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RESUMO

A deposicio de microrganismos numa determinada superficie e a consequente
formacio de biofilme sdo fenémenos que ocorre naturalmente, mas, também, sao estratégias
desenvolvidas pelos microrganismos para se protegerem de factores agressivos externos. Os
microrganismos, quando em biofilme, podem causar sérios problemas nos varios sectores
industriais, bem como, na area médica, pois estes sio mais resistentes a ac¢do dos agentes
antimicrobianos do que quando estio dispersos numa fase liquida. Recentemente, varios
estudos tém vindo a ser realizados de forma a desenvolverem-se protocolos eficazes para
prevencdo da acumulagio de biofilmes nas mais diversas superficies. Na prevencio e
combate a formacao de biofilmes indesejaveis recorre-se, frequentemente, a aplicagao de
agentes quimicos com propriedades antimicrobianas, tais como, biocidas e surfactantes.

A presente dissertagdo teve como principal objectivo avaliar a capacidade do
surfactante cloreto de benzalcénio (BAC) e contribuir, assim, para o desenho e/ou
melhoramento de protocolos eficientes de controlo de biofilmes nas superficies da area
alimentar e médica. O BAC foi testado com culturas em suspensao de Psexdomonas fluorescens
em suspensdo e em sistemas de biofilmes. Os biofilmes foram desenvolvidos em ago inox e
silicone (sujeitos ou nio a pré-tratamento com o surfactante). A eficacia antimicrobiana do
BAC foi, essencialmente, avaliada através da determinagao da actividade respiratéria das
bactérias, do conteido em ATP e da capacidade de remocao de biofilme, tendo-se testado
varias concentragoes, tempos de contacto e presenca de uma substancia potencialmente
interferente (BSA).

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que o BAC apresenta propriedades
antimicrobianas acentuadas, que se manifestam quer com as bactérias em suspensao, quer em
biofilme. No entanto, os biofilmes desenvolvidos sobre o aco foram bastante mais dificeis de
inactivar (BIC=0,25 mM) do que os desenvolvidos sobre o silicone (BIC=0,0625 mM).
Surpreendentemente, estes ultimos foram mais facilmente inactivados do que as culturas em
suspensio (MBC=0,125 mM). A eficiéncia do BAC foi, consideravelmente, reduzida quando
a BSA estava presente nas culturas bacterianas (MBC=1 mM). Ainda em relacao aos ensaios
com biofilmes, o pré-tratamento das superficies favoreceu a formagao de biofilmes, pois, de
uma maneira geral, a acumula¢ao de biomassa sobre as placas de ago e silicone condicionadas
foi maior, assim como, a actividade respiratoria que apresentavam. O condicionamento das
superficies pareceu, também, fomentar nos biofilmes um aumento da resisténcia destes ao
tratamento com o surfactante, uma vez que estes se tornaram mais dificeis de inactivar. Essa
resisténcia foi mais evidente quando foram testadas concentra¢ées de BAC mais elevadas.
Também se constatou que a eficaicia do BAC foi mais significativa na inactivagao dos
biofilmes do que na remog¢ao destes das placas de ago inox e silicone, independentemente,
das superficies estarem ou nao condicionadas. A resisténcia mecanica dos biofilmes, também,
foi superior quando os biofilmes foram, previamente, tratados com o BAC.

A realizagio deste trabalho permitiu concluir que o tipo de material das superficies de
adesdo tem um papel preponderante nas caracteristicas dos biofilmes sobre elas formados,
bem como, na susceptibilidade destes com BAC. Apesar do BAC ter mostrado actividade
antimicrobiana significativa, esta fica comprometida na presenca de matéria organica e
quando as superficies de adesdo sio pré-tratadas com surfactante.
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ABSTRACT

Microorganism’s deposition in solid surfaces, and consequent biofilm formation, are
phenomena that happen naturally but are also microorganism’s strategies to protect
themselves from external toxic factors. Biofilm microorganisms can cause serious problems
in industry and medical area, since they are more resistant to the action of antimicrobial
agents than their liquid suspended counterparts. In recent years, several studies have been
carried out in order to develop suitable and efficient protocols to avoid biofilm accumulation
on the most diverse surfaces. The control and prevention of undesirable biofilms often
includes the application of chemical products with antimicrobial properties, such as biocides
and surfactants.

The main goal of the present study was to evaluate the antimicrobial ability of the
surfactant benzalkonium chloride (BAC) against Psexdomonas fluorescens planktonic cells and
biofilm cells and, thus, to contribute to the design and/or the improvement of efficient
procedures of biofilm control in food and medical surfaces. BAC efficiency was tested
against P. fluorescens planktonic cultures and biofilms formed on stainless steel and silicone
rubber (pre-treated or not with the surfactant). BAC antimicrobial efficacy was basically
evaluated through the determination of the respiratory activity of the bacteria, ATP content
and through the quantification of biofilm removal, being tested several BAC concentrations,
contact times and the presence of an interfering substance (BSA).

Based on the results, it can be concluded that BAC presents noticeable antimicrobial
properties against suspended bacteria and biofilms. However, the biofilms developed on the
stainless steel plates were more difficult to inactivate (BIC=0,25 mM) than the ones formed
on the silicone rubber (BIC=0,0625 mM). Surprisingly, the latter were more easily inactivated
than the bacterial suspended cultures (MBC=0,125 mM). Moreover, BAC efficiency was
considerably reduced when BSA was introduced in the cultures (MBC=1 mM). Concerning
the biofilms assays, the pre-treatment of the surfaces favored biofilm formation, since, in a
general way, the accumulation of biomass on the conditioning metal and silicone plates
increased, as well as the respiratory activity. The conditioning of the surfaces seemed also to
promote the increase of biofilm resistance to BAC, since biofilms became more difficult to
inactivate. That biofilm resistance was more evident when higher BAC concentrations were
applied. From the overall results, it was also possible to detect that BAC was more efficient
in the inactivation of biofilms than in its removal, regardless surfaces were conditioning or
not. The mechanical resistance of the biofilms was also increased when biofilms were
previously treated with the surfactant.

The experimental work gathered in this thesis permitted to conclude that the type of
material of the adhesion surfaces play an important role in the characteristics of the biofilm
formed on those surfaces, as well as, in the susceptibility of biofilms to the surfactant.
Despite that BAC showed to have considerable antimicrobial capacity, that ability was
disturbed in the presence of organic matter and when the surfaces are pre-treated with the
surfactant.
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NOMENCLATURA

Abreviaturas

BAC Cloreto de Benzalconio

ATCC American Type Culture Collection

D.O.  Densidade Optica

BIC Concentracdo minima inibit6ria dos biofilmes

BSA Albumina de Soro Bovino (“Bovine Serum Albumine™)

PBS Tampéo Fosfato Salino

EPS Substéncias Poliméricas Extracelulares (“Extracellular Polymeric Substances”)
SEM Microscopia Electronica de Varrimento (“Scanning Electron Microscopy”)
QAC  Compostos Quaternarios de Amonia(“Quaternary amonium compound”)
CMC  Concentragdo Miceliar Critica

MIC Concentragdo Minima de Inibicéo

MBC  Concentracdo Minima Bactericida (“minimum bactericidal concentration”)
SVT Sélidos Voléteis Totais

BOM  Monitor de Oxigénio (“Biological Oxygen Monitor”)

AR. Actividade Respiratoria

ATP Adenosina Tri-fosfato

RLU Relative Light Units

Simbolos Gregos

0
AtOt

SWS

agua

Angulo de contacto

Energia livre global de interaccdo entre as moléculas de um sélido (s) imerso em
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ALW

SWs

Componente apolar da variacdo da energia livre de adesdo de interaccéo

hidrofébica de uma superficie

AAB

Iwl

Vs

Ve

LW

Vs

Lw

Vw

+

7

Vs

Componente polar

Componentes da tensdo superficial da superficie
Componentes da tensdo superficial da superficie
Componentes da tensdo superficial da superficie
Componentes da tensdo superficial do liquido
Componentes da tensdo superficial do liquido

Componentes da tensdo superficial do liquido
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Introducio

1 INTRODUCAO

Neste capitulo pretende-se contextualizar o leitor para o tema deste trabalho.
Apresentam-se, também, os objectivos gerais da dissertagao, bem como, o modo como esta

foi organizada.
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1.1 OBJECTIVOS DO TRABALHO EXPERIMENTAL

No ambito deste trabalho, pretendeu-se caracterizar o comportamento antimicrobiano
do surfactante cloreto de benzalconio (BAC), em condig¢des operatorias que simulassem
situacoes reais.

Para tal, escolheu-se uma bactéria, frequentemente, encontrada nos mais diversos
sistemas industriais, a Pseudomonas fluorescens, da colecgao ATCC 13525, e variaram-se diversas
condicoes consideradas como determinantes na caracterizacao da eficicia de um surfactante,
tais como:

- Utilizagdo de bactérias crescidas em suspensio (bactérias planctonicas) e
desenvolvidas em biofilme (bactérias na forma séssil);

- Utilizagao de superficies de adesao de material diferente;

- A concentracao do surfactante;

- O tempo de contacto do surfactante com a suspensao bacteriana e com o0s
biofilmes bacterianos desenvolvidos em placas suspensas;

- A presenga de substancias organicas (albumina de soro bovino — BSA);

- Utliza¢do de superficies de adesdo condicionadas, isto é, pré-tratadas com o

surfactante.

Com a realizagdo deste trabalho pretendeu-se:

- Avaliar o efeito antimicrobiano do surfactante BAC sobre as células de
Psendomonas ~ fluorescens em suspensio e em biofilme, quanto a actividade
respiratoria e a remogao de massa;

- Testar a influéncia da presenca de substancias organicas, potencialmente
interferentes, na actividade respiratoria e na eficiéncia da actividade
antimicrobiana do surfactante sobre as células de Pseudononas fluorescens,

- Avaliar a influéncia do tipo de material da superficie de adesdo (aco inox e
silicone) na formagao de biofilme e no desempenho do BAC;

- Avaliar o efeito do condicionamento das superficies de adesio na formagao do
biofilme e na eficacia do BAC;

- Determinar a estabilidade fisica dos biofilmes apds tratamento com cloreto de

benzalconio.

