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Abstract

To avoid the formation of biofilms and biocorrosion are commonly employed techniques of
chemical or mechanical cleaning, which are not always completely effective in removing the
deposited material. In the present study, 304L stainless steel samples were subjected to
accelerate testing of biofilm growth, which was subsequently removed by a sequential
program of cleaning and disinfection (heat shock, cleaning with phosphoric acid and
disinfection with hydrogen peroxide). Quantification of biofilm and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS) analysis were performed before and after the program aims to
verify the influence of these treatments on the growth of a new biofilm, in addition to
studying the behaviour of the stainless steel before the proliferation of bacteria and continuous
application of treatments. The results show that after 90 h of immersion in a medium
containing nutrients to form a biofilm adherent to the steel surface and the concomitant use of
the program was not effective in removing biofilm. The small variation of the impedance
modulus over 15 weeks the test shows that there was no metal corrosion in the medium
employed.

Keywords: biofilm, 304L stainless steel, electrochemical impedance spectroscopy, cleaning
and disinfection treatments, microbiologically induced corrosion

Resumo

Para evitar a formacéo de biofilmes e a biocorrosdo sdo comumente empregadas técnicas de
limpeza quimica ou mecanica, que nem sempre sdo completamente eficazes na remocao do
material depositado. Neste trabalho, amostras de aco inox 304L foram submetidas a ensaios
acelerados de crescimento de biofilme, o qual foi posteriormente removido por um tratamento
sequencial de limpeza e desinfeccdo (choque térmico, limpeza com é&cido fosférico e
desinfeccdo com perdxido de hidrogénio). Quantificacdo do biofilme formado e anélises de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram realizadas antes e ap0s o tratamento
de limpeza, como objetivo verificar a influéncia desses tratamentos sobre o crescimento de
um novo biofilme, além de estudar o comportamento do aco diante da proliferacdo das
bactérias e da continua aplicagdo dos tratamentos. Os resultados mostram que apds 90 h de
imersdo no meio contendo nutrientes forma-se um biofilme aderente a superficie do aco e que
0 emprego do tratamento de limpeza ndo foi eficaz na remocdo do biofilme. A pequena
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variacdo dos valores do médulo de impedancia ao longo de 15 semanas de ensaio mostra que
n&o houve corrosdo do metal no meio empregado.

Palavras-chave: biofilme, ago inox 304L, espectroscopia de impedancia eletroquimica,
tratamentos de limpeza e desinfeccdo, corrosao microbiologicamente induzida

Introducéo

Tanto em ambientes naturais como em industrias muitas bactérias sdo capazes de desenvolver
comunidades que se aderem a varios tipos de superficies e sdo chamadas de biofilmes (1). A
formacéo de biofilmes é resultado da acdo combinada da adesédo de macromoléculas organicas
e/ou inorganicas, da hidrodinamica do sistema, do crescimento microbiano e da producédo de
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Estas substancias podem modificar a carga, a
molhabilidade e a energia livre da superficie, resultando na aceleracdo ou na inibicdo da
corrosdo (2). Na industria de alimentos a formacéo de biofilmes pode além de promover a
corrosdo, causar bloqueio mecéanico em sistemas de manuseio de fluidos, impedir a
transferéncia de calor e contaminar alimentos, 0 que provoca a deterioracdo destes ou a
transmissdo de doencas (3,4). As industrias de producdo de dgua mineral e distribuicdo de
agua potavel sdo particularmente sensiveis a estes problemas, ja que a presenca de biofilmes
sobre a superficie das canalizagbes pode ser a origem da deterioracdo da qualidade
organoléptica e microbioldgica da agua. A proliferacdo de biofilmes contendo Legionella
pneumophila sobre as tubulagdes dos sistemas de distribuigdo de 4gua quente ou nas torres de
refrigeracdo de ar condicionado constitui um risco sanitario evidente como mostrou a
epidemia que afetou o norte da Franga entre novembro de 2003 e janeiro de 2004 (5). A
aplicacdo de tratamentos de limpeza e desinfeccao (sanitizacdo) é o melhor método para evitar
0 acimulo de particulas e bactérias, e consequentemente controlar a formacdo de biofilmes
(6). Estes tratamentos devem combinar fatores como tempo, temperatura e efeito quimico e
mecanico (7). Estudos comparativos de limpeza realizados em materiais como ago, vidro,
nylon e PVC mostraram que estes materiais ndo apresentaram mudancas significativas na
facilidade de limpeza quando as superficies sdo novas. No entanto, com o tempo 0 ago exibe
melhor resisténcia a deterioracdo causada pela aplicacdo consecutiva de procedimentos de
limpeza. Algumas vezes a aplicacdo de desinfetantes, ap6s o processo de limpeza para
eliminar as bacterias residuais, pode provocar a corrosdo da superficie metalica (8). Neste
trabalho, foi avaliada a influéncia de um tratamento de limpeza e desinfecgdo (choque
térmico, limpeza com acido fosforico e desinfeccdo com peroxido de hidrogénio) na remogéo
e no crescimento de um novo biofilme sobre a superficie do ago inox 304 L. O
comportamento do aco diante da proliferacdo das bactérias e continua aplicacdo dos
tratamentos de limpeza e desinfeccdo foi avaliado por espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS).

