14 RF 100W 30 95% Ar + 5% H, >600°C RF 100W 23% N, + 77% H, 40 ~195°C
15 DC 50W 30 80% Ar + 20% H, >600°C RF 100W 23% N, + 77% H, 60 ~195°C
16 RF 100W 30 90% Ar + 10% H, >600°C RF 100W 40 %N, + 60% H, 80 ~210°C
17 RF 100W 30 80% Ar +20% H, >600°C DC 50w 80% N, + 20% H. 240 >600°C

Notas: Ar+ = argonio DC = corrente continua
H2 = hidrogénio RF = radio frequéncia

Nz = nitrogénio
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3.5. Tratamento de implantagédo i6nica de prata (Ag*) a baixas energias

O processo de Implantagdo I6nica a Baixas Energias (IIBE) utilizado neste
trabalho foi realizado em um equipamento do tipo lon Plating diversified
(Echeverrigaray, 2014; Chen et al., 2013; Feng & Chu, 2006). Esse equipamento foi
projetado, construido e adaptado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Engenharia de Superficies e Tratamentos Térmicos (LESTT) da Universidade de
Caxias do Sul (UCS).

O equipamento é composto por uma camara de vacuo, construida em aco
inoxidavel AISI 304, com diametro de 600mm e altura de 900mm, um sistema de alto
vacuo e um painel de controle.

O método foi escolhido por permitir que as modificagdes quimicas e fisicas
promovidas pelas espécies implantadas ocorram em regifes proximas a superficie
tratada (ASTM A 240, 2012). Além disso, existe a possibilidade de se utilizar esse
processo na industria, uma vez que diversas empresas possuem equipamentos de
lon Plating que poderiam ser facilmente adaptaveis para implantacdo a baixas
energias.

Resumidamente, o porta-amostras, que permite acomodar até cinco corpos
de prova, foi acondicionado na camara de vacuo e o sistema evacuado até uma
pressdo de base de 1 x 107" mbar. Durante o processo de implantagdo, a pressao foi
mantida em 5 x 10" mbar. O metal de implantacdo (Ag*) utilizado estava em forma de
pellets, com pureza de 99,9%, fornecido pela empresa Kurt J. Lesker Company
(Estados Unidos). A ventilagdo da camara, assim como o resfriamento das amostras,
foi feita com gas nitrogénio comercial (AirProduct, Guaiba, Brasil). A dose implantada
de prata foi de 3x10%® &tomos/cm?.

O resumo das condigcbes do processo de implantacdo ibnica a baixas

energias utilizadas para cada amostra esta descrito na Tabela 2.
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Tabela 2 — Condi¢des do processo de implantagéo ibnica de Ag* a baixas energias
aplicados aos corpos de prova de aco inoxidavel AlSI 304

Parametros de implantacéo

Tratamento 1 Tratamento 2
Tenséao na fonte de elétrons (kV) 6 6
Corrente de emissao (mA) 25 25
Corrente do filamento (A) 15,1 15,1
Energia de aceleracéo dos ions (BIAS) (keV) 4 2
Tempo (min) 60 60

Apos o tratamento, os corpos de prova foram removidos da camara de
vacuo e imediatamente armazenados numa embalagem individual identificada, a qual
ndo foi aberta até a realizacdo dos testes microbiolégicos e de caracterizacdo da

superficie.

3.6. Simulacao das trajetdrias e perdas de energia dos ions implantados

As simulacbes das trajetorias e perdas de energia dos ions foram
realizadas nos corpos de prova tratados por implantacéo ionica de prata (Ag*) a baixas
energias através do programa Stopping and Range of lon in Matter - (SRIM 2013),
pelo método de Monte Carlo. A simulacéo foi baseada nas aproximacdes da trajetoria,
e do perfil de profundidade /concentracéo dos ions implantados.

As informacdes resultantes da simulacdo de Monte Carlo guiaram a
execucao pratica de implantacdo de ions Ag* em aco inoxidavel, onde o objetivo foi
assegurar que os resultados recebidos pela simulagdo pudessem ser confiaveis a

amostra caracterizada.

3.7. Determinacgéo do perfil de profundidade das superficies tratadas

Os perfis dos elementos quimicos constitutivos em profundidade nas
amostras tratadas por implantacéo ibnica de prata e por nitretacdo a plasma foram
obtidos pela técnica de GD-OES, utilizando o equipamento da marca Horiba Scientific,
modelo GD-Profiler 2, do Laboratorio de Propriedades Nanomecanicas (LPN) da UCS.
As medidas foram realizadas a uma pressao de 650 Pa, por bombardeamento de ions
argbnio (Ar*) em funcdo do tempo de pulverizagdo com uma poténcia-RF de 15W
(Echeverrigaray, 2014).

A caracterizacdo por GD-OES foi realizada porque viabiliza uma analise

gualitativa, representando um perfil de profundidade para os elementos que
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compdem as amostras. Os perfis revelados dos elementos quimicos presentes na
amostra a uma determinada profundidade foram estabelecidos pela tensao aplicada

e o tempo de ensaio (tempo de pulverizacao).

3.8. Preparacao dos corpos de prova
Previamente aos ensaios de adeséo bacteriana, os corpos de prova foram
autoclavados a 121°C, por 15 minutos, e, entdo, secos a 60°C, por 2 horas (adaptado
de Rossoni & Gaylarde, 2000). Os corpos de prova foram mantidos em frascos
estéreis individuais e identificados para cada corpo de prova, em temperatura

ambiente, até 0 momento dos experimentos.