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 2



Introducio

1.2 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacio esta organizada em cinco capitulos, orientados no sentido de
apresentar o trabalho desenvolvido ao longo desta investigacao. Neste primeiro capitulo,
pretende-se orientar o leitor para o tema deste trabalho, apresentando-se o contexto e as
motivagoes que estiveram na base desta dissertagao. Também se expdem os objectivos gerais
da dissertacao, bem como o modo como esta foi organizada. O capitulo 2 constitui uma
breve revisio bibliografica sobre o tema dos biofilmes e do surfactante. Apresenta-se o
conceito de biofilme, apontando as suas principais vantagens e inconvenientes, assim como,
as principais estratégias de controlo de biofilmes. Por fim, faz-se uma breve alusio ao
conceito de surfactante, assim como a alguns dos parametros que afectam a sua eficacia. No
capitulo 3, apresentam-se os materiais ¢ métodos usados durante a execugdao do trabalho
experimental. Os resultados obtidos sdao apresentados, relacionados e discutidos no capitulo
4. Neste capitulo avalia-se o efeito do surfactante BAC na actividade respiratéria de
suspensoOes bacterianas, na auséncia e na presenga de BSA. O efeito do BAC na remocio de
massa e na alteracio da actividade respiratéria de biofilmes de Pseudomonas fluorescens,
desenvolvidos sobre superficies de ago inox e silicone, pré-condicionadas ou nio, também, ¢é
apresentado neste capitulo. Na parte final, apresentam-se e discutem-se os resultados
relativos a caracterizacdo bioquimica dos biofilmes, assim como, a estabilidade fisica dos
biofilmes apds tratamento com BAC. No capitulo 5 faz-se uma sintese das principais
conclusdes resultantes do trabalho experimental realizado no dominio desta dissertagao e

apresentam-se, no seguimento, algumas ideias e sugestoes para trabalho futuro.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Neste capitulo sio abordados os conceitos tedricos que serviram de base para a
execucao deste trabalho. Comega-se por se fazer uma breve revisio bibliografica sobre a
estrutura e composicao dos biofilmes, apontando as suas principais vantagens e
inconvenientes. Referem-se, também, os factores que afectam a formagao do biofilme. Por
fim, faz-se uma breve alusio as estratégias de controlo de biofilmes, incidindo-se na
importancia do uso de surfactantes e enfatizando as suas potencialidades para provocar o
desprendimento e a inactivagdo de biofilmes. Da-se especial énfase ao cloreto de

benzalcénio, que foi o surfactante utilizado neste trabalho.
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2.1 BIOFILMES MICROBIANOS

Os microrganismos sao estruturas simples, que estdo presentes nos mais diversos
habitates, mas capazes de desenvolverem comportamentos bastante complexos.

Apresentam-se nos ambientes aquosos, tanto na forma plancténica com na forma séssil
(Costerton et al., 1987; Characklis ez a4/, 1982). Na forma planctonica os microrganismos
encontram-se em suspensao e dispersos no meio aquoso, enquanto que, na forma séssil se
encontram aderidos a superficies sélidas sob a forma de biofilmes.

No que diz respeito ao crescimento e a capacidade para resistir aos agentes biocidas,
os microrganismos associados em biofilmes exibem um comportamento diferente dos
microrganismos na forma planctéonica. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia das
bactérias dos biofilmes aos agentes antimicrobianos podem estar relacionados com limitagoes
difusionais a passagem do agente pela matriz extracelular, com alteracGes fenotipicas das
células no biofilme e ainda com o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por
alteragdao do genoétipo das células (Donlan & Costerton, 2002; Gilbert ez a/, 2003).

Estima-se que mais do que 90% dos microrganismos vivem sob a forma de biofilmes
(Costerton et al., 1987) e praticamente nao existe nenhuma superficie que nao possa ser ou vir
a ser colonizada por bactérias (Characklis e Marshall, 1990).

A composi¢ao dos biofilmes ¢é dependente das condi¢gdes do meio (como a
temperatura, composi¢ao do meio, pressao, pH e oxigénio dissolvido) (Flemming, 1991;
O’Toole et al., 2000) e nao é necessariamente uniforme, podendo até englobar particulas
solidas (argilas, areias, particulas organicas) provenientes do meio aquoso onde esta imerso
(Characklis e Marshall, 1990; Wimpenny ef a/., 1993).

Existem varias definicdes de biofilme mas, no geral, estes podem ser definidos como
sendo uma matriz polimérica de aspecto gelatinoso, aderida a uma superficie sélida, quase
sempre imersa em meio liquido e que ¢, essencialmente, constituida por um aglomerado de
células microbianas, por agua e pelos seus produtos de excrecdo (substancias poliméricas
extracelulares) (Allison, 2003; Sutherland ez 4/, 2001). Um biofilme é considerado uma
estrutura muito adsorvente e porosa (possui canais de agua e poros) devido a ser constituido
essencialmente por agua (pois contém cerca de 80 a 95% de agua). Os microrganismos
representam somente uma parte da massa de biofilme que, frequentemente, é menor que

10%. As substancia poliméricas extracelulares (“Extracellular Polymeric Substances” - EPS)
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que formam um emaranhado polimérico que envolve todas as células microbianas
representam cerca de 70 a 95% da matéria organica da massa seca do biofilme.

A matriz polimérica é a responsavel pela morfologia, estrutura, coesao, integridade
funcional dos biofilmes e a sua composi¢ao determina a maioria das propriedades fisico-
quimicas e biolégicas dos biofilmes (Flemming e Wingender, 1999).

A composi¢ao quimica das EPS é muito heterogénea e complexa, no entanto, de uma
maneira geral, sio os polissacarideos que predominam (Horan e Eccles, 1986; Wimpenney e?
al., 1993) A matriz polimérica pode ser constituida por proteinas, substancia humicas, acidos
nucleicos (DNA, RNA), (Jahn e Nielsen 1995), glicoproteinas, fosfolipidos (Gehrke ez al,
1998), etc. De acordo com alguns autores esta matriz tem o potencial de prevenir o acesso
fisico de certos agentes antimicrobianos restringindo a difusdo destes para o interior dos
biofilmes (Elvers e Lappin-Scott, 2000; Gilbert e a/., 1997; Allison, 2003).

A estrutura interna dos biofilmes é caracterizada por uma heterogeneidade acentuada:
as células encontram-se agrupadas em aglomerados contendo a rede de polimeros por elas
excretados, entre estes aglomerados (“clusters”) encontram-se canais e poros preenchidos
com o liquido onde a pelicula esta imersa.

Dos microrganismos, frequentemente, encontrados num biofilme, sao as bactérias o
grupo predominante. As elevadas taxas de reproducio, grande capacidade de adaptagdo e de
producao de substancias e estruturas extracelulares, sio as principais caracteristicas que fazem
das bactérias organismos com grandes capacidades de producao de biofilme (Characklis e 4/,
1990). Pseudomonas, Bacillus, Alealigens, Flavobactrium, Staphylococus, sao os géneros mais comuns
de bactérias produtoras de biofilme ainda que umas apresentem, naturalmente, uma maior
aptiddao que outras (Mattila-Sandholm e Wirtanen, 1992; Wirtanen, 1995).

A familia de bactérias mais pesquisada, em termos de adesdo a superficies pertence a
Psendomonadaceae, sendo o género Pseudomonas o mais estudado. Morfologicamente, as

Psendomonas fluorescens tém forma de bastonete cujo comprimento pode variar entre 1,5 ¢ 5 um

e apresentam, geralmente, um diametro inferior a 1 pum. Sdo células procariontes Gram
negativas, aerobias, quimiorganotréficas ou quimiolitoautotréficas facultativas, ndo sio
formadoras de esporos e possuem flagelos que lhes conferem mobilidade. O metabolismo
das Pseudomonas fluorescens é do tipo respiratorio. A sua taxa especifica de crescimento depende
do pH do meio, verificando-se o crescimento maximo a pH 7, diminuindo o crescimento
para valores inferiores a pH 4,5 e superiores a 9 (Pinheiro, 1987). A Pseudomonas fluorescens
produz um pigmento de cor esverdeada, que ¢ fluorescente sob radiagao ultravioleta (Stanier,

1995).
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2.2 BIOFILMES: PREJUDICIAIS OU BENEFICOS?

Os biofilmes podem ter efeitos prejudiciais ou benéficos, em diversas areas tais como
industria, ambiente e saude.

Quando a producao de biofilme ¢é indesejada, este ¢ designado, frequentemente, por
“sujamento biologico” (em inglés, biofouling), podendo ocorrer em inumeras situagoes, tais
como: desenvolvimento nos permutadores de calor em centrais térmicas de producio de
energia; circuitos de transporte de agua (tubos, valvulas), diminuindo a qualidade da agua
(aumentando, consequentemente, os riscos da saude publica); torres de arrefecimento, como
no caso dos equipamentos de processamento do leite (tanques de armazenagem,
pasteurizadores), assim como na deterioracao das superficies dos equipamentos (corrosao).
No sector industrial, as principais consequéncia do sujamento biolégico é a nivel econémico,
devido a redu¢iao do desempenho dos processos, a diminui¢ao da eficiéncia de operagao dos
equipamentos, e aos danos nas superficies sélidas onde se acumulam. Como tal, ha perdas de
energia, verificando-se aumento no consumo energético e diminuicao da qualidade dos
produtos, bem como, despesas acrescidas de limpeza e manutengao através da substituicao
precoce de pegas deterioradas dos equipamentos (Characklis,1990).

Igualmente considerados indesejaveis e extremamente prejudicais a saude, sao as
peliculas bacterianas que se desenvolvem nos dentes, originando a carie dentaria e outras
doencas da boca, nos pulmdes, nos catéteres urinarios, nas lentes de contacto, podendo
originar infecgdes graves, por exemplo, em tecidos (osteomielite e endocardite) e rejeicoes do
material das proteses (Costerton ez al., 1987; Morton e Surman, 1994; Neu, 1996).

A adesao de bactérias a superficies de ago inox e de silicone na inddstria alimentar (por
ex: nos servicos de “catering”’, nas mesas de fabrico e processamento de alimentos, etc) e nas
area médica (instrumentos médicos, tubagens, etc) é um fenémeno recorrente que requer
adequada limpeza e desinfeccao e vigilancia constante. Apds uso, a limpeza quimica ¢
sistematicamente aplicada nos equipamentos e superficies, quer alimentares, quer médicas.
No entanto, esta operac¢ao, quando nao executada devidamente, pode eliminar apenas alguns
dos microrganismos aderidos deixando outros na superficie (Boulangé-Petermann, e 4/,
2004).

Os biofilmes sempre existiram na natureza onde se acumulam nos depodsitos dos rios,
lagos ou no mar sendo benéficos porque contribuem para a remocao de contaminantes da

agua. Tém sido usados em processos biotecnolégicos, nomeadamente, no tratamento de
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efluentes, removendo poluentes organicos e inorganicos de aguas contaminadas. Alguns dos
exemplos mais vulgares da aplicagao de sistemas de biofilme em tratamento de efluentes sao
os filtros de areia, os leitos percolador, os sistemas de biodiscos aplicados a purificagao de
agua, etc. Na industria alimentar, os biofilmes podem ser aplicados na producio de vinagre
por oxidacdo biologica de etanol (Melo, 1994), de acido citrico e na produgao de “sherry”

(Gialtema, 1996).
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2.3 FORMACAO DOS BIOFILMES

A acumulagio de biofilme em superficies ¢ um fendmeno natural que acontece em

meios aquosos e resulta de processos fisicos, quimicos e biolégicos que ocorrem

simultaneamente.

Na Figura 2.1 estao esquematizadas as diferentes etapas de formagao de biofilme.