Metodologia

Cupons metélicos

As amostras metalicas consistiram de cupons de aco inox 304L em forma de disco de 18 mm
de didmetro e 1 mm de espessura. Antes de serem utilizados, estes cupons foram
desengordurados com tricloroetileno, lavados varias vezes com agua destilada e desinfetados
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com alcool 95°, em seguida foram dispostos sobre papel absorvente e secos com jato de ar
quente.

Micro-organismo e condigdes de cultura

Os ensaios foram realizados com uma linhagem da bactéria Serratia marcescens, cultivada
em meio solido TSA a 30 °C, e pH igual a 7,3 £ 0,2. Esta bactéria prolifera na 4gua e forma
biofilme sobre 0 aco e outros tipos de superficies. O meio TSA contém 17,0 g/L de peptona
de caseina, 3,0 g/L de peptona de soja, 2,5 g/L de D-glicose, 5,0 g/L de NaCl, 2,5 g/L de
K,HPO, e 15,0 g/L de agar.

Preparacéo do inoculo

O indculo foi preparado pela adicdo de uma colbnia de S. marcescens, proveniente do
isolamento em meio s6lido TSA, em 10 mL de meio TS. Apos (16-18) h de incubacdo a 30
°C, 0 inéculo apresentava uma concentracio de 10° bactérias/mL. O meio TS contém 17,0 g/L
de peptona de caseina, 3,0 g/L de peptona de soja, 2,5 g/L de D-glicose, 5,0 g/L NaCl e 2.5
o/L de K;HPQOy, e pH igual a 7,3 £ 0,2.

Processo de formacéo do biofilme e posterior limpeza e desinfeccéo

O ensaio teve uma duragdo de 15 semanas, sendo que cada semana teve dois ciclos, o
primeiro durava 90 h e o segundo 72 h. Cada ciclo envolveu uma etapa de formacao de
biofilme e uma etapa de tratamento de limpeza e desinfec¢do. Apds a aplicacdo do tratamento
reiniciava-se o ciclo seguinte mediante imersdo dos cupons numa nova solucdo nutritiva
contendo a S. marcescens, visando o reestabelecimento do biofilme sobre o ago, e assim
sucessivamente até completar 30 ciclos.

A quantificacdo do biofilme foi realizada em triplicata a cada ciclo de 90 h, antes e ap0s
aplicacdo do tratamento de limpeza e desinfeccdo. As medidas de impedéancia realizaram-se
apos a aplicacdo do tratamento de limpeza no ciclo de 90 h e durante o ciclo de 72 h nos
seguintes tempos de imersdo na solucdo nutritiva: (24, 48 e 72) h.

Formacéo do biofilme

Os cupons metalicos foram introduzidos num meio nutritivo contendo 15 L de agua da
torneira, 10 mL de indculo e 750 mL de caldo nutriente a 30 °C e pH de 6,1 + 0,2, ajustado
com CH,0; 98 % v/v. A composic¢do do caldo nutriente foi 180 g/L de peptona de carne e 200
o/L NaCl.