3.9. Tratamento de desoxidacao

O tratamento de desoxidacao foi realizado nas amostras implantadas com
prata, a fim de reduzir a acdo do oxigénio sobre esse elemento quimico. Isso foi
realizado para preservar a acdo bactericida da Ag*, pois a energia de ligacdo néo
permite que a Ag* se ionize tao facilmente.

Os corpos de prova de ac¢o inoxidavel, sem e com a incorporagao de ions
Ag*, foram adicionados a tubos contendo uma solugcéo a base de hidréxido de sédio
(15% de acetona e 85% de NaOH 0,1 M). Em seguida, eles foram submersos na
solucdo e, entdo, aquecidos em banho-maria, durante 15 minutos, com os tubos
destampados. Depois disso, os corpos de prova foram retirados dos tubos com auxilio

de uma pinca e foram secos com papel toalha ndo reciclavel (Echeverrigaray, 2014).

3.10. Contaminacao experimental dos corpos de prova e avaliacdo da adesé&o
bacteriana

Os corpos de prova tratados por nitretacdo a plasma foram imersos em

100mL de caldo BHI (OXOID) contendo culturas individuais das bactérias na
concentracéo de aproximadamente 10® UFC.mL"1, em temperatura ambiente, por uma
hora. Os corpos de prova tratados pela implantagéo idnica foram contaminados da
mesma maneira, porém mantidos em contato com a cultura por uma hora para avaliar
a inibicdo bacteriana e também 24 horas para avaliar as células em biofilme (adaptado

de Kusumaningrum et al., 2003).
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Em seguida, os corpos de prova foram lavados com 1mL de 4gua destilada
estéril para remover as células pouco aderidas. Posteriormente foram imersos em
25mL de agua peptonada 0,1% e imediatamente tratados em banho ultrassénico, por
10 minutos, para que as células aderidas se soltassem da superficie (Sinde & Carballo,
2000). Diluicbes decimais da solucdo de cada corpo de prova foram preparadas,
sendo que 20puL das mesmas foram semeados em TSA (Triptic Soy Agar, OXOID,
Basingstoke, England) e TSA adicionado de 0,6% de extrato de levedura (para S.
Enteritidis e Listeria monocytogenes, respectivamente), pelo método da gota (Millles
& Misra, 1938, da Silva et al., 2010) e entédo incubados a 37°C, por 18h e 48h, para S.
Enteritidis e L. monocytogenes, respectivamente, para posterior contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC) (Casarin et al., 2014).

A taxa de reducao bacteriana foi determinada pela seguinte equacéao (Lin
et al., 2011):

RB(%) = 100( Nill— N2)

Onde: N1, numero de bactérias aderidas nas superficies ndo tratadas e N2,
namero de bactérias aderidas nas superficies tratadas.
Os experimentos foram realizados em duplicata e cada experimento foi

repetido pelo menos duas vezes.

3.11. Avaliacédo da resisténcia térmica dos melhores tratamentos
Os corpos de prova tratados por nitretacao a plasma que demonstraram as
maiores reducgbes bacterianas foram submetidos a testes no intuito de avaliar a
resisténcia dos tratamentos a temperaturas elevadas, normalmente utilizadas nas
empresas de alimentos. A resisténcia térmica do tratamento foi avaliada submetendo
0s corpos de prova a temperatura de 121°C, por 15 minutos, sendo, em seguida,

realizada a avaliacdo da adeséo bacteriana, conforme descrito no item 3.10.
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3.12. Avaliacdo da resisténcia dos tratamentos a produtos quimicos
utilizados na higienizacdo de industrias de alimentos

Os corpos de prova tratados por nitretacdo a plasma foram colocados em

contato com hipoclorito de sddio e hidroxido de sddio, nas concentracdes e tempos
recomendados pelos fabricantes (hipoclorito de sédio: 400ppm de cloro ativo, 0,5% =
5g.L L, por 4 min e hidréxido de sédio 0,8% = 8g.L%, por 4 min). Os produtos também
foram testados em uma concentracdo duas vezes maior do que a recomendada pelo
fabricante e com o dobro de tempo de exposic¢ao (800ppm de cloro ativo, 1,0% = 10g.L"
1, por 8 minutos, e concentracdo de 1,6% = 16g.L™, por 8 minutos, respectivamente),
sendo, em seguida, enxaguados com 1mL de agua destilada, secos com papel toalha
nao reciclado e entéo realizada a avaliacdo da adesédo bacteriana, conforme descrito
no item 3.10. Os testes foram realizados em duplicata e no minimo duas repeti¢cdes

para cada bactéria.

3.13. Analise estatistica
Para a avaliacdo estatistica dos dados obtidos com os testes de adesédo
(UFC.cm), os valores foram convertidos em logio UFC. Em todos os casos, amostras
em duplicata foram utilizadas e o experimento repetido pelo menos duas vezes. Para
analisar os dados obtidos com os testes de ades&o, foi realizada andlise de variancia
com o software SPSS versdo 21 e utilizado Teste de Turkey’s para comparar as
médias, e uma p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Influéncia do tratamento de nitretacdo a plasma na adesdo de S.
Enteritidis e L. monocytogenes

A Tabela 3 apresenta as taxas de reducdo dos micro-organismos
estudados, onde se observa que, para S. Enteritidis, essas foram maiores (p<0,05)
para os tratamentos a plasma 1, 6, 8, 11 e 14 (69,7% a 90%). Ja para L.
monocytogenes, as amostras dos tratamentos a plasma mais eficazes na reducéo da
taxa microbiana (p<0,05) foram as 3, 13, 14, 15 e 16 (68,7% a 84%). Também foi
observado que os tratamentos que tinham apenas uma etapa (etching ou nitretacdo)
nao apresentaram boas reducdes para as duas bactérias (25%, 34%, 14% e 28%)
(Tabela 3). O tratamento de etching consiste na remoc¢ao da camada estavel de 6xido
de cromo da superficie, através de uma “limpeza” realizada dentro da prépria camera
de nitretacdo. Essa remocédo permite a difusdo do nitrogénio, facilitando o processo

de nitretacdo a plasma (Dos Reis et al., 2008).