Meio liquido -

-
S ) ;
. . 4a. perdas por erosao
células bacterianas plancténicas o @&

a»
- 4 R&jdes\j\o,.} Pt
&
\1:\\ & S ﬁ@
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@53 Q 4b. perdas de
2 o° g agregados
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1. adesao & 5,‘3‘ Cg Q y

inicial
® %o\ *%

[ﬁ NN \\ |
Superficie 2. crescimento, divis&o \ B,Ilolﬁlme
s6lida e produgéo de EPS Epg

ocorrendo em todo o biofilme

Figura 2.1- Etapas de formagéo de um biofilme (adaptado de Xavier et al., 2003)

» Etapa 1- Transporte de células livres do meio liquido para uma superficie solida
e sua subsequente fixa¢ao;

» Etapa 2- Crescimento e divisio de células fixas 2 custa de nutrientes
provenientes do liquido circundante, conjuntamente com a producio e
excrecao de EPS;

» Etapa 3- Fixacio de células bacterianas flutuantes (e outras particulas),
contribuindo para a acumulag¢ao do biofilme;

» Etapa 4- Libertagio de material celular por vérios tipos de mecanismos: (a)
erosao superficial (perda de células individuais), (b) descolamento (“sloughing

off”), (c), abrasdo e (d) ataque por predadores.
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O transporte de células livres do meio liquido para uma superficie sélida, e sua
subsequente fixacdo, ¢ a base de todo o desenvolvimento de um biofilme. Esta fase ocorre
em poucos minutos apos o transporte e adsor¢ao a superficie de substiancias organicas
dissolvidas no meio aquoso (Etapa 1 e 2). A velocidade a que ocorre a formacio inicial do
biofilme (também denominado de filme condicionador) depende da concentracio de
moléculas organicas no meio aquoso que contacta com a superficie solida, da afinidade das
moléculas para com o suporte e das condi¢gdes hidrodinamicas do meio liquido (Chamberlain,
1992) sendo de capital importancia para a adesao das moléculas organicas as caracteristicas da
superficie do suporte (carga superficial, energia livre de superficie, rugosidade da superficie)
(Marshall e Blainey,1990 e Flemming, 1990).

Apos ter ocorrido a formagido inicial do biofilme, ocorre o transporte de células
microbianas desde o meio aquoso até a superficie sélida (Etapa 3). Esse transporte ocorre
devido ao gradiente de concentragbes de microrganismos entre o meio aquatico e a
superficie. As moléculas existentes no desenvolvimento inicial do biofilme podem estabelecer
ligagdes para uma adesdo forte e estavel através da formacao de cadeias poliméricas com os
microrganismos existentes a superficie, ou em consequéncia da motilidade que os
microrganismos apresentam devido a existéncia de apéndices externos filamentosos, tais
como flagela, pili, fimbriae (Characklis, 1990) para além das EPS. Uma vez formada a primeira
camada de microrganismos, a adesio de outros microrganismos ¢é favorecida. O
desenvolvimento e reproducdo dos primeiros colonizadores pode também contribuir para a
modificacio das propriedades superficiais da superficie do suporte, tornando-a mais
adequada para a colonizagao subsequente dos microrganismos secundarios, favorecendo
assim a acumulacdo de biofilme (Charackils ¢# a/. 1990).

O processo de desprendimento de por¢des de biomassa de biofilme para o meio
aquoso pode ter origem em fendémenos de erosao superficial, descolamento (“sloughing
off”), abrasio e ataque por predadores (Characklis ez a/., 1990; Gjaltema, 1996; Gantzer ez al,
1989) (Etapa 4). A erosio consiste na perda continua de por¢oes de biofilme causada pelas
alteracoes ambientais, nomeadamente, a alteracoes de fluxo. A taxa de remog¢ido do biofilme
aumenta a medida que o biofilme se vai desenvolvendo. Esta remogao depende também da
velocidade do fluido, tendo esta dois efeitos, pois se, por um lado, o seu aumento
desencadeia um incremento das forgas hidrodinamicas e consequentemente da erosio, por
outro lado favorece a formagao de depdsitos com maior resisténcia mecanica (Vieira, 1995).

O descolamento ou “sloughing off”, acontece quando ha destacamento de grandes

porcoes de biofilme em resultado da alteracio de certas condigoes dentro do préprio
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biofilme. Estd associado a biofilmes espessos, desenvolvidos em ambientes ricos em
nutrientes ou em condi¢oes de baixa tensdo de corte.

A abrasao corresponde a perda de biofilme devido a repetidas colisdes entre a
superficie que suporta o biofilme e as particulas existentes no fluido, ou a colisdes de
particulas suspensas com biofilme (Gjaltema, 1996).

O ataque por predadores (“grazing”) pode também reduzir consideravelmente a
acumulac¢ao de biofilme (Ratsak ez a/., 1996) em resultado dos protozoarios se alimentarem na
superficie dos biofilmes bacterianos.

As proprias células englobadas no biofilme podem provocar o seu desprendimento

pela segregacdo e excre¢ao de enzimas que podem levar a quebra das ligagdes da matriz

polimérica (Boyd e Chakrabarty, 1994).
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2.4 PRINCIPAIS FACTORES QUE INFLUENCIAM A FORMACAO DE

BIOFILMES

De entre os diversos factores que afectam a formagao de peliculas de biofilme e
respectivas propriedades destacam-se: as caracteristicas dos microrganismos; a composi¢ao e
rugosidade das superficies; a composi¢ao do fluido: o pH, a temperatura, a velocidade e
turbuléncia do fluido; a presenca de particulas inorganicas.

O tipo de microrganismo afecta a formagao de biofilmes porque se um microrganismo
apresenta uma maior capacidade de produgao de polimeros extracelulares, esse
microrganismo adere com maior facilidade a suportes sélidos por ligagao entre as cadeias de
polimeros situadas na parede do organismo e no suporte.

O tipo de material, nomeadamente, a composi¢ao e rugosidade, ¢ um factor importante
na formagdo de biofilme porque quase todas as superficies onde ocorre a deposi¢io de
microrganismos possui irregularidades. Estudos efectuados permitiram concluir que a
rugosidade e porosidade do suporte condicionam a adesao celular. A transferéncia de massa
do seio do liquido para o suporte parece aumentar devido a uma intensificagio da turbuléncia
e/ou aumento da drea de transferéncia de massa (Vieira, 1995). A rugosidade de uma
superficie pode aumentar a reten¢ao de microrganismos, pois proporciona locais de abrigo
menos afectados pelas forcas do fluido. Estudos demonstraram que suportes solidos com
poros de dimensoes equivalentes a cerca de 4 a 5 vezes o comprimento dos microrganismos
constitufam as melhores superficies de adesio (Vieira, 1995). O efeito da rugosidade da
superficie é importante quando ocorre a adesio da primeira camada de microrganismos
tendo menos influéncia quando uma superficie de adesao ja tem biofilme formado.

Relativamente a composicao do fluido, ha varios parimetros que influenciam a
formagdo de biofilmes. A maioria dos biofilmes forma-se a valores de pH préximos da
neutralidade. Alteragao do pH para valores superiores ou inferiores a 7 irda com certeza
afectar o desenvolvimento e actividade do biofilme, pois o pH tem um efeito preponderante
no metabolismo microbiano (Pereira, 2001).

O pH também afecta as propriedades eléctricas dos microrganismos e da superficie
dos solidos, podendo alterar a repulsdo electrostatica entre eles e consequentemente o

processo de adesao dos microrganismos as superficies (Melo, 1994).
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A concentragao do substrato ¢ um factor igualmente importante no desenvolvimento
do biofilme. Estudos efectuados por Characklis (1990) demonstraram um aumento de
biofilme com o aumento da carga organica, mantendo-se a velocidade constante.

Os efeitos da velocidade e turbuléncia do fluido tém um papel importante no
desenvolvimento e estabilidade dos biofilmes. Quando se aumenta a velocidade esta vai
interferir, por um lado, com a transferéncia de massa aumentando-a, o que podera beneficiar
o crescimento do biofilme e, por outro lado, quanto maior a velocidade maior a erosdo e
desprendimento de porg¢des de biofilme, diminuindo a biomassa que esta aderida ao suporte
solido. A reducio em biomassa origina biofilmes menos espessos, o que vai favorecer o

transporte dos nutrientes no interior do biofilme.
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2.5 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO DESENVOLVIMENTO EM

BIOFILMES

2.5.1 Vantagens do desenvolvimento dos microrganismos em biofilmes

As principais vantagens destes sistemas de biomassa imobilizada - biofilmes -

relativamente aos de biomassa suspensa sao:

>

Aumento da concentragdo de nutrientes nas interfaces liquido-biofilme uma
vez que a matriz polimérica favorece a adsor¢dao de moléculas de nutrientes;
Proteccao contra factores ambientais agressivos, como por exemplo as
flutuagoes de pH, concentragio de sais, desidratagdao, substancias quimicas
agressivas, agentes bactericidas, predadores, antibioticos.

Possibilidade de troca de material genético devido aos longos tempos de
retengao dos microrganismos.

Facilidade de desenvolvimento de microconsércios que permitem o
estabelecimento de relagdes de simbiose (liquenes) bem como a utilizagdo de
substratos de dificil degradacao (ex: celulose)

Capacidade para estabelecer e colonizar nichos ecolégicos.

2.5.2 Desvantagens do desenvolvimento dos microrganismos em biofilmes

A existéncia de uma matriz a envolver e proteger os microrganismos apresenta dois

principais inconvenientes:

>

Introducao de resisténcias adicionais ao transporte de substancias e metabolitos
resultantes da actividade celulat;
Desvio do substrato para a produ¢iao dos EPS em detrimento da produgao de

células.

Esses inconvenientes traduzem-se, por vezes, numa reducao da taxa especifica de

crescimento dos microrganismos inseridos no biofilme, relativamente a dos mesmos em

suspensao.
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2.6 ESTRATEGIAS DE CONTROLO DE BIOFILMES

Para que nao haja acumulacgao indesejavel de biofilmes em qualquer sistema industrial é
necessario controlar a sua formagao. Para isso é necessario definir estratégias de actuagao de
caracter preventivo, onde se evita ou retarda a formacio de biofilmes. Algumas medidas
podem ser aplicadas:

» Defini¢io e implementacio de um plano de limpeza

» Reducio da concentracio de substincia orginicas (nutrientes) na corrente
liquida

» Implementa¢io de técnicas de monitorizacio de biofilmes, inspeccio visual da
acumulacio de biofilme e de sinais de corrosio

» Projeccio e desenho adequado dos equipamentos (evitar zonas mortas ¢ zonas

de estagnacio, utilizagdo de materiais de construgao de superficies lisa,...).

Devem-se também definir estratégias de caracter curativo, onde se remove total ou
parcialmente os biofilmes ja formados.

Viarias estratégias de controlo de biofilmes podem ser implementadas dependendo da
extensio do problema. Essas estratégias podem recorrer a métodos fisicos, quimicos e
biolégicos.

Os métodos fisicos envolvem técnicas de remocao fisica de biofilmes. Exemplos deste
método sao a limpeza manual, a aplicagao de ultra-sons, a radiagao ultravioleta, a injecgao de
ar ou gas e os choques térmicos.