Tratamentos de limpeza e desinfecgcio

Os tratamentos de limpeza e desinfeccdo aplicados reproduziam os diferentes tipos
procedimentos empregados em instalacGes de dgua quente de estabelecimentos de salde na
Franca (9). Os tratamentos foram aplicados em cinco etapas consecutivas como exibe a figura
1

- Choque térmico com &gua da torneira a 70 °C durante 1 h;
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- Limpeza &cida com acido fosforico 20 % v/v durante 30 min;

- Enxégue com &gua da torneira durante 15 min;

- Desinfeccdo com peréxido de hidrogénio 0,17 % v/v durante 15 min;
- Enxégue com &gua da torneira durante 15 min.

Figura 1 - Processo continuo de crescimento do biofilme, limpeza e desinfeccéo
Quantificacao do biofilme

O método de quantificagdo da biomassa é o método de coloracdo cristal violeta.
Primeiramente os corpos de prova foram lavados duas vezes por imersao em frascos contendo
agua destilada sem agitacdo violenta para eliminar as bactérias livres, em seguida secos a 37
°C durante 60 min com ventilacdo. ApGs secagem, 0s corpos de prova foram imersos em
solucdo aquosa de cristal violeta 0,05 % m/v por 30 min, fixando-se o cristal violeta sobre as
estruturas bacterianas. Em seguida, os cupons foram retirados da solucdo, lavados
delicadamente quatro vezes com &gua destilada até a eliminacdo do excesso de corante, e
secos a 37 °C por 60 min com ventilagdo. Posteriormente, cada cupom foi colocado em
frascos com capacidade de 15 mL, tendo sido adicionados a cada um deles 5 mL de etanol
96% v/v e 250 uL de 1 mol/L de HCI, e por fim, submetidos & agitagdo por 30 min para
posterior medida da densidade ética da solucéo a 588 nm (DO588 nm).

A curva padrdo entre nimero de bactérias de S. marcescens e a densidade Otica do cristal
violeta liberado nas solucGes alcoodlicas, é dada pela equacdo (1). Esta curva foi obtida
mediante a adi¢cdo de volumes crescentes (0,2 a 0,8) mL de uma cultura de S. marcescens em
meio de TS com 1,8x10° células/mL em Eppendorf de 2 mL e centrifugados durante 5 min a
4000 rpm. As bactérias sedimentadas foram resuspensas em 300 pL de soro fisioldgico 0,9 %
m/v de NaCl, adicionou-se 200uL da soligdo aquosa de violeta cristal 0,05 % m/v e foram
agitados por 30 min. Apds, adicionou-se 1 mL de soro fisioldgico e novamente centrifugou-se
durante 5 min a 4000 rpm. As bactérias sedimentadas foram lavadas duas vezes com 1 mL de
soro fisiologico. Ao Final foram resuspensas huma solugdo contendo 1 mL de etanol 96° e 40
uL de 1 mol/L de HCI, agitou-se suavemente por 30 minutos. Apds centrifugacdo mediu-se
DO588 nm. Meio TS ndo inoculado foi usado como referéncia.
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Namero de bactérias = DO588 nm / 5,40.10° (r* = 0,9822) (1)
Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)

Foi empregada uma célula composta por trés eletrodos: 1 - ago inox 304 L, como eletrodo de
trabalho, o qual foi previamente submetido as etapas de crescimento do biofilme, limpeza e
desinfecgédo; 2 — platina, como contra eletrodo; e 3 - calomelano saturado (ECS), como
eletrodo de referéncia. Utilizou-se um potenciostato/galvanostato Sorlatron, variando-se a
frequéncia de 65535 Hz a 0,01 Hz, com amplitude de 30 mV e taxa aquisi¢do de 10 pontos de
frequéncia por déecada. Todos os ensaios de EIS foram realizados empregando-se eletrodos
rotatorios com area exposta de 1,13 cm? de aco inox 304 L, a 500 rpm, em solucdo 0,50 mol/L
de KNOj3 (pH = 6,3), previamente purgada com N, durante 30 min, a 25 °C, a um potencial de
- 0,6 V (ECS).

