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APRESENTAÇÃO

Segundo Bachelard, “um discurso sobre o método científico será sempre um 
discurso de circunstância, não descreverá uma constituição definitiva do espírito 
científico”; considerando a amplitude dessa temática, uma obra que almeje lançar foco em 
propostas, recursos e resultados nas ciências da saúde, naturalmente terá como desafio a 
caracterização de sua abordagem metodológica. Neste sentido, este e-Book foi organizado 
de modo a apresentar ao leitor 171 artigos seriados justamente por este elo comum que 
une, na ciência, a proposta (objetivo), o recurso (viabilidade) e o resultado (evidência): o 
método de pesquisa per si.

Dos seus nove volumes, os dois primeiros são dedicados aos relatos de caso, relatos 
de experiência e de vivência em saúde apresentando aspectos da realidade clínica, cultural 
e social que permeiam a ciência no Brasil.

Já no intuito de apresentar e estimular o diálogo crítico construtivo, tal qual o 
conhecimento dos recursos teóricos disponíveis frente aos mais variados cenários em 
saúde, os volumes três, quatro e cinco exploram estudos de revisão da literatura que 
discutem o estado da arte da ciência baseada em evidência sugerindo possibilidades, 
hipóteses e problemáticas técnicas no intuito de delimitar condutas para a prática clínica.

Por fim, os volumes de seis a nove compreendem os resultados quali e quantitativos 
das mais diversas metodologias de intervenção em saúde: estudos comparativos, ensaios 
clínicos e pré-clínicos, além de ações em políticas públicas na área de saúde coletiva.

Com a intelecção dos tópicos tratados nessa obra, espera-se – tanto quanto possível 
– contribuir no processo de ampliação, fundamentação e fomento da discussão e reflexão 
científica na interface entre propostas, recursos e resultados nas Ciências da Saúde.

Luis Henrique Almeida Castro
Thiago Teixeira Pereira

Fernanda Viana de Carvalho Moreto 
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RESUMO: A implantação de programas de 
higienização mais rigorosos tem sido uma 
necessidade das indústrias, principalmente 
devido à produção em larga escala para que seja 
suprida a demanda do mercado. A contaminação 
de produtos alimentícios e médico-hospitalares 
é uma das principais problemáticas que a saúde 
pública enfrenta. A ação de sanitizantes vem 
sendo estudada como medida de controle para 

amenizar essas contaminações. Esta pesquisa 
objetiva verificar a eficiência de sanitizantes 
convencionais e alternativos para a eliminação 
ou redução do biofilme formado artificialmente 
por Candida albicans em superfícies de 
aço inoxidável, lisas e rugosas. Realizou-se 
um estudo experimental, no qual foi feita a 
inoculação de cepas de Candida albicans em 
superfícies de aço inoxidável, formação artificial 
de biofilme e aplicação de sanitizantes de 
naturezas físicas e químicas. Foram observadas 
reduções significativas de 3 ciclos logarítmicos 
nos resultados dos tratamentos empregando 
hipoclorito de sódio, DCIS, água 80°C e ozônio, 
com percentual de redução de 100% tanto 
para superfícies lisas quanto rugosas de aço 
inoxidável.
PALAVRAS-CHAVE: Sanitizantes. 
Higienização. Candida albicans. Aço inoxidável. 

EVALUATION OF CONVENTIONAL AND 

ALTERNATIVE SANITIZERS ON STAINLESS 

STEEL SURFACES

ABSTRACT: The implementation of more 
stringent hygiene programs has been a 
necessity for industries, mainly due to large-
scale production to meet market demand. The 
contamination of food and medical-hospital 
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products is one of the main problems that public health faces. The action of sanitizers has 
been studied as a control measure to mitigate these contaminations. This research aims to 
verify the efficiency of conventional and alternative sanitizers for the elimination or reduction 
of the biofilm artificially formed by Candida albicans on stainless steel surfaces, smooth and 
rough. An experimental study was carried out, in which the strains of Candida albicans were 
inoculated on stainless steel surfaces, where artificial biofilm was formed and subsequently 
sanitizers of physical and chemical nature were applied. Significant reductions of 3 logarithmic 
cycles were observed in the results of treatments using sodium hypochlorite, DCIS, 80 °C 
water and ozone, with a 100% reduction percentage for both smooth and rough stainless 
steel surfaces.
KEYWORDS: Sanitizers. Sanitation. Candida albicans. Stainless steel.