Tabela 3 — Taxas de reducao para Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes
em superficies de aco inoxidavel AISI 304 submetidas a diferentes condicfes de
tratamento por nitretacéo a plasma

Taxa de reducao (%)

Tratamento —

S. Enteritidis L. monocytogenes
Plasma 1 8250+1,77* 56,50 + 7,68
Plasma 2 33,00+ 10,61 0,00
Plasma 3 55,94 + 2,21 84,00+ 1,77 *
Plasma 4 64,06 + 7,03 0,00
Plasma 5 58,44 + 4,86 0,00
Plasma 6 80,62+ 7,95* 0,00
Plasma 7 34,38+ 4,42 28,75+ 5,30
Plasma 8 69,70+ 1,33 * 0,00
Plasma 9 27,30 £ 5,71 21,42 + 3,30
Plasma 10 36,40 + 8,57 54,3+ 6,16
Plasma 11 90,00 + 6,53 * 35,71 +10,51
Plasma 12 25,00 + 5,36 14,28 + 2,20
Plasma 13 58,00 + 12,02 81,2+7,86*
Plasma 14 81,40+ 0,00 * 81,6 +2,57*
Plasma 15 37,10+ 0,00 74,6 £1,28*
Plasma 16 43,50 + 6,15 68,75+ 0,00 *
Plasma 17 46,00+ 4,14 65 + 6,43

(*) houve diferencga significativa, quando comparado o ago inoxidavel
AISI 304 tratado com o aco inoxidavel AISI 304 sem tratamento. Nota:
as condi¢Bes dos tratamentos estdo descritas na Tabela 1 dos
Materiais e Métodos.
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ApOGs uma triagem inicial, na qual 17 diferentes tratamentos a plasma foram
testados (Tabela 1), variando principalmente o tempo, a temperatura e a composi¢cao
dos gases, os tratamentos 1, 3, 13 e 14 apresentaram maiores taxas de reducédo
(>55%) para as duas bactérias avaliadas (Tabela 3). Logo, esses tratamentos foram
selecionados para serem reproduzidos e testados novamente.

As Figuras 1, 2, 3 e 4 mostram o perfil de profundidade qualitativa de Nz e
0s principais constituintes do aco inoxidavel, por exemplo, Ferro (Fe), Cromo (Cr),
Niquel (Ni). Com base nesses resultados, pode-se observar que o N2z foi incorporado
em todos os substratos. A quantidade de N2 é mostrada em detalhe nas inser¢cfes das
Figuras 1, 2, 3 e 4, onde se observa que a maior quantidade de N2 esta concentrada

a alguns nanémetros acima da superficie e diminuiu ao longo da profundidade.
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Figura 1 — Perfil de implantagédo de N2 na amostra de ago inoxidavel AlSI 304
(tratamento 1) e seus principais constituintes



6
P2 =eicg
5 - G - Ee__
- m_———— == = == T = =(r
| ~ :
oy s - - - Ni
2 4 ‘,a" —N
© A /
E 181
% 39!
s |
I= -|‘:' ‘.--""--—-_
o L ] ey ‘,
2—,"!!”\_\.—/
_'.lif
l.l..
1—I.IL
-i'" ‘H-‘h.-
o e T e T
O T y T T T ' T T T '
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (s)

Figura 2 — Perfil de implantacdo de N2na amostra de aco inoxidavel AISI 304
(tratamento 3) e seus principais constituintes
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Figura 4 — Perfil de implantagdo de N2 na amostra de ago inoxidavel AlSI 304
(tratamento 14) e seus principais constituintes

A Tabela 5 apresenta as taxas de reducdo da adesédo de S. Enteritidis e L.
monocytogenes nos acos tratados com os quatro tratamentos escolhidos. A
guantidade de células aderidas sobre aco inoxidavel tratado por plasma foi menor
(p<0,05) do que o numero de células aderidas em aco inoxidavel nao tratado

(controle).

Tabela 4 — Taxa de reducéo da adeséo de S. Enteritidis e L. monocytogenes em aco
inoxidavel AISI 304 submetidos a quatro tratamentos de nitretacao a plasma

% Reducéo Tratamento 1 Tratamento 3 Tratamento 13 Tratamento 14
S. Enteritidis 83,99+230aA 5583+3,75bC 6091+165cE 81,42+*243aG

L. monocytogenes 56,36 +4,76 aB 81,36 £3,26 bD 80,13+ 3,05bF 82,88+1,31bG

Tratamento 1 = composi¢ao dos gases 95% N2 e 5% H2, tempo 90 min, temperatura 600°C
Tratamento 3 = composi¢ao dos gases 10% N2 e 90% H2, tempo 120 min, temperatura 210°C
Tratamento 13 = composi¢ao dos gases 10% N2 e 90% H2, tempo 240 min, temperatura 210°C
Tratamento 14 = composi¢éo dos gases 23% N2 e 77% H2, tempo 40 min, temperatura 195°C
Mesma letra minUscula dentro de uma linha néo apresenta diferenga estatistica (P>0,05)
Mesma letra mailscula dentro de uma coluna ndo apresenta diferenca estatistica (P>0,05)

Dentre os tratamentos avaliados, 0 que apresentou maior taxa de reducao
da adeséo para os dois patégenos alimentares foi o tratamento 14 (81,4% e 82,8%).