Quando as medidas preventivas e os métodos fisicos ndo sao suficientes para evitar a
acumulacao do biofilme e as suas consequéncias implementam-se, geralmente, os métodos
quimicos que envolvem a aplica¢ao de compostos com capacidade de remogao da massa de
biofilme e inactiva¢ao dos microrganismos que permanecem na superficie. Estes compostos
sao substincias quimicas com propriedades antimicrobianas, dispersantes e/ou tensioactivas
(ex. surfactantes)- cujos mecanismos de acgao passam pela fragilizacio da matriz polimérica
dos biofilmes, pelo enfraquecimento das interacgbes biofilme - superficies de adesio e pela
dispersao de depositos microbianos. A nivel industrial tem-se vindo, gradualmente, a utilizar
cada vez mais os compostos biodegradaveis e menos toxicos, especialmente surfactantes

sintéticos, denominados por dispersantes ou biodispersantes (Lutey, 1995). O motivo para o
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uso de produtos biodegradaveis de baixa toxicidade ¢ o de restringir que afectem outros
microrganismos que nao os microrganismos alvo, pois esses produtos acabarido por chegar
ao meio. No entanto, todos os quimicos tém algum efeito na vida animal e das plantas. A
dilui¢do e degradagao natural poderio inactivar esse efeito.

Ja tem havido investigacbes em que se demonstrou que quando os tratamentos
quimicos sao realizados por periodos muito longos, as bactérias tornam-se resistentes pois
estas adaptam-se e tornam-se tolerantes ao agente antimicrobiano. A resisténcia dos
microrganismos aos agentes antimicrobianos pode ser, essencialmente, de trés tipos:
resisténcia natural ou inerente ou intrinseca; resisténcia adquirida devido a mutagdo e
resisténcia por adaptacao (Cloete, 2003; Heinzel, 1998). Bactérias intrinsecamente resistentes
sao bactérias cujas propriedades naturais podem reduzir ou prevenir ac¢Ges bacterianas.
Geralmente ¢ verificado que as bactérias Gram — sao menos susceptiveis a biocidas e
antibiéticos do que as bactérias Gram+ (McDonnell e Russell, 1999). A resisténcia intrinseca
nas bactérias Gram- podem envolver varios mecanismos, sendo o mais importante as
propriedades de proteccio da membrana externa. No caso da resisténcia adquirida, os
mecanismos de resisténcia surgem, geralmente, como resultado da aquisi¢io de material
genético ou de mutacao. Também podem ocorrer trocas genéticas resultantes da conjugacao,
transformagdo ou mutag¢oes no genoma da célula (Cloete, 2003; Lambert ¢z al., 2001). Numa
coléonia de biofilme, onde as células microbianas estdo mais proximas umas das outras,
acredita-se que esta proximidade pode aumentar a troca de material genético. A resisténcia
adaptativa é um tipo de resisténcia que as bactérias rapidamente perdem assim que se alteram
as condig¢oes fisiologicas (Heinzel, 1998).

Dos diferentes tipos de resisténcia bacteriana, a resisténcia intrinseca é considerado o
mecanismo mais utilizado pelas bactérias para se adaptarem as condi¢des fisico-quimicas

agressivas a que sao submetidas (McDonnell e Russell, 1999).

2.6.1 Surfactante

Surfactante é uma abreviag¢ao de “agente activo de superficies”, que significa “activo a
superficie”. Um surfactante é caracterizado pela sua tendéncia de adsorver em superficies e
interfaces.

Os surfactantes tém sido intensivamente usados no controlo da formacao de biofilmes
no equipamento industrial, especialmente na industria alimentar (Zottola e Sashara, 1994;

Paulus, 1993).
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2.6.1.1 Classificagdo dos surfactantes

Os surfactantes sao caracterizados pela sua capacidade de reduzir a tensao superficial
dos fluidos aquosos. Esta caracteristica permite-lhes actuar como substancias detergentes,
agentes humificantes, e emulsionantes. Alguns investigadores definiram-os como moléculas
com duas partes distintas: a parte hidrofébica (parte apolar que repele a agua) e a parte
hidrofilica (parte polar que atrai a agua). A parte hidrofilica (polar) é referente ao grupo da
cabega e a parte hidrofébica (apolar) a cauda.

A uma concentragao baixa o surfactante ¢ uniformemente distribuido, enquanto que se
estiver em concentragoes elevadas, o surfactante forma micelas. A concentragao a partir da
qual se inicia o processo de formac¢ao das micelas, a0 qual se di o nome de micelizagao ¢
chamada de CMC (Concentracio Miceliar Critica) que é uma propriedade intrinseca e
caracteristica do surfactante. A formacao das micelas pode ser vista como um mecanismo
alternativo a adsor¢do em interfaces, mediante o isolamento do contacto com a agua dos
grupos hidrofébicos, reduzindo-se, assim, a energia livre do sistema. E um fenémeno
considerado de grande importancia uma vez que as moléculas de surfactante se tornam muito
diferentes quando presentes em micelas ou unidades livres em solucio.

As micelas sao esferas de agregados de moléculas caracterizadas por um nucleo
hidrofébico e uma superficie externa hidrofilica. Numa micela, a parte da cabeca (grupo
hidrofilico) encontra-se em contacto com a agua enquanto que a parte da cauda, como é
hidrofébica, encontra-se no interior da micela. Assim, quando um surfactante, em solucdo
aquosa, ¢ adsorvido, a superficie hidrofébica normalmente orienta o grupo hidrofébico para
a superficie e expde o grupo polar a agua. A superficie torna-se assim hidrofilica e, como
resultado, a tensdo interfacial entre a superficie e a agua ¢é reduzida.

A classificagao primaria dos surfactantes é feita de acordo com a natureza idnica do
grupo cabega polar, sendo designados de anidnicos, catibnicos, nao-i6nicos e anfotéricos,
conforme esse grupo de cabega seja um aniao, um catiao, nao tenha carga ou contenha dois
grupos de carga de diferente sinal, respectivamente.

Os surfactantes mais vulgarmente utilizados sao os surfactantes aniénicos e cationicos.
Ambos tém um papel na desinfeccdo pois podem inactivar células vivas (McDonnell e
Russell, 1999) e alterar as propriedades superficiais da superficie de adesao e, por este motivo,

contribuir para prevenir a adesio (Campbell ¢z a/, 1999) e promover o destacamento de
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células aderidas. Os surfactantes aniénicos reduzem a permeabilidade da parede celular e
podem dissolver a membrana celular. Os surfactantes catibnicos adsorvem a superficie da
membrana celular e reagem com os fosfolipidos que compdem a membrana citoplasmatica e,
também, reagem quimicamente com a carga negativa dos ides associados a parede celular
(Lutey, 1995). A forca electrostatica estabelecida entre o quimico e a célula cria “stress” na
parede levando a lise celular e consequentemente a morte da célula.

Os compostos quaternarios de amoénio (QAC’s) representam o grupo dos surfactantes
catibénicos e manifestam, normalmente, actividade antimicrobiana. Os QAC’s causam a morte
celular por desnaturagao das proteinas, alterando a permeabilidade da parede celular e
reduzindo a entrada normal de nutrientes na célula. Consequentemente, ha libertacio de K
intracelular e de outros constituintes intracelulares e induzindo-se a autolise celular (Ishakawa
¢t al., 2002; McDonnell e Russell, 1999; Tabata ez a/, 2003).

A actividade antimicrobiana do QAC’s depende da sua estrutura e tamanho, mas
depende, especialmente, do comprimento da cadeia longa do grupo alquilo. A eficacia dos
QAC’s aumenta com a temperatura ¢ o pH, sendo as condi¢oes alcalinas as mais facoraveis.
A pH<3 os QAC’s sdo praticamente ineficientes.

No presente trabalho, o surfactante testado foi o cloreto de benzalcénio (BAC)

preparado em solu¢oes de concentragoes abaixo da sua concentragao miceliar critica (CMC)

de 5,3x10°M deste surfactante (Smith ez a/., 2002).

2.6.1.2 Cloreto de Benzalconio (alkyldimethylzylammonium chloride)

O cloreto de benzalconio (BAC) ¢ uma mistura de compostos de alkyl benzyl dimethyl
ammonium. O BAC tem vindo a ser utilizado como um agente antimicrobiano e surfactante
na industria, em produtos de limpeza, em preparagdes farmacéuticas e em produtos de
consumo. Devido a grande capacidade de desinfec¢io que tem vindo a evidenciar, a
concentragao de uso ¢é, normalmente, menor que 1% (Gardner e a/ 2000), sendo,
especialmente, eficaz entre pH 6 e 8.

A estrutura quimica do cloreto de benzalconio é mostrada na figura seguinte (Figura

2.2).
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Figura 2.2- Estrutura quimica do cloreto de benzalconio - BAC (adaptado de McDonnell et
al., 1999)

A natureza surfactante destes compostos dificulta a analise devido a agregacao dos
compostos e a formacao de micelas.

O seu largo espectro de actividade antimicrobiana cobre bactérias, leveduras, fungos,
algas, liquenes e organismos formadores de biofilme. Como composto activo nas superficies,
o BAC, quando usado em concentra¢des de 1 a 2%, reduz a tensao superficial da agua, causa
uma boa humedificagdo e penetragio em profundidade estando, portanto, garantidas
condigdes para ser utilizado como agente de pré-tratamento de superficies.

O cloreto de benzalconio tem vindo, também, a ser usado como um ingrediente activo
em desinfectantes. No entanto, tem sido observado uma relativa fraca actividade
antimicrobiana contra Pseudomonas e Aspergillus (Paulus, 1993), bem como, a sua inactiva¢ao
por detergentes anidnicos e matéria organica.

No presente trabalho, a actividade antimicrobiana do surfactante BAC foi testada em
biofilmes de Pseudomonas fluorescens tormados sobre superficies de ago inoxidavel e silicone. A
eficacia antimicrobiana do BAC foi avaliada em termos da sua capacidade de inactivagao e de
remog¢ao de biofilme determinando-se, respectivamente, a actividade respiratoria das
bactérias constituida nos biofilmes e a variacdo da massa de biofilme (através da avaliacio do

Seu Peso seco).