Resultados e discussao

Avaliacado do numero de bactérias no biofilme antes e apos aplicacdo dos tratamentos

O biofilme formado foi quantificado antes e ap6s aplicacdo dos tratamentos de limpeza e
desinfeccdo a cada ciclo de 90 h. A Figura 2 mostra que, desde a primeira semana de
exposicao e ao longo dos ensaios, um biofilme aderente a superficie do aco inox foi obtido, ja
que 0 numero bactérias aderidas encontra-se em torno de 10" bactérias/cm?. De acordo com
Andrade et al. (10) para se considerar um biofilme é necessario um niimero minimo de 10’
células/cm?. Por outro lado, Ronner et al (11) ja consideram como biofilme quando o niimero
de células aderidas apresenta-se entre 10° a 10° células/cm?.

A anélise da Figura 2 revela que o nimero de bactérias antes e apds aplicagdo do tratamento
de limpeza e desinfeccdo permaneceu praticamente constante ao longo do ensaio. Um estudo
realizado sobre a eliminagdo da bactéria Legionella em biofilmes formados sobre ago inox
316 L, simulando sistemas de distribuicdo de agua quente e usando como tratamento o choque
térmico a 70 °C (12), mostrou que ap6s o primeiro tratamento houve uma reducdo na
concentracdo de Legionella. Entretanto na segunda vez que este tratamento foi aplicado nédo
houve reducdo significativa nas populages de Legionella. Segundo Farhat et al. (12), esta
ineficiéncia deve-se ao fato de que o biofilme ndo foi completamente destruido, sendo
rapidamente reconstituido apds o tratamento ou a Legionella torna-se termo-resistente. Tal
comportamento pode ter acontecido com a bactéria S. marcescens no presente estudo,
prejudicando a eficacia dos tratamentos de limpeza e desinfecgéo.

Outro fator que pode ter influenciado na eficacia do tratamento de limpeza e desinfec¢do é a
concentracdo das solucdes empregadas. Neste trabalho a limpeza foi realizada com acido
fosforico 20 % v/v e a desinfeccdo com perdxido de hidrogénio 0,17 % v/v. Num trabalho
realizado por Rushdy e Othman (13) diversas solucdes (10 % v/v de NaOH, 70 % v/v de
C,Hs0H, 30 % v/v de H,0,, 4-6% v/v de NaClO, C3H;OH, além de misturas de H,0, e
NaClO, H,0, e C,HsOH, H,O, e CsH;OH) foram utilizadas para avaliar o efeito da
concentragdo de diferentes desinfetantes comumente usados em equipamentos de
processamento de alimentos para remocao biofilmes bacterianos. Os resultados mostraram
que a solucdo 30 % v/v de H,O, foi o desinfetante mais eficaz, tanto em bactérias Gram
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positivas, tais como Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, quanto em bactérias Gram
negativas, tais como Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhi. Sendo assim é provavel
que o emprego de uma solucdo 0,17 % v/v de peroxido de hidrogénio nédo seja eficiente para
remocao do biofilme.
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Figura 2 - Numero de bactérias presentes no biofilme/cm? ao longo das semanas de estudo.

Medidas eletroquimicas

Como anteriormente descrito, 0 ensaio teve uma duracdo de 15 semanas, com dois ciclos
cada: no primeiro ciclo, a formacdo do biofilme durava 90 h e no segundo 72 h. Cada ciclo
envolveu uma etapa de formacdo de biofilme e uma etapa de tratamento de limpeza e
desinfeccdo. As analises por EIS foram sempre realizados ao final do ciclo de 90 h (ap6s
aplicacdo da limpeza e desinfec¢do) e durante o ciclo de 72 h, com retirada de cupons apos
(24, 48 e 72) h de imersao na solucdo nutritiva.

A Figura 3 apresenta os diagramas de Nyquist, de Bode e de fase dos corpos de prova
analisados ao final do ciclo de 90 h (ap6s crescimento do biofilme e aplica¢do da limpeza e
desinfeccdo) e ao longo do segundo ciclo. O aumento nos valores de impedancia em alta
frequéncia apos 24 h de imersdo na solucgdo bacteriana, quando comparados com os valores de
impedancia do aco ao inicio do ciclo (diagrama de Nyquist Figura 3 a), indica que a formacéo
de um biofilme sobre a superficie do ago contribuiu para uma menor corrosdo. Entretanto,
apos 48 h, os valores de impedancia diminuiram, provavelmente por uma ruptura localizada
do biofilme. Apds 72 h, os valores de impedancias aumentam de novo, possivelmente pelo
restabelecimento do biofilme. No diagrama de Bode (Figura 3 b), os corpos de prova
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apresentaram comportamento semelhante, enquanto que no diagrama de fase (Figura 3 c) foi
possivel perceber uma pequena diferenca em baixas frequencias.