1 | 	 INTRODUÇÃO

Com o passar dos anos e com o aumento da população mundial, houve uma 
crescente necessidade de investimentos industriais voltados à produção. O século XX foi 
o período no qual houve um grande crescimento populacional, acarretando assim, a uma 
maior necessidade de produção e consumo de produtos em larga escala.

 Com essa demanda aumentada, a higienização industrial vem ganhando enfoque, 
tendo como base programas de sanitização mais rigorosos, a fim de evitar doenças 
transmitidas principalmente devido à contaminação por micro-organismos, dentre eles, a 
Candida albicans.

A Candida albicans é uma levedura diploide que causa, de forma oportunista, algumas 
infecções (candidíase ou candidose). Sua virulência e patogenicidade estão atribuídas a 
diversos fatores como por exemplo, formação de pseudo-hifas que auxiliam na penetração 
epitelial e desenvolvimento de biofilmes causando resistências a estresses biológicos, 
químicos e físicos e assim, dificultando o sucesso no uso de biocidas e antimicrobianos 
(COSTA; FELIPE; GAZIRI, 2008).

Há definições diferentes para o termo biofilme, mas convencionalmente se trata de 
uma comunidade de micro-organismos associados e firmemente aderidos a uma superfície 
por meio de uma matriz extracelular de polímeros (HARDING, 2009). Os micro-organismos, 
quando em biofilme, apresentam resistência aos biocidas, detergentes e sanitizantes. 
Dessa forma, podem permanecer aderidos e sobreviver mesmo após o tratamento com 
sanitizantes, representando fonte constante de contaminação (FORTUNA; FRANCO, 
2014).

Na produção de alimentos, a qualidade da matéria-prima, seu processamento 
adequado e sua higienização são fatores indispensáveis para garantir um produto 
final seguro que não apresente riscos à saúde do consumidor. Doenças transmitidas 
por alimentos (DTA) afetam milhões de pessoas no mundo todo, sendo estas doenças 
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causadas por agentes diversos e com diferentes graus de severidade (DUCROQUET, 
2010).

A superfície mais utilizada pelas indústrias de alimentos, medicamentos, cosméticos 
é o aço inoxidável, pois é um aço de alta-liga resistente à ação deteriorante do oxigênio, 
ou seja, não sofre oxidação apresentando assim, propriedades físico-químicas superiores 
aos aços comuns. Estes equipamentos podem carregar consigo contaminações por 
diversos tipos de micro-organismos, dentre eles, a Candida albicans (PINHEIRO et al., 
2010).

Na higienização de superfícies de aço inoxidável, são realizadas as operações de 
limpeza e sanitização. Os sanitizantes à base de compostos clorados ainda são os mais 
utilizados devido ao custo dos produtos. Porém, atualmente, tem-se o conhecimento da 
resistência de vários micro-organismos a esses compostos e assim, torna-se desejável 
a pesquisa por sanitizantes alternativos, que possam ser empregados com segurança 
e reduzir o número de micro-organismos a níveis seguros, de acordo com a legislação 
pertinente do ramo industrial ou do serviço de saúde (ANDRADE et al., 2008).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Ciência e Tecnologia de Alimentos, dentre 
as características que se deseja para os agentes sanitizantes, estão:  possuir amplo 
espectro de ação sobre os micro-organismos, serem biocidas e não somente biostáticos, 
não produzir corrosão às superfícies que estão sob sanitização, não apresentar efeito 
residual, ser atóxico e não poluente ao meio ambiente, deve ser de baixo custo, não 
liberar odores, ser de fácil manuseio e ser estável as diversas condições de estocagem 
(SBCTA, 2000).

Portanto, este trabalho objetiva analisar a eficiência de sanitizantes convencionais e 
alternativos, para a eliminação ou redução de biofilmes formados por Candida albicans em 
cupons de aço inoxidável (lisos e rugosos), em condições experimentais de laboratório, 
subsidiando a aplicação potencial de produtos e técnicas nas indústrias de alimentos, 
medicamentos e cosméticos, bem como em serviços de saúde.