As condi¢cdes desse tratamento foram: baixa temperatura (195°C), curto tempo
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(40min) e alta concentracdo de hidrogénio (77%). O tempo e a temperatura de
nitretacdo podem influenciar no comportamento da superficie tratada, uma vez que o
numero de trincas e a rugosidade aumentam com o incremento da temperatura e
tempo de nitretacéo (Dos Reis et al., 2008). Assim, a rugosidade da superficie pode
ter acentuado a retencao de micro-organismos (Verran & Boyd, 2001) nos tratamentos
1, 3 e 13. A rugosidade pode afetar a energia total de ligacdo entre a bactéria e o
substrato. Além disso, o aumento do tempo de nitretacdo leva a formacdo de uma
camada superficial rica em nitretos a qual inibe a progressiva entrada de nitrogénio
para o interior da amostra (Dos Reis et al., 2013). Essa entrada do nitrogénio para o
interior da superficie metélica altera algumas propriedades como rugosidade e
hidrofobicidade (Zhao et al, 2008).

Ao contrario do que foi observado no presente estudo, Dong et al. (2011)
ndo observaram reducdo no numero de E. coli e Staphylococcus epidermidis aderidos
a superficie de acgo inoxidavel AISI 316 tratado com nitretagdo a plasma, utilizando
uma presséao de 4mbar a 430°C, durante 15 horas. Esse resultado pode ser explicado
pelo maior tempo (15 horas) e maior temperatura (430°C) utilizados no tratamento. E
sabido que temperatura e tempo de nitretacdo mais altos provocam trincas e aumento
da rugosidade, podendo abrigar mais micro-organismos e nédo reduzir as taxas de
adeséo.

O oxigénio é um elemento contaminante dos reatores a plasma que afeta
diretamente o processo de nitretacdo. Para a remocdo do oxigénio, hidrogénio é
adicionado no processo, formando espécies fortemente redutoras. Nos acos
inoxidaveis, o hidrogénio remove o oxigénio, melhorando a retencao de nitrogénio na
superficie, tornando a nitretacdo mais eficaz. O hidrogénio também ajuda na remocao
de oxidos na superficie a ser nitretada (Allestein, 2011). Algumas pesquisas
verificaram que o nitrogénio sozinho nao é eficaz para a nitretacdo do aco inoxidavel
austenitico, indicando que o hidrogénio possui importante fungéo no processo (Gontijo
et al., 2007). Esse fato poderia indicar que o hidrogénio na nitretacdo por plasma,
guando em fragbes volumétricas maiores na mistura gasosa, atuaria de forma mais
efetiva no processo de desestabilizacdo da camada Oxida presente no aco inoxidavel,
possibilitando a entrada de nitrogénio atdmico para dentro do material via difusdo de
forma mais efetiva (Dos Reis et al., 2013). Gontijo et al. (2007) observaram que uma
maior solubilidade de nitrogénio para dentro do
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material contribui para uma maior hidrofilicidade da superficie tratada por nitretacéo a
plasma, reduzindo a adesdo bacteriana. Alguns estudos (Sharma et al., 2006;
Figueroa et al., 2006) mostraram que as amostras processadas com misturas menores
de N2e maiores de Hz2 (5% N2+ 95% H2) permitem uma maior quantidade de nitrogénio
na superficie tratada quando comparados com resultados da mistura com maiores
guantidades de N2 e menores quantidades de Hz2 (90% N2+ 10% H). Por fim, Sharma
et al. (2006), estudando a nitretacdo de acos inoxidaveis austeniticos, demonstraram
gue a concentracdo maior de nitrogénio ndo é eficaz para a nitretacdo desse tipo de
aco gquando a finalidade foi alteracdo da hidrofobicidade, uma vez que é necessaria
uma quantidade maior de Hz na mistura para que haja uma maior concentracao de N2
dentro da superficie, e, entdo, esse N2 possa alterar as caracteristicas da superficie
tratada para uma possivel reducdo da adeséo bacteriana.

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que 0s acos tratados
por nitretacao a plasma apresentaram um menor nimero de células aderidas (P<0,05)
guando comparados com 0S mesmos a¢os nao tratados. A reducdo do numero de
células aderidas variou de 55,8% a 83,9% para S. Enteritidis e 56,3% a 82,8% para L.
monocytogenes. Resultados semelhantes foram encontrados por Trentin et al. (2014),
gue observaram reduc¢des na adeséo de 83% para Klebysiella pneumoniae, de 77%,
para Serratia marcescens, 65%, para Staphylococcus aureus, e 48%, para
Enterobacter cloacae, em poliestireno tratado por nitretagéo a plasma com condi¢des
diferentes (24% de Hz e 76% de N2) das utilizadas no Tratamento 14.

Segundo Trentini et al. (2014), tratamentos com plasma séo efetivos para
inibir a adesdo bacteriana, porém sem efeito biocida. Casarin et al. (2016)
demonstraram uma reducao de 20,0% e 37,5% para L. monocytogenes e de 31,7% e
65,8% para S. Enteritidis em aco inoxidavel dos tipos 304 e 316, respectivamente,
tratados com nitretacdo a plasma nas condi¢des de 9% de H2e 91% de Nz, 90 minutos
de tempo de nitretacdo e temperatura de 400°C, condi¢des diferentes as do presente
estudo.