Para melhor comparacgdo, os diagramas de Nyquist, de Bode e de fase do aco inox 304 L
conforme recebido, do mesmo aco logo apos ter sido submetido ao tratamento de limpeza e
desinfeccdo (sem que houvesse prévia formacgdo de biofilme) e do ago ao inicio do segundo
ciclo, séo exibidos na Figura 4. Observa-se que, ja apés aplicacdo do tratamento de limpeza e
desinfeccdo, mesmo sem prévia formacdo de biofilme, ocorre um aumento dos arcos
capacitivos (Figura 4 a) em comparacdo com o do aco nu (a¢o sem ter sido submetido a
qualquer tipo de tratamento). Isto sugere que o programa de limpeza e desinfecgdo proposto
poderia estar inibindo a corrosdo do aco inoxidavel estudado, pela estabilizacdo da camada
protetora do ago (17).

Prabakaran e Rajeswari (14) investigaram o efeito de vérias concentra¢des de &cido fosférico,
(10, 20, 30, 40, 50 e 80) % v/v, na resisténcia a corrosao do aco 316 L. Os resultados obtidos
no estudo mostraram que todos os acos tratados com acido fosforico apresentam maior
resisténcia a corrosao, quando comparados com 0 ago sem tratamento. Isto ocorre devido ao
enriquecimento em Cr, Ni, Mo, e P no filme passivo das amostras tratadas, como mostrou a
analise por espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS).

Como também pode ser verificado ainda na Figura 4 a, 0 arco capacitivo obtido para o ago
recém saido do primeiro ciclo de 90 h e submetido ao processo de limpeza e desinfeccéo
indica que outro processo deve estar contribuindo para que a corrosdao do ago inoxidavel
diminuisse ainda mais no meio sob estudo, além do efeito dos agentes de limpeza
anteriormente verificado. Correlacionando este resultado com o apresentado na Figura 2, €
possivel confirmar a ineficacia do programa de limpeza e desinfec¢do proposto. Pode-se,
portanto, sugerir que o elevado aumento da impedancia deve-se a presenca do biofilme néo
removido da superficie do aco. Os valores do médulo |Z| em baixas frequencias (Figura 4 b) e
a variacao da fase (Figura 4 c) aumentaram gradualmente do ago nu para o aco apos aplicacdo
dos tratamentos (sem prévia formacgéo de biofilme) e destes para o0 aco imediatamente antes
do inicio do segundo ciclo, corroborando os resultados anteriormente descritos.

A avaliacdo do comportamento do ago diante da proliferacdo das bactérias e da continua
aplicacdo dos tratamentos ao longo dos 30 ciclos ndo evidenciou variacao significativa em seu
processo de corrosdo, uma vez que 0S arcos capacitivos aumentaram ligeiramente com o
passo dos ciclos (Figura 5 a). Esta observacéo deve-se, provavelmente, ao efeito conjunto da
aplicacdo dos tratamentos, que poderia estar inibindo a corrosdo pela estabilizacdo da camada
protetora do aco, e do biofilme que néo foi removido da superficie.
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Conclusodes

Ensaios realizados com a cepa bacteriana Serratia marcescens mostraram que se formou um
biofilme, aderente & superficie do aco no inicio do experimento e que se manteve aderente ao
longo do ensaio. Os tratamentos de limpeza e desinfeccdo ndo foram eficazes na remogéo do
biofilme. A pequena variag¢do dos valores do modulo de impedancia ao longo de 15 semanas
de ensaio, indicou que tanto o biofilme formado como o tratamento de limpeza e desinfeccéo
colaboraram para a inibig&o do processo de corrosdo do ago inox 304 L no meio estudado.
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