2 | 	 MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	 Micro-organismos padrão 

Utilizou-se no desenvolvimento deste trabalho, o micro-organismo Candida albicans, 
cepa padrão ATCC 10231 disponível no laboratório de Microbiologia de Alimentos, da 
UNIFAL-MG.

2.2	 Obtenção do inóculo

A cepa foi recuperada e mantida sob-refrigeração. Iniciou-se, inoculando 10 µL da 
cultura em tubos contendo 9 mL de caldo BHI, incubado por 24 horas, a 37ºC.
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Com o objetivo de padronizar o inóculo a ser usado no experimento, para o micro-
organismo a ser avaliado (C. albicans), foi preparado uma suspensão em solução salina 
estéril (0,9%), transferindo-se o micro-organismo da cultura em BHI para a solução salina 
estéril, até atingir uma turvação equivalente ao tubo 0,5 de Escala de McFarland, o que 
corresponde a quantidade estimada de 1,5 x 108 UFC por mL. 

A absorbância do tubo 0,5 da Escala de McFarland e da suspensão microbiana 
respectivamente foi verificada, por meio de espectrofotômetro com fonte de luz e cubeta 
apropriados (VEIGA; FORGERINI, 2016). 

2.3	 Adesões das células microbianas

Para induzir a adesão do micro-organismo estudado (C. albicans) ao aço inoxidável, 
fundamentou-se no experimento desenvolvido por Veiga; Forgerini (2016), e procedeu-se 
como abaixo descrito:

Os experimentos de adesão do micro-organismo em cupons de aço inoxidável tanto 
de superfície lisa quanto rugosa, foram montados em dois béqueres grandes e estéreis. 
Os procedimentos foram realizados em câmara de fluxo laminar, seguindo todos os 
protocolos de assepsia recomendados. 

Os cupons, com dimensões de 7,5 x 2,6 cm, foram distribuídos em suportes plásticos 
dotados de divisões. Em seguida, vertidos 1000 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth) em 
cada um dos béqueres, de forma que todos os cupons ficassem submersos no meio de 
cultura. Em seguida, foram adicionados 1000 µL do inóculo (salina tubo 0,5 da Escala de 
McFarland), anteriormente preparado, em cada um dos béqueres.

Ambos os béqueres foram incubados em BOD à 35ºC por 48 horas, condições essas 
validadas em experimentos prévios, que testaram as melhores características de adesão 
dos micro-organismos em estudo. 

2.4	Tratamentos 

Avaliou-se a ação de agentes sanitizantes como ozônio, ultrassom, dicloroisocianurato 
de sódio (DCIS), hipoclorito de sódio, radiação ultravioleta, álcool a 70% e água a 80°C 
sobre os grupos de cupons de aço inoxidáveis lisos e rugosos contaminados com os 
micro-organismos em estudo (C. albicans). 

Utilizaram-se três cupons para cada tratamento e três para o controle. O mesmo 
procedimento foi repetido para os cupons de superfície lisa e rugosa, de forma a avaliar 
a ação dos sanitizantes em eliminar ou reduzir a números aceitáveis a carga microbiana 
artificialmente formada. 

Assim, após a adesão microbiana, os cupons de cada béquer foram divididos em 
grupos com 03 cupons (01 grupo controle e outros para a sanitização). O grupo controle 
foi imerso apenas em água destilada por três vezes. Exceto o tratamento com água a 
80°C, os demais foram conduzidos a frio, por 15 minutos, sendo o DCIS (100 mg/L), O3 (2 
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ppm, pressão de 0,3 Kgf e fluxo de 4 L/min de O2), US (38 kHz), hipoclorito de sódio (100 
mg/L) álcool a 70%, e UV. Estes tratamentos foram fundamentados em Veiga; Forgerini 
(2016).

O Experimento foi conduzido em triplicata, com duas repetições.

2.5	 Ensaios microbiológicos 

Os ensaios microbiológicos foram fundamentados em metodologias oficiais descritas 
em Silva et al. (2010) e Andrade (2008). 

Para os grupos controle e tratados, quantificou-se o micro-organismo por meio da 
amostragem padronizada por swab, diluição seriada e semeadura em meios apropriados 
(Ágar Batata Dextrose). 