Hung et al. (2012) e Lin et al. (2011) obtiveram reduc¢des maiores do que
observadas no presente estudo (98,8% e 99,9%, respectivamente), contudo, esses

autores utilizaram um sistema complexo, com mais etapas, pela técnica de



28

nitretacdo a plasma com micro-ondas. Essa maior reducdo observada por esses
autores pode ser explicada pela diferente técnica de nitretacdo a plasma, com mais
etapas, e pela presséo (133,3 Pa) e poténcia (>500 W), ja que as demais condi¢des
foram semelhantes (tempo de 60 minutos e composicéo dos gases de 40% Nz2e 60%
H2). No entanto, a escolha das condi¢des utilizadas no presente estudo foi feita com
0 objetivo de proporcionar um processo menos complexo, mais rapido e com custos
baixos para aplicacdo industrial.

Os valores das taxas de reducdo mostram que o tratamento de nitretacao
a plasma foi capaz de reduzir a adesdo bacteriana em aproximadamente 1 log.
Resultados semelhantes foram demonstrados por outros estudos (Casarin et al., 2016;
Trentin et al., 2014). Reduc¢des dessa ordem podem nao ser suficientes quando 0s
alimentos apresentam alta contaminacao bacteriana e podem ser consideradas baixas
se comparadas as reducdes obtidas por sanitizantes (cerca de 2 a 3 log de bactérias)
e processos térmicos (5 a 6 log de bactérias) (Forsythe, 2013). No entanto, alimentos
de boa qualidade e em condicGes de processamento reais geralmente apresentam
baixas contagens de patégenos, e uma reducdo de 1 log na adesdo pode ser o
suficiente para prevenir surtos alimentares, principalmente quando se consideram
micro-organismos como a L. monocytogenes que apresenta doses infectantes muito

baixas.

4.2. Influéncia do tratamento de implantacéo ibnica de ions de prata (Ag*) a
baixas energias na inativacao de S. Enteritidis e L. monocytogenes

Os resultados dos testes microbiolégicos para os diferentes tratamentos de

implantacdo ibnica de prata avaliados sdo mostrados na Tabela 5. Nos corpos de

prova tratados por implantacéo ibnica de Ag* a baixas energias, o0 objetivo foi avaliar

a reducado da adesdao inicial das células (1 hora) e a inativacdo das células aderidas
(24 horas).

Observa-se que o Tratamento 2 apresentou uma significativa (p<0,05)

reducdo bacteriana quando comparado com 0 mesmo aco sem tratamento. J& o

Tratamento 1 ndo apresentou diferenca significativa quando comparado com 0 acgo

nao tratado. O que diferiu entre os dois tratamentos avaliados foram as condi¢cfes de

energia, sendo que o Tratamento 1 utilizou 4 KeV e o Tratamento 2 utilizou 2 KeV.



29

Tabela 5 — Taxa de reducéo da adeséo (1 hora) e da inativacao (24 horas) de S.
Enteritidis e L. monocytogenes em aco inoxidavel AISI 304, tratado por implantacéo
ibnica de Ag* a baixas energias

Taxa de reducao (%)

Tratamento S. Enteritidis L. monocytogenes
1lh 24 h 1h 24 h
1 46,90 + 8,84 43,64 + 5,14 0,00 10,00 £ 14,14
2 68,60 +2,44* 67,89+136* 51,05+3,06* 66,71+1,68*

(*) houve diferenca significativa quando comparado o nimero de células aderidas no aco inoxidavel AlSI 304
tratado com o nimero de células aderidas no ago inoxidavel sem tratamento.

Segundo Novello (2012), que comparou amostras tratadas com diferentes
condi¢cBes de energia (70 e 200 keV), nos corpos de prova com tratamento de 200 keV
a prata foi implantada a uma profundidade de 25 nm da superficie, enquanto que para
as amostras tratadas a 70 keV a prata ficou a 15 nm da superficie. A implantacdo com
70 keV resultou em uma maior a¢do antimicrobiana devido ao fato dos ions de prata
estarem implantados mais superficialmente e, com isso, serem liberados mais
rapidamente.

Apés a selecdo do melhor tratamento (2), novos corpos de prova foram
submetidos as mesmas condi¢cdes do tratamento escolhido e testados quanto a
inibicdo bacteriana. A profundidade de implantacdo dos ions de prata na superficie
(Tratamento 2) € mostrada na Figura 5, e os resultados da taxa de reducdo sao
apresentados na Tabela 6.

Com os resultados da simulacdo das trajetorias e perdas de energia dos
ions implantados (Figura 5), observa-se que a implantacdo iénica de prata a baixas
energias atingiu uma introducéo de ions de até 5 nm, a partir da superficie. Além disso,
a maior concentracdo de ions implantados encontra-se em aproximadamente 1,7 nm
de profundidade, sendo o perfil de implantacdo representado por uma curva do tipo

Gaussiana.
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Figura 5 — Resultado da simulacdo das trajetorias e perdas de energia dos ions de
prata implantados a 2 KeV (Tratamento 2) em aco inoxidavel AISI 304