2.6.2 Estudo da susceptibilidade das células bacterianas ao surfactante

A concentragao dos agentes antimicrobianos é um dos factores mais importante a
determinar de forma a haver sucesso aquando da sua aplicagao (Russell e MacDonnell, 2000).
O uso de concentragoes baixas (concentragoes inibitorias ou sub-letais) pode conduzir ao
desenvolvimento de fenémenos de adaptacio que se podem traduzir em resisténcia
adaptativa dos microrganismos a esses produtos antimicrobianos (Mereguetti, e/ a/., 1999).
Tendo em conta que a concentragdo do biocida é um factor determinante na eficacia

antimicrobiana do mesmo, o estudo do efeito da alteracio da concentracio na taxa de
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inactivagdo das células, pode ser determinado com base em alguns parametros. A
sensibilidade das células bacterianas a ac¢ao dos agentes antimicrobianos ¢, normalmente,
determinada pela concentragio minima necessaria para inibir o crescimento dos
microrganismos (Concentragao Minima de Inibi¢io - MIC), em que os microrganismos
contactam desde o inicio do seu crescimento (inoculagao) com o agente antimicrobiano. Para
a obtencio do MBC (concentragao minima bactericida), o microrganismo ¢ inicialmente
desenvolvido e s6 depois sujeito a agressio do produto antimicrobiano (Johnson ez a/., 2002;
Gilbert ez al, 2003; Ishikawa ez al, 2002). O MBC ¢ normalmente referido como a
concentracao a qual j4 nao se detecta actividade dos microrganismos, depois de um
determinado tempo de contacto destes com os agentes antimicrobianos (geralmente 99,9%
de inactivagao). Refira-se, no entanto, que por vezes os conceitos de MIC e MBC sao usados
quase indistintamente, apesar destes se obterem com condi¢cdes operatérias diferentes.

Neste trabalho, o estudo comparativo da susceptibilidade das bactérias Pseudomonas
[fluorescens, em suspensio e desenvolvidas em biofilmes, ao surfactante (BAC) foi caracterizada
em termos de MBC, quer para as bactérias em suspensdo, quer para as bactérias associadas
em microcoldnias (biofilme). Refira-se que em relagio a estes dltimos, o uso da denominagio
MBC, foi substituida pela denominacao BIC, isto ¢, a concentra¢ao minima de inactivacao de

biofilme (Johnson e al., 2002).

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 20



Fundamentos tedricos

2.7 SUBSTANCIA INTERFERENTE

A matéria organica pode interferir com a eficiéncia antimicrobiana de varios produtos
usados na limpeza e desinfec¢ao de superficies, como, por exemplo, os produtos surfactantes
(Ishikawa ez al., 2002). Frequentemente, estabelecem-se interac¢des entre o surfactante ¢ a
matéria organica presente no meio resultando numa diminui¢do da concentragao livre do
agente antimicrobiano para reagir com os microrganismos. A diminui¢do da eficacia do
surfactante pode também ser devida a barreira protectora criada pela matéria organica em
torno dos microrganismos, protegendo-os do ataque dos agentes antimicrobianos. Uma
adequada limpeza das superficies antes da aplicagao do surfactante ou a aplicagao,
conjuntamente com o surfactante, de um detergente adequado podera resolver este tipo de
inibi¢do da ac¢ao do agente antimicrobiano por matéria organica.

No trabalho realizado, a substancia interferente utilizada foi a albumina de soro bovino
(BSA), que é uma das substincias recomendadas pela norma europeia EN 1276:1997.

Segundo esta norma, para simula¢ao de condigdes sujas deve-se testar a BSA na concentracio

de 3 ¢/L.
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2.8 ESTABILIDADE FiSICA DOS BIOFILMES

A estabilidade fisica dos biofilmes, isto ¢, o seu comportamento fisico face a alteragoes
das condi¢bes hidrodinamicas do meio circundante, é uma caracteristica de grande
importancia, quer em biofilmes benéficos, quer em biofilmes prejudiciais, pois tem um papel
determinante na estrutura e funcao dos sistemas de biofilme.

Tal como ja referido, os biofilmes sao microambientes complexos onde as bactérias
estdio envolvidas numa matriz polimérica que lhes confere protecgio face a factores
agressivos ambientais externos (Campanac ez 2/, 2002). A matriz polimérica contribui para a
estabilidade fisica dos biofilmes pelo preenchimento e formacao de espagos entre as células
bacterianas, mantendo-as juntas.

Os procedimentos de controlo da formagao de biofilmes incluem normalmente a
aplicacao de agentes quimicos e forcas mecanicas. O uso somente de produtos quimicos
pode nao bastar para a limpeza e remogdao dos biofilmes, uma vez que, regra geral, os
biocidas podem inactivar os biofilmes mas, estes permanecerem aderidos as superficies
(Flemming, 1996). Esta situacao nao ¢ desejavel, pois estes biofilmes podem, posteriormente,
recuperar a sua actividade e/ou serem utilizados como suporte para o desenvolvimento de
novos biofilmes, bem como, serem usados como substrato por outros microrganismos. Com
as medidas mecanicas de remocao de biofilme, pretende-se obviar essa situacdo, isto &,
pretende-se remover esses biofilmes inactivos por variagdes bruscas das condic¢oes
hidrodinamicas do meio (homeadamente, as forgas de tensdao de corte). Para que as acgoes
mecanicas tenham sucesso, ¢ importante saber, antecipadamente se a aplicagao de produtos
quimicos favorece ou prejudica a coesao da estrutura do biofilme e assim interferir com as
medidas fisicas de remoc¢io de biofilme.

Sendo assim, neste trabalho, também se procurou avaliar se a aplicacio do BAC
alterava a estabilidade fisica intrinseca dos biofilmes, afectando, assim, o posterior tratamento

mecanico de remocao dos biofilmes.
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3 MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo sao descritos os métodos analiticos e instrumentais utilizados na
execuc¢ao do trabalho experimental. Sio também referidas as metodologias e equipamentos
utilizados no cultivo dos microrganismos na forma plancténica e na forma de biofilme.
Apresenta-se, ainda, uma caracterizagao sumaria do surfactante (BAC) testado, assim como, a

proteina BSA..
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3.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado ao longo dos ensaios laboratoriais, tanto nos ensaios em
suspensao como nos ensaios de formacao de biofilme, foi uma estirpe da bactéria Gram-
Psendomonas fluorescens obtida da colecgao americana (ATCC 13525). Optou-se por esta
bactéria porque esta possui uma grande capacidade de formagao de biofilme, assim como,
também, pertence ao género Pseudomonas, que é um dos géneros mais frequentemente
encontrados nos circuitos de agua dos sistemas industriais (Mattila-Sandholm e Wirtanen,

1992; Bott, 1995).

3.11 Modo de preservagao

A bactéria Pseudomonas fluorescens foi conservada a 4 °C, em tubos de ensaio inclinados e
rolhados com algodiao cardado com meio soélido de nutriente agar. Periodicamente, a cultura
era repicada para novos inclinados de nutriente agar.

A reactivagao das células foi feita por espalhamento da bactéria em meio sélido de
nutriente agar (20 g/L) em placas de Petri. As placas de Petri foram postas a incubar a
27+1°C, durante cerca de 24 h. As colbnias assim obtidas constitufam o “stock’ de bactérias

para utilizagao posterior.

3.1.2 Meio de cultura

A bactéria Pseudomonas fluorescens cresceu eficazmente em meio sintético aquoso cuja

composicao esta descrita na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Composig¢ao do meio de cultura para a Pseudomonas fluorescens

Componentes Concentragio (g/L)

Glucose 5
Peptona 2.50
Extracto de levedura 1.25
KH,PO, 1.88
Na,HPO,.2H,0 2,15

O meio de cultura foi preparado dissolvendo todos os componentes mencionados na
tabela anterior, em agua destilada.

Todos os meios de cultura utilizados, quer para preparagao de indéculos quer para a
alimentacao dos reactores, foram esterilizados num autoclave durante 20 min a 121°C.

A preparacdo dos meios de cultura, utilizados nos diversos ensaios, foi efectuada com
tampao fosfato pH 7, de modo a proporcionar o pH 6ptimo de crescimento da bactéria
Psendomonas fluorescens. O tampao utilizado na lavagem das células foi o tampao fosfato salino
(PBS) também a pH 7.

A composi¢ao das solugoes tampao esta resumida na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Composigao das solugdes tampéao a pH 7 utilizadas nos diferentes ensaios

Componente Tampao Fosfato (pH 7) | Tampio PBS (pH 7)

KH,PO, (g /L) 0,75 0,75
Na,HPO, (/L) 312 312
NacCl (g/L) - 0,25
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3.1.3 Preparagao do indculo

Na inoculagao dos reactores foi necessiria uma quantidade suficiente de bactérias,
assim como, foi necessario que estas se encontrassem em fase de crescimento exponencial.
Para tal procedeu-se do seguinte modo:
- Em condi¢Ges de assepsia, inoculou-se 200 mL de meio de cultura, num matraz de
500 ml, com células obtidas a partir do espalhamento da bactéria em placas de
Petri;
- Incubou-se a 27 °C, com agitagio orbital (140 rpm) durante, aproximadamente, 12 h
(o tempo necessario para que a cultura atingisse a fase exponencial de crescimento);
- Decorrido esse tempo, as suspensoes bacterianas foram utilizadas para ensaios em

suspensao, bem como para inoculagiao dos reactores de formagao de biofilme.
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3.2 SUPERFICIES DE ADESAO

Para os ensaios que envolveram a formagao de biofilmes, foram utilizadas placas de
aco inox 316 e placas de silicone como superficies de adesao (de dimensdes 2,5%2,5cm e
Imm de espessura). Estes materiais foram escolhidos pois grande parte dos equipamentos
industriais, nomeadamente na industria alimentar, e instrumentos e superficies médicas sao
fabricados com estes materiais.

O aco inox ¢ largamente usado na industria alimentar pois ¢ considerado um material
de facil limpeza e resistente a corrosao em solucoes alcalinas ou acidas (Boulangé-Petermann,
2004). No entanto, num meio como a agua, ar ou area alimentar, o aco inox ¢ modificado
pela adsor¢ao de camadas organicas, camada, usualmente, referida como filme condicionador.
Este filme modifica as propriedades fisico-quimicas da superficie do material.

Antes de serem usadas, as placas de ago inox, foram polidas com lixa de agua sendo
posteriormente desengorduradas (detergente comercial), lavadas abundantemente com agua
da torneira e em seguida com agua destilada. As placas de silicone foram desengorduradas e
lavadas do mesmo modo como se procedeu para as placas de aco inox, tendo-se, contudo,

efectuado o polimento com esfregio verde (comercial) em vez da lixa de agua.
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3.3 SURFACTANTE

O objectivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano de um surfactante, na
remogao e inactivagao das bactérias Psexdomonas fluorescens aderidas as superficies referidas no
ponto 3.2 bem como, na inactiva¢ao das suspensoes bacterianas.

O surfactante testado foi o Cloreto de Benzalconio (BAC) obtido da Calbiochem
(Cat.no0.198901). Este surfactante pertence ao grupo dos compostos quaternarios de amoénio
(QAC) (Paulus, 1993).

Na Tabela 3.3 sio apresentadas algumas caracteristicas deste produto.