No processo de preparo para a quantificação, após cada tratamento, os cupons 
foram submetidos à técnica de swab em diagonal nos dois sentidos, abrangendo todo o 
comprimento e largura dos mesmos. O swab foi, então, colocado em um tubo de ensaio, 
contendo 9 mL de solução salina 0,9%, sendo este tubo considerado de concentração 10-

1. Em seguida, o tubo foi submetido à agitação em vórtex por 10 segundos e realizadas as 
diluições seriadas subsequentes até a concentração de 10-4.

Com relação ao procedimento de inoculação, para o controle, alíquotas de 0,1 mL 
das diluições 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4 foram inoculadas em placas de Petri, contendo o meio 
específico para o micro-organismo em estudo (C. albicans: ágar batata dextrose). Os 
inóculos foram realizados em placas, utilizando uma alça de Drigalski para realizar o 
espalhamento e posteriormente, essas placas foram incubadas a 35ºC +/- 0,5ºC. Para 
os tratamentos, todas as diluições foram inoculadas e incubadas seguindo o mesmo 
protocolo utilizado no controle. 

Após 48 horas de incubação, as placas foram submetidas à quantificação por meio 
da determinação do número de Unidades Formadoras de Colônias (UFC). 

Após a obtenção dos resultados, foram empregados métodos estatísticos apropriados 
para verificar a eficiência dos sanitizantes convencionais e alternativos estudados.

3 | 	 RESULTADOS E DISCUSSÃO

O controle de biofilmes microbianos é de grande importância para a indústria de 
alimentos, uma vez que estes podem causar prejuízos econômicos ou problemas de 
saúde pública. Dessa forma, a compreensão do conceito de biofilmes microbianos e 
de aspectos inerentes a sua estrutura e composição, bem como de seu processo de 
formação, são fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle efetivas 
e entendimento do risco que estes representam as indústrias de alimentos. No que diz 
respeito a essas estratégias de controle, a utilização de um processo de higienização 
eficiente, que abranja corretamente as etapas de limpeza e sanitização, é fundamental 
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(OLIVEIRA; BRUGNETRA; PICCOLI, 2010).
Neste trabalho foram observadas reduções significativas de 3 ciclos logarítmicos nos 

resultados dos tratamentos utilizando: hipoclorito de sódio, DCIS, água 80°C e ozônio, 
com percentual de redução de 100% tanto para superfícies lisas quanto rugosas de aço 
inoxidável, como apresentado na tabela 1 e 2. Os padrões de sanitização geralmente 
utilizados conforme Teste Oficial de Detergente Sanitizer da AOAC em caso de superfícies 
que não estarão em contato direto com o alimento são de redução de 99,9% (3 ciclos log). 
O que garante uma sanitização eficaz, respeitando os padrões de uso estabelecidos.

	 Como observado na tabela 1, o tratamento com álcool 70% apresentou percentual 
de redução de 58%, porém nenhuma redução significativa quando considerada em ciclos 
logarítmicos. Já em superfície rugosa o álcool apresentou um percentual de redução de 
100% e 2 ciclos log, o que não atende o padrão de sanitização da AOAC. Comportamento 
também apresentado no tratamento com radiação ultravioleta em ambas superfícies 
tratadas.

	 O ultrassom é utilizado como sanitizante, principalmente combinado com outros 
sanitizantes físicos e químicos. Como elucidado por Burdtz-Jorgensen (1979), o processo 
ultrassônico em si, não reduz significativamente o número de micro-organismos cultiváveis 
em próteses dentárias, mas concorda que em conjunto com soluções desinfetantes, ele 
aumenta a efetividade de desinfecção e não deteriora a superfície polida da prótese. 
Neste experimento, o ultrassom foi empregado isolado e a frio, observando um aumento 
de 96,9% no número de C. albicans nos cupons lisos de aço inoxidável e de 46,8%, nos 
rugosos, após seu emprego. 