Nos resultados das analises de GD-OES (Figura 6), sdo demonstrados
elementos caracteristicos do aco inoxidavel, ferro e cromo. Esses resultados
corroboram com os resultados das simulacbes de Monte Carlo, pois as curvas dos
elementos ndo apresentam um crescimento abrupto, o que indica que nao ha
formacao de uma pelicula de prata na superficie do aco, mas, sim, que a prata esta,
de fato, implantada. Na Figura 6, também foi constatada a presenca de oxigénio na
superficie do aco inoxidavel. Esse oxigénio, que aparece na superficie das amostras,

corresponde a camada de 6xido que se forma pela exposicdo ao ambiente, bem como

atomos adsorvidos a superficie das amostras.
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Figura 6 — Perfil de implantacdo de Ag* na amostra de aco inoxidavel AISI 304
(Tratamento 2) e seus principais constituintes

A representacdo do alcance da profundidade dos ions de prata no aco
inoxidavel para este estudo, com base nas informacdes obtidas na simulacdo de
Monte Carlo, esté ilustrada na Figura 7.
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Figura 7 — Representacdo do alcance da profundidade dos ions de prata
implantados no aco inoxidavel AlSI 304 (Tratamento 2) com base nas informacdes
obtidas na simulacéo de Monte Carlo
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Os resultados apresentados na Tabela 6 mostram que houve uma reducéo
para ambas as bactérias (= 50%). A taxa de redugéao variou de 53,8% a 65,9% para
L. monocytogenes e 69,8% e 70% para S. Enteritidis quando a concentracao de ions
de Ag* implantado no aco inoxidavel foi de 3x10%¢ Ag.cm?2. Chiang et al. (2010)
observaram que superficies de aco inoxidavel AISI 316 com adicao de ions de prata
em uma concentracdo de 0,03% (peso/peso) implantados pelo método de
derretimento repetido em forno (1050°C) por uma fuséo de indugédo a vacuo (VIM) por
5 minutos exibiram um efeito antibacteriano com uma taxa de reducao de E. coli de
89,9%. Ja Liao et al. (2010) encontraram taxa de reducao maior (99,9%) para E. coli
e S. aureus com a mesma concentracdo de prata do estudo de Chiang et al. (2010),
porém, no aco inoxidavel AISI 304, preparado em um forno de inducéo de ar, sob uma
atmosfera protetora a 1200°C, durante 4 horas. No nosso estudo, foram encontradas
taxas de reducdes mais baixas do que no estudo de Chiang et al. (2010) e Liao et al.
(2010). Isso pode ter ocorrido devido ao método e condi¢des utilizados para a adicédo
da Ag* na superficie, ja que, naqueles estudos, a Ag* foi introduzida na composi¢ao
do aco inoxidavel, diferente do presente estudo, onde a Ag* foi implantada na

superficie do aco inoxidavel.

Tabela 6 — Taxa de reducéo de S. Enteritidis e L. monocytogenes em aco inoxidavel
AISI 304 tratado por implantacdo ibnica de Ag* a baixas energias
% Reducéo 1h 24h
S. Enteritidis 70,0 £ 3,58 aA 69,8 £ 3,22 aA
L. monocytogenes 53,8 + 3,34 aB 65,9 + 2,23 bA

Notas: Mesma letra mindscula dentro de uma linha ndo possui diferenca estatistica (P> 0,05).
Mesma letra mailscula dentro de uma coluna ndo possui diferenca estatistica (P> 0,05).

Na Tabela 6, observa-se que para S. Enteritidis ndo houve diferenca
significativa entre os tempos de adesao de uma e 24 horas. Embora ndo seja possivel
afirmar que a prata ndo tenha inativado a S. Enteritidis ja em uma hora, o tratamento
com prata foi suficiente para reduzir a adesao de S. Enteritidis em 70 %, porém nao
houve reducéo adicional desse micro-organismo apés 24 horas. Por outro lado, para
L. monocytogenes, a taxa de reducédo foi significativamente maior (p<0,05) apés 24
horas, indicando que houve inativagcdo adicional da L. monocytogenes, devido a acdo
da prata, apds esse periodo. Isso pode ser explicado pelo fato das paredes celulares

das bactérias Gram-positivas diferirem
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acentuadamente das Gram-negativas. O peptideoglicano na parede celular de
bactérias Gram-positivas € muito mais espesso do que aquele em bactérias Gram-
negativas (Tortora, 2013); com isso, a parede celular mais espessa da L.
monocytogenes pode ser mais resistente contra a penetracdo de ions de prata na
célula (Krishnan et al., 2015; Greulich et al., 2012; Rai et al., 2009; Feng et al., 2000).
Isso confirma os resultados encontrados no estudo de Ni et al. (2012) que avaliaram
a adesdo com 24 horas de contato e relataram que a prata implantada nas amostras
de aco inoxidavel AISI 420 mostrou excelente propriedade antibacteriana para E. coli
com uma dose de implantacdo de 2 x 107 Ag.cm?2 No entanto, a atividade
antibacteriana em relacdo a Staphylococcus aureus nao foi satisfatoria, com taxas
antibacterianas de apenas 50%. Osés et al. (2014) observaram no teste de atividade
antimicrobiana uma eficacia no tratamento de implantagcdo de ions de prata (1x10/
Ag.cm), porém, para E. coli, a eliminacao foi maior do que para S. aureus.

Os resultados também demonstraram que a taxa de reducdo de S.
Enteritidis foi maior do que a de L. monocytogenes em uma hora (p<0,05). Os valores
observados para o numero de células aderidas aos acos inoxidaveis ndo tratados
(dados ndo mostrados) mostraram que S. Enteritidis também aderiu mais do que a L.
monocytogenes nos acos inoxidaveis nado tratados; isto pode ocorrer devido a
influéncia de outras caracteristicas da S. Enteritidis, como a presenca de fimbrias, pilis
e capsula que podem estar envolvidas no processo de adesao.