Tabela 3.3 - Caracteristicas do surfactante — Cloreto de Benzalconio

Parametro Cloreto de Benzalconio

Formula quimica [C.H;H, N(CH,)CH,R]Cl
Peso molecular 354
Estado fisico Liquido (viscoso)
Cor Incolor a amarelo palido
Solubilidade em agua Soluvel
pH a 20°C 7e8
Ponto de solidificagiao Aproximadamente +5 a —12°C

O surfactante BAC foi fornecido no estado liquido viscoso com concentracao 0,444 M,
a partir do qual se preparou uma solugao stock por diluicao 1:40 em 4agua ultra-pura, a
temperatura ambiente. Era a partir desta solugdo que se preparavam, por diluicio com agua,
as diversas concentra¢oes de trabalho. De cada vez que se realizava um ensaio, uma nova
solu¢ao de dilui¢ao de 1:40 foi preparada de forma a garantir que a mesma se mantinha com

caracteristicas constantes.

3.3.1 Concentragoes de trabalho

Nos testes laboratoriais realizados as concentracbes de surfactante usadas, foram
sempre as mesmas, ou seja, 1,95 E-3 mM; 0,00391 mM; 0,00781 mM; 0,0156 mM; 0,0313
mM; 0,0625 mM; 0,125 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; ¢ 1 mM. O critério base de seleccdo destas
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concentragdes do BAC foi operar abaixo da concentragao miceliar critica (CMC= 5,3x10°M)

deste surfactante (Smith ez a/., 2002).

3.3.2 Condicionamento das placas de ago inox e silicone

No estudo da influéncia do BAC na adesiao de Pseudomonas fluorescens as superficies,

placas de a¢o inox e silicone foram pré-tratadas com concentragoes de surfactante de 0,0625

mM; 0,125 mM; 0,25 mM; 0,5 mM. Este pré-tratamento, que foi denominado de

condicionamento foi realizado colocando placas de ago inox e silicone em matrazes contendo

solucbes de surfactante a varias concentragoes, durante 30 minutos.

3.3.3 Substincia interferente (Albumina de soro bovino)

Uma das partes do trabalho experimental incluiu a avaliagio do comportamento do

surfactante quando em presenca de uma potencial substancia interferente. Optou-se pela

proteina albumina de soro bovino (BSA), uma vez que as proteinas podem influenciar a

actividade antimicrobiana de biocidas e surfactantes (Simoes e al., 2003) e também porque ¢é

esta que é recomendada pela Norma EN 1276:1997. A proteina utilizada neste estudo foi

obtida da Merck.

A caracterizagao da proteina utilizada, a BSA, esta na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Caracteristicas fisicas e quimicas da proteina BSA

Parametro
Peso Molecular
Cor
pH (60 mg/mL agua)

Albumina
Proteina
Glicose
Glicerol

L-Lactase

BSA
68000
Amarela
6,8 7,2
298 %
<95 %
<0,05 %
<0,005 %
<0,1 %
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3.4 ENSAIOS REALIZADOS COM CULTURA DE Pseudomonas fluorescens

Neste trabalho, a investigacdo experimental envolveu, numa fase inicial, o estudo do
modo de acgdo do surfactante em culturas em suspensao de Pseudomonas flnorescens e, numa
fase posterior, a investigagdo do modo de actuacio do mesmo surfactante nas bactérias

Psendomonas fluorescens quando estas estavam constituidas em biofilme.

3.4.1 Ensaios com Pseudomonas fluorescens em suspensio

Para a preparagao das suspensoes celulares, as culturas bacterianas de Psexdomonas
fluorescens crescidas em matraz durante 24 h (segundo o procedimento referido no ponto
3.1.3) foram centrifugadas a 5000 rpm, durante 7 min, a 20 °C, e lavadas 3 vezes com PBS
por centrifugacio. O pellet obtido foi, depois, ressuspendido num determinado volume de
tampao fosfato de modo a obter-se uma suspensao bacteriana com densidade optica proxima
de 0,4 (absorvancia a 640 nm). Esta suspensao foi, depois, distribuida por matrazes de 100
mlL (cada um contendo 50 mlL de suspensio bacteriana) para os ensaios posteriores de

averiguacao da eficacia do BAC.

3.4.1.1 Aplicagio do surfactante

A cada matraz (100 mL) contendo 50 mL de suspensao bacteriana foram adicionados
volumes adequados da solu¢ao de surfactante de modo a obter-se concentragoes finais de
BAC de 1,96E-3 mM; 0,00391 mM; 0,00781 mM; 0,0156 mM; 0,0312 mM; 0,0625 mM; 0,125
mM; 0,25 mM; 0,5 mM e 1 mM. Durante os ensaios os matrazes, contendo as suspensoes
bacterianas, foram mantidos em agitacao (120 rpm) e a temperatura de, aproximadamente,
27+1 °C. Apés 30 min de contacto das células bacterianas com o BAC, procedeu-se a
lavagem da suspensao bacteriana com PBS. Para tal, a suspensdo bacteriana foi vertida para
tubos de centrifuga adequados e centrifugada a 4000 rpm durante 7 min. O pellet obtido foi,
posteriormente, lavado trés vezes com PBS por centrifugacido, por forma a garantir-se a
auséncia de glucose bem como de outras fontes externas de energia. Com esta pratica de
lavagem também se garantiu que a concentra¢ao residual de BAC em cada suspensio
bacteriana foi reduzida a um nivel significativamente inferior ao da concentragio minima

inibitéria do BAC (resultados nao apresentados). Desta forma, a acgdo téxica do surfactante
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foi praticamente neutralizada tornando dispensavel o uso de um neutralizador especifico. O
pellet bacteriano obtido apos as lavagens foi ressuspendido em 50 mL de tampao fosfato pH
7. Estas suspensoes bacterianas foram reservadas para posterior avaliacio da sua actividade
respiratoria.

Quando se pretendeu avaliar o efeito do tempo de contacto do surfactante com a
suspensao bacteriana, na actividade respiratéria da mesma, o procedimento experimental
seguido compreendeu a aplicacio de uma s6 concentracio de BAC (0,0625 mM) as
suspensoes bacterianas variando-se somente o tempo de contacto (5 min; 15 min; 30 min; 45
min e 60 min). Apés cada tempo de contacto, as suspensoes bacterianas foram lavadas de
acordo com o procedimento acima referido.

Em todos os testes efectuados, alguns matrazes representativos das suspensoes

bacterianas foram reservados para controlo e a estes nao foi adicionado o surfactante.

3.4.1.2 Adig¢ao de BSA as suspensées bacterianas

Para a avaliagdo da interferéncia da BSA na actividade respiratéria da Pseudomonas
flnorescens, a cada um dos matrazes contendo 50 mL de suspensao bacteriana foi, previamente,
adicionada uma determinada quantidade de BSA por forma a obter-se uma concentragao
final, em cada matraz, de 3 g/L (concentracio recomendada pela norma europeia EN
1276:1997 para simulacio de condi¢Oes sujas). Estes matrazes contendo as suspensoes
bacterianas mais a BSA foram colocados numa incubadora orbital com uma agitagao de 120
rpm. Ao fim do tempo de contacto pretendido entre a suspensdao bacteriana e a BSA,
procedeu-se a recolha do pellet bacteriano bem como a sua lavagem da mesma forma como
referido no ponto 3.4.1.1. Depois do pellet ressuspendido em tampio fosfato a pH 7
procedeu-se a determinag¢do da actividade respiratoria microbiana.

Nos ensaios da avaliagcao da influéncia da BSA na eficiéncia antimicrobiana do BAC, 3
g/L de BSA foram adicionados a suspensio bacteriana (D.O.y,, inicial de 0,4). Apds
homogeneizacao da suspensao bacteriana com a BSA, a suspensdo resultante foi repartida
pelos diferentes matrazes, cada um contendo um volume de 50 mL. Apds esta fase, para os
ensaios de avaliagdo da influéncia da BSA na eficiéncia antimicrobiana do BAC, quando
utilizado contra a bactéria Pseudomonas fluorescens, as suspensoes bacterianas, contendo a
proteina, estiveram 30 min em contacto com diferentes concentragdes de BAC (1,96E-3 mM;
0,00391 mM; 0,00781 mM; 0,0156 mM; 0,0312 mM; 0,0625 mM; 0,125 mM; 0,25 mM; 0,5

mM e 1 mM), encontrando-se os matrazes em agitacao continua (120 rpm). No fim dos 30
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min, procedeu-se a lavagem da cultura bacteriana de acordo com o protocolo atras descrito e
a determinacao da actividade respiratéria especifica das bactérias.

Em todos os ensaios realizados, alguns matrazes representativos das suspensoes
bacterianas com 3 g/I. de BSA foram reservados para testes de controlo e a estes nio foi

adicionado o surfactante.

3.4.2 Ensaios com biofilme formado por Pseudomonas fluorescens

3.4.2.1 Instalagao experimental

Nesta fase da investigacio em que se pretendeu avaliar o modo de actuagio do
surfactante nas bactérias Pseudomonas fluorescens quando estas estavam constituidas em biofilme

foi necessario montar um sistema experimental para formagiao de biofilme (Figura 3.1 e

Figura 3.2).

HEID FRESCO
DILUIDD

Figura 3.1- Fotografia geral da instalagdo experimental
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A)

: AREJADOR DE
BOMBAS PERISTALTICAS ST AQUARIO |

Figura 3.2- Fotografia mais pormenorizada da instalagdo experimental

Este sistema compreendia, essencialmente, dois reactores: um deles de 0,5 L. de volume
util (denominado de fermentador) era aquele onde se procedia ao desenvolvimento continuo

da Pseudomonas fluorescens para inoculagao continua de um segundo reactor de 2 L. de volume.

Reactor 1 (Fermentador)

Para a obtencdo de uma fonte constante de bactérias Pseudomonas fluorescens em fase
exponencial de crescimento, preparou-se um reactor de vidro de 0,5 L e esterilizou-se em
autoclave, a 121 °C durante 15 min, ja contendo meio de cultura tamponado (preparado de
acordo como descrito no ponto 3.1.2), a barra magnética para posterior agitagdo, o tubo
dispersor de oxigénio para o arejamento, as tubagens (de silicone) para a alimentagdo e
arejamento do reactor. A agitagao foi promovida pela introdugdo de uma barra magnética
adequada no interior do reactor e este permaneceu sobre uma placa de agitagao de velocidade
regulavel. Quanto ao arejamento do reactor, este era implementado pela entrada de ar
atmosférico através de um arejador de aquario. Antes de entrar no fermentador, o ar
atravessava um filtro de disco (GyroDisc de porosidade 0,2 pm) para evitar qualquer tipo de
contaminac¢do do ambiente exterior, como particulas e microrganismos.

Antes da inoculacdo do fermentador foram fixadas as condi¢des 6ptimas de operagao
no que respeita a velocidade de agitacio e ao arejamento.

O reactor contendo meio de cultura ja esterilizado, foi inoculado com a transferéncia
de um inéculo entretanto preparado em condigdes assépticas (como descrito no ponto 3.1.3).

Inicialmente o reactor foi colocado em modo descontinuo durante cerca de 24 h até
que as células atingissem uma concentragao elevada. Terminado este tempo, o reactor passou
a funcionar em modo continuo pela alimentagio (100 mL/h) de meio de cultura fresco

através de uma bomba peristaltica. O nivel do fermentador foi mantido pela saida do excesso
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de cultura microbiana para o reactor 2 por um tubo de silicone através de uma bomba

peristaltica.