O ultrassom é um processo que transforma energia elétrica em energia cinética, 
atuando por meio da cavitação e suas forças e assim, inativa os micro-organismos por 
meio de ciclos alternados de compressão e expansão. Quando se tem micro-oganismos 
aderidos em uma superfície, eles podem estar em grumos e o ultrassom isolado não 
apresentar o efeito desejado, ou seja, ele consegue apenas desagregar as células 
microbianas, mas não consegue inativar todas, o que leva a detecção de aumento no 
número de micro-organismos ao invés de redução (SÃO JOSÉ, 2009; RAMPELOTTO, 
2012).

Segundo Monsen et al. (2009), micro-organismos gram positivos têm demonstrado 
ser mais resistentes ao ultrassom do que os gram negativos devido as suas diferenças em 
relação à estrutura e composição de suas membranas celulares. Resultado observado em 
Andrade (2007), no qual o ultrassom testado apenas com água não se mostrou efetivo na 
redução do número de estreptococos do grupo mutans e de leveduras do gênero Candida.

A partir deste experimento, pode-se constatar que a eficácia dos sanitizantes 
utilizados varia com a característica da superfície e o mecanismo de ação frente ao micro-
organismo utilizado, como elucidado também em Oliver et al. (2019), a concentração 
efetiva de ozônio para desinfecção dos biofilmes muda com o estágio do biofilme 
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formação. O ozônio é usado para a remoção de P. aeruginosa em superfícies, o que 
pode reduzir drasticamente a contagem de micro-organismo até 100%. Além disso, a 
aplicação de ozônio em dispositivos médicos a 33 mg / L por 15 minutos reduz em 5 log 
(99,999%) de contaminação microbiana. Assim, a eficiência do ozônio na remoção de 
biofilmes depende da rugosidade e composição da superfície utilizada, bem como sua 
concentração e período de tempo de uso.

	 Conforme Teste Oficial de Detergente Sanitizer da AOAC, os sanitizantes hipoclorito 
de sódio, DCIS, água 80°C e ozônio obedeceram ao propósito de eliminar ou reduzir a 
níveis seguros de carga microbiana. Deve-se ressaltar que dentre os sanitizantes com 
melhor custo benefício estão água a 80°C e o hipoclorito de sódio que apresentam baixo 
custo, porém o último pode gerar subprodutos tóxicos. 

O Dicloroisocianurato de sódio (DCIS), composto de origem orgânica, tem sido uma 
opção ao hipoclorito de sódio, com melhor desempenho e menor formação de subprodutos 
indesejáveis. Ainda com custo benefício vantajoso, o ozônio é uma tecnologia moderna, 
que elimina micro-organismos resistentes de maneira eficiente (FORGERINI, FERNANDES 
JÚNIOR, OLIVEIRA, 2015).

GRUPO REDUÇÃO CICLOS 
LOGARÍTMICOS PERCENTUAL DE REDUÇÃO (%)

Álcool 70% -* 58
Radiação ultravioleta 2 100
Hipoclorito de sódio 3 100

Ultrassom -* -*
Dicloroisocianurato de sódio (DCIS) 3 100

Água a 80°C 3 100
Ozônio 3 100

Tabela 1: Redução de UFC/mL de C. albicans em ciclos logarítmicos e percentual de redução em 
superfície lisa de aço inoxidável.

* ausência de redução

GRUPO REDUÇÃO CICLOS 
LOGARÍTMICOS PERCENTUAL DE REDUÇÃO (%)

Álcool 70% 2 100
Radiação ultravioleta 2 100
Hipoclorito de sódio 3 100

Ultrassom -* -*
Dicloroisocianurato de sódio (DCIS) 3 100

Água a 80°C 3 100
Ozônio 3 100

Tabela 2: Redução de UFC/mL de C. albicans em ciclos logarítmicos e percentual de redução em 
superfície rugosa de aço inoxidável.

* ausência de redução
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4 | 	 CONCLUSÃO

Ao analisar a eficiência de sanitizantes convencionais e alternativos, para a eliminação 
ou redução de biofilmes formados por Candida albicans em cupons de aço inoxidável 
(lisos e rugosos), concluiu-se que os sanitizantes hipoclorito de sódio, DCIS, água 80°C e 
ozônio, foram os mais eficientes, apresentando percentual de redução de 100% e 3 ciclos 
logarítmicos, tanto para superfícies lisas quanto rugosas de aço inoxidável.
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