No entanto, ndo houve diferenca significativa entre as bactérias avaliadas
guando os testes foram feitos em 24 horas, sugerindo que o tempo né&o foi fator
determinante para o efeito da prata (efeito residual) em bactérias Gram negativas. Por
outro lado, foi observada diferenca significativa entre os dois tempos (1 hora e 24
horas) para L. monocytogenes, que pode ter ocorrido devido as caracteristicas da
estrutura celular, indicando que o tempo tem influéncia no efeito da prata em bactérias
Gram positivas. No entanto, cabe ressaltar que, para ambas as bactérias, os ions de
prata implantados foram capazes de inibir as células aderidas inicialmente e no
biofilme maduro.

Resultado semelhante a da nossa pesquisa foi encontrada por Chen et al.
(2013), que observaram boa atividade antibacteriana contra E. coli no ago inoxidavel

420 (77,7%), onde a prata foi implantada utilizando um equipamento de implantacdo
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de ions, com uma dose semelhante a nossa (5x10%¢ Ag.cm). Contudo, quando foi
aumentada a dose de prata implantada (1000x101¢ Ag.cm), a atividade antibacteriana
aumentou (98,4%). Em outro estudo, Wan et al. (2007) testaram implantacdo de ions
prata em dois materiais (ago inoxidavel 317 e titanio). A taxa de reducéo bacteriana
para as amostras de ac¢o inoxidavel 317 e titanio, tratadas com prata, foi de 80% e
83%, respectivamente, com uma dose maior de ions do que a do presente trabalho
(0,5 x 107 Ag.cm2). Quando ions de prata foram aumentados para a dose de 1,5 x
107 Ag.cm2, houve um excelente efeito antibacteriano, de 99,9% e 100%, para as
amostras de aco inoxidavel e titanio, respectivamente.

Segundo Echaverrigaray (2014), as amostras de aco inoxidavel AISI 304
com a implantacédo de prata apresentaram uma alta redugéo bacteriana (>95%) em
relacdo as amostras nao tratadas para E. coli e S. aureus, sendo que a concentragcao
usada foi maior do que a utilizada em nossa pesquisa (1 x 1017 Ag.cm™2). E, portanto,
compreensivel que o efeito antibacteriano aumente com o aumento da dose de ions
implantados na superficie. A prata, ao ser liberada da superficie, adquire a forma
ionizada e, ao se ligar as proteinas das células bacterianas, possivelmente deve
danificar a estrutura da parede celular, ocasionando a morte das células
(Echaverrigaray, 2014).

Contudo, essas consideracdes sdo questionadas pela ocorréncia e
predominancia das células aderidas irreversivelmente a superficie. E provavel que
essas células se tornem uma barreira contra a acdo dos ions Ag*. Nessas
circunstancias, o biofilme poderia se desenvolver sobre as células aderidas, estando
elas mortas ou vivas, sem sofrer os efeitos dos ions Ag* (Echaverrigaray, 2014).

Nossos resultados sugerem que o aco inoxidavel AISI 304, tratado por
implantacéo ibnica de Ag* a baixas energias, pode ser utilizado como alternativa aos
acos inoxidaveis tradicionais para ajudar a reduzir a ocorréncia de contaminacao
bacteriana. No entanto, mostrou uma redugédo de bactérias em agos inoxidaveis
tratados com Ag* de aproximadamente 1 log, e, embora seja considerada uma baixa
reducéo, isso ja pode ser suficiente para prevenir surtos alimentares, principalmente
guando considera-se L. monocytogenes, que apresenta doses infectantes muito
baixas (<102 células) (Forsythe, 2013).

Entretanto, alguns estudos (Chiang et al., 2010; Hjelm et al.,, 2002)

demonstraram que microcoldnias bacterianas podem ser formadas mesmo em
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superficies tratadas com Ag*, em periodos de incubacdo mais longos. Portanto, se a
superficie de aco inoxidavel tratada com Ag* for utilizada em areas relacionadas com
higiene e salde, onde é necessario evitar o crescimento e multiplicacdo de bactérias,

as praticas de higienizacao apropriadas precisam ser aplicadas.

4.3. Resisténcia térmica (121°C) e resisténcia a produtos quimicos (NaClO e
NaOH) do aco inoxidavel AISI 304 tratado por nitretacédo a plasma

Com o objetivo de testar a resisténcia do tratamento de nitretacéo a plasma
frente as condi¢des reais de uso dos equipamentos e utensilios de aco inoxidavel nas
empresas de alimentos, os corpos de prova tratados foram expostos a temperatura
elevada e a produtos quimicos amplamente utilizados na higienizagao.

Com relacdo a reducao da adeséo de S. Enteritidis, ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) entre a amostra controle (sem nenhuma exposic¢ao as condi¢bes
de uso) quando comparada com 0s corpos de prova expostos ao tratamento térmico
(121°C, por 15 minutos) e aos produtos quimicos (NaClO e NaOH). Por outro lado,
para L. monocytogenes, apds 0s corpos de prova serem expostos ao hidréxido de
sédio (0,8% e 1,6%), a taxa de reducao desse micro- organismo foi menor (p<0,05)
guando comparada com 0s corpos de prova tratados com nitretagdo a plasma, mas
gue nao foram expostos ao hidréxido de sodio (Tabela 7). Embora o hidréxido de
sédio tenha afetado os corpos de prova tratados com nitretacdo a plasma, quando
avaliada a taxa de reducédo para L. monocytogenes continuram, estas continuaram
acima de 70%.