Reactor 2

Para o estudo da accdo do surfactante sobre biofilmes de Psexdomonas fluorescens foi
necessario promover a formacao de biofilmes nas superficies de adesdo seleccionadas. Na
formagdo de biofilmes em placas suspensas, foi necessario um suporte metalico construido
para o efeito. Este suporte era constituido por uma vareta central de ago inox que possuia
hastes perpendiculares dobrados na ponta para pendurar as varias placas de aco inox/silicone
(Figura 3.3)

A tampa do reactor 2 possuia num dos orificios uma rolha de borracha perfurada para
acomodar o suporte das placas para adesao dos microrganismos.

O conjunto formado pelo reactor, suporte com placas de aco/silicone, tubagens e
barra magnética, meio de cultura, devidamente acondicionados, foi esterilizado em autoclave
a 121 °C durante 15 min. O nivel deste reactor foi mantido pela saida de excesso de cultura

microbiana para o esgoto através de um tubo “ladrao”.

Figura 3.3- Pormenor do suporte das placas de ago inox/silicone

3.4.2.2 Formacgaio de biofilme em placas suspensas

A formagido de biofilme era promovida nas placas de adesao instaladas no reactor 2,
reactor este continuamente alimentado e inoculado com cultura microbiana proveniente do
fermentador (reactor 1) (Figura 3.1 e Figura 3.2).

A alimenta¢ao do reactor 1 (a um caudal de 10 mL/h) era fornecida através de uma
bomba peristaltica a partir de um matraz de 5 litros que continha meio de crescimento
esterilizado. Para que nao houvesse formagao de espumas foram adicionadas umas gotas de
agente anti-espumante a este meio de cultura. Parte da cultura produzida neste reactor (cerca

de 100 mL/h) foi encaminhada por uma bomba petistiltica através de uma tubagem de
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silicone para inocular continuamente o reactor 2, mantendo-se assim, também, um nivel
constante de suspensao bacteriana no reactor 1.

O reactor 2 foi também alimentado com um meio de cultura fresco diluido. O caudal
de alimentacio do meio de cultura fresco diluido foi ajustado para cerca de 0,97 L/h através
de uma bomba peristaltica. Este meio estava incluido em recipientes de plastico, esterilizaveis
em autoclave, com uma capacidade de 50 L. O meio foi preparado por diluicao dos seus
constituintes com agua da torneira. Esta alimenta¢ao tem por objectivo garantir a dilui¢ao da
concentracao bacteriana assim como constituir uma fonte de nutrientes.

Os biofilmes bacterianos foram desenvolvidos nas placas suspensas no reactor 2

durante 5 dias.

3.4.2.3 Aplicagido de surfactante

No estudo da accio antimicrobiana do surfactante em biofilmes de Pseudononas
fluorescens foi necessario a aplicagio de BAC a esses biofilmes. Sendo assim, depois do
biofilme formado, as placas com biofilme foram transferidas para matrazes contendo
solucdes de diferentes concentracdes de BAC. As placas foram mantidas em posicdo vertical
por suspensao no proprio matraz. Em seguida colocou-se os matrazes em agitagao a 40 rpm
(uma rotagao baixa para que nao houvesse desprendimento de biofilme) e durante 30 min.

No fim do contacto das diferentes concentracées de BAC com o biofilme formado, as
placas foram retiradas, e o biofilme formado nas placas foi raspado para um goblé, sendo
seguidamente, lavado de acordo com o descrito no ponto 3.4.1. As suspensoes bacterianas

resultantes forma reservadas para posterior avaliagao da actividade respiratoria.

3.4.3 Determinagdao da estabilidade fisica de biofilmes desenvolvidos por

Pseudomonas fluorescens

Para se conhecer o modo como os biofilmes de Pseudomonas fluorescens reagiam
fisicamente face a alteracdes hidrodinamicas do meio envolvente, foi avaliada a sua
estabilidade fisica intrinseca antes e apods aplicacio de BAC, de acordo com Simdes e dl.
(2003a).

Para tal, promoveu-se o desenvolvimento de biofilmes sobre a superficie de 3 cilindros
de aco inox (ASI 316; diametro=2,2 cm; comprimento=5 cm) introduzidos num reactor
biolégico de 3,5 LL de capacidade. Este sistema rotativo de formagao de biofilme, foi descrito

por Azeredo e Oliveira (2000). As condi¢des de operagao deste reactor biolégico foram
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semelhantes as aplicadas no reactor 2 ja anteriormente descrito. Ou seja, este reactor foi
também inoculado com bactérias provenientes do reactor 1 e continuamente alimentado com
uma corrente diluida de nutrientes (ponto 3.4.2.1). Durante o periodo de formagao dos
biofilmes (5 dias) os cilindros foram mantidos em constante rotaciao a uma velocidade de 300
rpm. Depois de 5 dias de formacio, os cilindros com o biofilme (Figura 3.4) foram
removidos com cuidado do reactor biolégico de 3,5 L. Um dos cilindros foi imerso num
reactor com tampao fosfato (o cilindro de controlo), os restantes cilindros foram inseridos
em reactores contendo diferentes solu¢Oes de surfactante de concentragdo diferente (o
volume de cada reactor era de 170 mL). Este tratamento quimico foi realizado com os
cilindros em rotacao a 300 rpm durante 30 min. Seguidamente, os cilindros foram removidos
dos reactores, que continham as solu¢des de surfactante, foram pesados e introduzidos
noutros reactores contendo tampao fosfato e submetidos consecutivamente a uma série
crescente de velocidades de rotagao, ze., 500, 1000 e 2000 rpm, por um periodo de 30
segundos cada. Com o aumento da velocidade de rotagao dos cilindros alterou-se as forgas de
tensao de corte na superficie destes, modificando-se, deste modo, as condi¢des
hidrodinamicas do sistema. O peso himido de cada cilindro com o biofilme aderido foi
determinado antes e depois de cada velocidade de rotagao. As experiéncias foram repetidas
em trés diferentes ocasioes.

Para cada experiéncia, os cilindros de ag¢o inox foram identificados e pesados antes e
depois de serem introduzidos nos varios reactores. O mesmo procedimento foi seguido com
o ensaio de controlo, isto é, com o cilindro mais biofilme aderido imerso na solucao tampao.
A massa humida de biofilme removida da superficie de cada cilindro, depois de cada
velocidade de rotagao, foi expressa em percentagem de biofilme removido, de acordo com as

equagoes seguintes:

Biofilme remOVidOS()O rpm (0/0) = <Xapés tratamento _XS()O)/( Xapés tratamento Xc) x100 (Eq l)

Biofilme removido,, tpm (0)= KsgXi000)/ ( Xapés ratamento ~ 2xc) X 100 (Eq. 2)
Biofilme removido,, tpm (70)= (Xi500-X000)/ ( Xapés wratamento ~ ¢ )X 100 (Eq. 3)
em que X, i qaumento fEPresenta o peso do biofilme humido mais cilindro depois da

aplicacao do BAC durante 30 min, X_¢ o peso humido do cilindro, X, , X0, Xa000 ¢ © pesSO
himido do biofilme mais cilindro apds a aplicagio das varias velocidades de rotagao,

respectivamente, 500, 1000 e 2000 rpm.
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A estabilidade fisica dos biofilmes foi avaliada pela determinacao da massa perdida
devido a exposi¢ao dos biofilmes, tratado ou nao com BAC, ao aumento da velocidade de

rotacao no sistema rotativo de formacao de biofilme.

Figura 3.4- Fotografia de um dos cilindros de ago inox com biofilme desenvolvido durante 5

dias (Cortesia Manuel Simbes)
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3.5 METODOS ANALITICOS

3.5.1 Determinagido da biomassa

3.5.1.1 Determinacgio dos solidos voliteis totais

A massa de biofilme formada nas superficies das placas de ago inox e silicone foi
quantificada pela determinacio dos sélidos volateis totais (SVT) de suspensoes
homogeneizadas de biofilme, de acordo com o descrito no APHA, AWWA, WPCF Standard
Methods (1989). A massa de biofilme acumulada nas superficies de adesao foi expressa em

mg biofilme por cm”da 4rea da placa de adesio (mg ;. g,/ cm’).

3.5.2 Determinagao da actividade microbiana

3.5.2.1 Método respirométrico

O ensaio de respirometria permite a medi¢ao do consumo de oxigénio, na auséncia de
uma fonte de carbono, e por adi¢ao de um substrato oxidavel, podendo este ultimo consumo
de oxigénio ser considerado uma medida indirecta de actividade respiratéria das células
(Stewart ef al, 1994; McFeters ez al, 1995).

A actividade respiratoria das amostras foi avaliada através da medicao das taxas de
consumo de oxigénio necessarias para a oxidagao da glicose.

A ac¢iao antimicrobiana do BAC foi avaliada em termos da reducio da taxa de
consumo de oxigénio necessario para a oxida¢ao da glicose.

O respirébmetro usado neste trabalho experimental foi um respirometro (BOM -
Biological Oxygen Monitor ) “Yellow Springs Instruments” (Model 53) e o procedimento
seguido foi o descrito segundo Pereira ez al, 2002. O respirémetro ¢é constituido por dois
eléctrodos de oxigénio encaixados num suporte de perspex que se introduz hermeticamente
numa camara de reac¢ao (Figura 3.5). Nestas camaras de reac¢ao (com um volume util de 10
a 12 ml) encontrava-se a biomassa em agitacio proporcionada por um magnete. O consumo
de oxigénio foi continuamente monitorizado e enviado por um sistema de aquisicao de dados

(adquirido em computador através do programa LABTECH NOTEBOOKpro.
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CELULAS DO
RESPIROMETRO

MONITOR DE
OXIGENIO

ELECTRODOS
DE OXIGENIO

Figura 3.5 - Fotografia do respirémetro

Antes de cada ensaio de respirometria, as amostras foram lavadas 3 vezes com PBS
(pH 7) de modo a garantir a auséncia de fonte de carbono e a reducao significativa da
concentragao do surfactante, o que minimiza as interferéncias que o surfactante poderia criar
na actividade celular durante o ensaio da respirometria.

Posteriormente foram ressuspendidas em 10 ml de tampao fosfato e colocadas nas
células do respirometro.

As amostras ja dentro das células do respirometro foram arejadas durante 30 minutos
de modo a garantir a saturacdo em oxigénio e o eventual consumo de algum carbono
residual. As células do respirémetro foram fechadas com os eléctrodos de oxigénio, tendo-se
o cuidado de remover todas as bolhas de ar existentes no interior da célula antes de ser
accionada a agitagao magnética.. O programa LABTECH NOTEBOOKpro era seleccionado
e dava-se inicio ao ensaio de respirometria com a aquisi¢ao dos dados no computador.

Apbs se obter uma curva consideravel, correspondente ao consumo de oxigénio na
auséncia de glicose, injectava-se um determinado volume de substrato (50 pL. de uma solugio
de glucose de concentragio 50 g/L) e deixava-se correr o ensaio até se obter uma nova curva
representativa (normalmente, de maior declive que a primeira).