Este resultado sugere que o uso de hidréxido de sddio durante a
higienizacao das superficies de aco inoxidavel influencia negativamente no efeito de
reducdo da adesao bacteriana causada pela nitretacdo a plasma, provavelmente
devido a adsorcao de ions na superficie tratada. No entanto, outros estudos precisam

ser realizados para elucidar tal influéncia.
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Tabela 7 — Resisténcia térmica (121°C por 15 minutos) e resisténcia a produtos quimicos
(NaClO e NaOH) do tratamento de nitretacdo a plasma de aco inoxidavel AISI 304 com

adesdo de L. monocytogenes e da S. Enteritidis
Condicdes Taxa de reducéo (%)

Temperatura | Hipoclorito de Hipoclorito de Hidréxido de | Hidréxido de
(121°C) sédio (400 ppm) | sédio (800 ppm) | sédio (0,8%) | sédio (1,6%)

L. monocytogenes 84,28+1,33*A  82,92+1,123* 82,17+ 0,78% 82,19+0,70% 74,05+1,08°A  72,22+1,46°A
S. Enteritidis 82,09+1,39%  81,33+2,80% 81,012,473 80,59+1,38% 79,70+1,29%  78,77+1,0238

% Reducgéo Controle

Notas: Mesma letra minascula dentro de uma linha néo possui diferenca estatistica (P>0,05).
Mesma letra mailscula dentro de uma coluna nédo possui diferenca estatistica (P>0,05).

Na literatura, ndo foi encontrado nenhum trabalho que avaliou a resisténcia
do tratamento de nitretacao a plasma em superficies de aco inoxidavel apds exposicéo
a altas temperaturas e produtos quimicos. No entanto, a exposicao frequente a estas
condicBes na industria de alimentos indica a necessidade da realizacdo de mais
estudos.

Neste trabalho, um dos objetivos foi avaliar o tratamento quanto a
resisténcia térmica e a resisténcia a produtos quimicos nos corpos de prova de aco
inoxidavel tratados pelas duas técnicas de modificacdo da superficie. No entanto, ndo
foi realizada a avaliagdo do tratamento por implantacdo idnica de Ag* a baixas
energias, uma vez que nao havia corpos de prova, com este tratamento, suficientes
para fazer os experimentos e que a realizacao de um namero significativo de amostras
para testar todas as variaveis demanda tempo e disponibilidade do equipamento. Por
isso, foi escolhido o tratamento por nitretacdo a plasma, jA que este demonstrou
melhores taxas de reducao bacteriana para as duas bactérias avaliadas.

Os tratamentos com plasma e com implantacéo i6nica de prata a baixas
energias sdo promissores para a alteracdo de superficies com objetivo de reduzir o
processo de adesao e promover a inativacdo de bactérias aderidas. Nao apenas em
materiais médicos, mas, também, em superficies metalicas que entram em contato
com alimentos. No entanto, sdo necessarios mais estudos para obter as melhores
condicdes de tratamento necessarias para atingir maiores taxas de reducédo da adeséo
bacteriana e, também, avaliar mais profundamente a estabilidade desses tratamentos

as condicdes utilizadas pela industria de alimentos.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que:

O tratamento do aco inoxidavel AISI 304 por nitretagéo a plasma reduziu
a adesdao de S. Enteritidis (SE86) e L. monocytogenes (J11);

A implantacdo de ions Ag* a baixas energias apresentou-se como uma
alternativa para a inibicdo de S. Enteritidis (SE86) e L. monocytogenes
(J11) em aco inoxidavel AISI 304;

O tratamento por nitretacdo a plasma com temperatura baixa (195°C),
baixo tempo de nitretacdo (40min) e alta porcentagem de hidrogénio
(77%) apresentou maior taxa de redugdo para ambos 0s micro-

organismos avaliados;

O tratamento pela técnica de implantacdo ibnica com Ag* apresentou
melhor taxa de reducao com utilizacdo de menor energia de implantacéo
dos ions (2 KeV);

O Nz foi incorporado em todos os quatro tratamentos com as melhores
taxas de reducgdes, sendo que a maior quantidade de Nz foi concentrada

a alguns nandémetros da superficie e diminuiu ao longo da profundidade;

Os perfis de profundidade das superficies tratadas comprovam que a
prata foi implantada na superficie de aco inoxidavel AISI 304 e o alcance

de profundidade dos ions no interior da superficie foram de até 5 nm;

O tratamento de nitretacdo por plasma apresentou taxas de reducao
bacteriana maiores do que o tratamento de implantag&o idbnica com Ag*

a baixas energias;

O tratamento de nitretagdo por plasma quando expostos a produtos
guimicos e temperatura elevada (121°C por 15 minutos), manteve boas
taxas de reducdo bacteriana (acima de 70%), embora a exposi¢cao ao
hidréxido de sdédio tenha influenciado negativamente na reducdo da

adesao de L. monocytogenes.
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PERSPECTIVAS

Alguns estudos podem ser propostos como trabalhos futuros:

Avaliar a acdo da prata implantada, principalmente apos contato com
solucbes acidas e basicas, que apresentem o mesmo pH que alguns
alimentos industrializados ou solucdes para higienizacdo, diferentes

temperaturas, concentracdes de sal;

Avaliar o tratamento de nitretacdo a plasma para diferentes
temperaturas, pH, concentracdes de sal;

Avaliar os tratamentos de nitretacdo a plasma e a acdo da prata
implantada em diferentes substratos (polietileno, vidro, AlISI 316) e sobre

diferentes micro-organismos;

Determinar por quanto tempo a quantidade de prata implantada continua
a fazer efeito.
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