Todos os testes respiratorios foram efectuados pelo menos duas vezes.

A taxa especifica de consumo de oxigénio pode ser determinada na presenga ou
auséncia de fontes de carbono e energia externas aos microrganismos. No caso de nio
estarem presentes fontes de carbono ou de energia externas, o consumo de oxigénio ¢ devido
ao metabolismo enddgeno designando-se esta taxa de respiracdo por taxa de respiracao
endégena. Na presenca de fontes de carbono e energia, o consumo de oxigénio ¢ devido as

reac¢des de oxidagdo, designando-se a taxa de respiracio por taxa de respiragio total. Um
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respirometro de funcionamento descontinuo permite obter a evolu¢do da concentracio em

oxigénio dissolvido ao longo do tempo. Este registo ¢ denominado de respirograma.

Oxigénio dissolvido

Figura 3.6 — Exemplo de um respirograma tipo: 1 e 3 — respiragdo enddgena; 2 —
respiragdo total; A — injecgdo de substrato; t — tangente no ponto de injecgdo de
substrato

A interpretacdo de um respirograma envolve o calculo da taxa de respiracio enddgena
(fases 1 e 3) e da taxa de respiragao total (fase 2). A taxa de respiragao enddgena ¢é calculada a
partir do declive da recta obtida na fase 1 e a taxa de respiracdo total é calculada a partir da
tangente no momento da injecgdo de substrato. A taxa de respira¢ao devido a adi¢ao de uma
determinada concentragao de substrato é igual a diferenca entre a taxa de respiracao total e a
taxa de respiracao endégena. Esta diferenca, apds determinaciao da quantidade de biomassa,
foi designada de actividade respiratéria especifica. E representada, abreviadamente, pela sigla
AR (Actividade respiratoria especifica) e vem expressa em mg O,/ g, - Min para ensaios em
suspensio e em mg O,/g; o...min para os ensaios com biofilme.

Para determinar a actividade respiratoria especifica, é necessario, entdo, conhecer a
biomassa (matéria volatil) presente na camara de reac¢ao do respirometro. Para tal, no fim do
ensalo retirou-se o conteudo das camaras de reac¢iao e colocou-se num cadinho (registando-
se o volume utilizado), que, por sua vez, foi colocado numa estufa durante cerca de 24 h
sendo, posteriormente, submetido a uma temperatura de 550 °C (numa mufla) para

determinacao do material volatil (tem de se ter o cuidado de registar o volume da amostra).

Avaliacdo da reducio da actividade

O efeito do BAC na actividade respiratoria das Pseudomonas fluorescens, toi avaliada

quantitativamente em termos da reducdo da actividade respiratéria, tendo por referéncia a
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actividade respiratéria nos ensaios realizados na auséncia de BAC (teste de controlo). Os
resultados foram determinados com base na seguinte equagao:

O/O de redugao = ((ARControlo_ARBAC)/ ARContmlo) x 100 (Eq 4)

Em que AR(, . € 2 actividade respiratoria do teste de controlo, sem tratamento com
BAC, e ARy, ¢ a actividade respiratéria apos a aplicagdao de cada concentragao de BAC.

O mesmo procedimento foi usado quando a BSA foi adicionada as culturas bacterianas
em suspensiao. Neste caso, as culturas bacterianas do ensaio de controlo também incluiam 3

g/L da referida proteina.

3.5.3 Método para a determinagio de ATP

Os organismos possuem ATP como fonte de energia e quando ocorre perturbagdes ao
nivel celular, como a ocorréncia de ruptura das membranas, ha libertagdo de ATP para o
meio extracelular. Este fendémeno é, normalmente, denominado de lise celular. Neste
trabalho doseou-se o ATP libertado para o meio de cultura com o objectivo de se avaliar se
ocorria lise celular pela adicao de diferentes concentragoes de BAC as culturas de Pseudomonas
fluorescens.

O ATP libertado foi determinado com recurso a um aparelho denominado de
bioluminémetro em que os valores de ATP sio medidos em RLUs (RLU - Relative Light
Units).

O ATP libertado das células foi medido com um sistema de luciferina-luciferase/sigma

FL-AAM. Ap6s o tempo de contacto com o BAC, a 100 ul de amostra da suspensao celular

foi adicionado 100 pl de uma mistura de luciferina e luciferase diluida 25x. A transmissao da
luz foi medida num bioluminémetro (Lumac, Biocounter M 25000). Os ensaios de controlo
foram realizados com tampao fosfato e com diferentes concentra¢oes de BAC para avaliar a
interferéncia do surfactante com o método.

O efeito do BAC nas bactérias, avaliado em termos de conteudo relativo de ATP

libertado, foi calculado usando a seguinte equagio:

Conteudo relativo de ATP= (RLU, / RLU,) (Eq. 5)
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onde RLU; ¢ o RLU do ensaio de controlo (bactérias sem adicao de BAC) ¢ RLU, é o

RLU da amostra em teste.

3.5.4 Caracterizagao bioquimica de biofilmes

A caracterizagao bioquimica de biofilmes envolveu a quantificacao do teor de proteinas
e polissacarideos totais (extra e intracelulares) constituintes do biofilme. Para tal, procedeu-se
numa primeira fase a separagao da matriz polimérica do biofilme recorrendo ao método de
extracgdo com resina Dowex. Posteriormente, quantificou-se as proteinas através do método
de Lowry e al., utilizando um Kit Sigma P5656. Para a quantificacio dos polissacarideos

utilizou-se o método de Dubois.

3.5.4.1 Método de extracciao com Resina Dowex

O protocolo utilizado para a extracgao da matriz polimérica com resina Dowex (50X 8,
Na" form, 20-50 mesh, Aldrich-Fluka 44445) foi desenvolvido e optimizado para biofilmes
de Pseundomonas putida por Jahn e Nielson (1995). A resina Dowex tem vindo a ser utilizada
com sucesso para a extrac¢ao da matriz polimérica (Azeredo, 1998), usando o tampao de
extraccio (0,328 g/L. Na,PO,; 0,48 g/L. NaH,PO,; 0,527 g/1. NaCl; 0,0746 g/1. KCl a pH 7).

Comegou-se por se raspar o biofilme das placas de adesio procedendo-se.
Posteriormente, a sua lavagem por centrifugacao com tampao fosfato pH 7. O pellet obtido
foi ressuspendido em 50 mL de tampao de extrac¢ao, tendo-se de seguida adicionado 50 g de
resina Dowex por grama de solidos volateis de biofilme. O teor em sélidos volateis do
biofilme foi previamente determinado de acordo com APHA, AWWA, WPCF Standard
Methods (1989). A suspensao obtida foi agitada a 600 rpm durante 4 horas e a temperatura
de 4 °C. Apds este tempo a resina foi separada da mistura e esta foi centrifugada a 3777 g
durante 5 min. O sobrenadante obtido correspondia a matriz enquanto que o pellet
correspondia as células. Posteriormente, cada uma das frac¢oes obtidas (sobrenadante e

pellet) foi analisada quanto ao teor de proteinas e de polissacarideos.

3.5.4.2 Proteina Total

A quantificagdo da proteina total foi efectuada pelo método modificado de Lowry ez a/
(1951) utilizando o kit Sigma P5656. O reagente de Folin & Ciocalteu, cujo constituinte

activo é o acido misto fosfomolibdotungstico, esta na base deste método. Este acido, na
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presenca de proteina, é reduzido por perda de 1 a 3 atomos de oxigénio. Obtém-se assim
varias espécies reduzidas possuindo uma cor azul caracteristica (absor¢ao maxima a 745 nm).
A fixagao do cobre por quelagao facilita a transferéncia de electrées para o acido misto.

O procedimento experimental consistiu em adicionar a 1 mL de amostra, 1 mL de
reagente de Lowry e homogeneizou-se no vortex durante 30 segundos. Apés 20 min de
reac¢ao, a temperatura ambiente, voltou-se a homogeneizar e adicionou-se simultaneamente
0,5 mL de reagente de Folin & Ciocalteu’s . Deixou-se reagir a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz durante 30 min, findo o qual se leu a absorvancia a 740 nm. O branco obteve-se
pela substituicio da amostra por solu¢ado tampao (a mesma na preparagao das culturas
bacterianas), seguindo-se o mesmo procedimento utilizado na amostra.

Antes das determinagdes e sempre que se mudava de reagente, procedia-se a calibragao
do espectrofotémetro através da analise de solugdes padrao de albumina soro de bovino (0

mg/L a 400 mg/L).

3.5.4.3 Conteudo em polissacarideos

Os polissacarideos sao vulgarmente determinados por métodos colorimétricos, que
envolvem o aquecimento da amostra com acido sulfirico concentrado e a adigdio de um
reagente, por exemplo, o fenol. Este ¢ o método mais utilizado porque permite obter
resultados com precisao. O mecanismo de acgdo deste método, envolve a hidrélise dos
polissacarideos em monossacarideos que reagem com o reagente, desenvolvendo uma cor
caracteristica. Este método requer um padrao que normalmente ¢ a glicose uma vez que
apresenta uma grande semelhanga com os mondémeros que compdem os polissacarideos
permitindo assim estimar a quantidade de polissacarideos nas amostras (Azeredo, 1998).

A determina¢do do conteido em polissacarideos foi realizada pelo método de Dubois
et al. (1956). O procedimento experimental consistiu em adicionar a 1 ml. de amostra, 1 mL
de solucio de fenol (50 g/L, preparado com dgua ultra pura filtrada) e, de forma rapida, 5 mL
de acido sulfurico concentrado (97 %). Agitou-se no vortex e, apds arrefecimento a
temperatura ambiente, leu-se a absorvancia a 490 nm. O branco obteve-se pela substitui¢io
da amostra por solug¢ao tampao (a mesma utilizada na preparaciao das culturas bacterianas)
seguindo-se o mesmo procedimento utilizado na amostra (Pereira, 2001).

A calibragio do espectrofotéometro foi realizada recorrendo a solugdes padrio de

glicose (entre 0 mg/L e 80 mg/L).
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3.5.5 Influéncia do BAC nas propriedades supetficiais de placas de ago e

silicone

Quando se pretende estudar os mecanismos de adesao de microrganismos a suportes é
necessario o conhecimento das propriedades superficiais tanto do suporte como da superficie
das células.

Neste ponto descreve-se a técnica utilizada para a determina¢do das propriedades
superficiais que estdo na base da adesio de microrganismos, nomeadamente a tensao
superficial e a hidrofobicidade. Estes parametros foram determinados a partir dos valores dos
angulos de contacto obtidos sob superficies de aco inox e silicone condicionadas ou nao com
surfactante.

Existem varios métodos para a determinacdo das tensoes superficiais de soélidos. As
técnicas mais utilizadas baseiam-se na medi¢ao dos angulos de contacto.

Este método consistiu em determinar o angulo formado por uma gota de um liquido
sobre uma superficie solida. Este método deve ser utilizado sobre superficies homogéneas,
planas, lisas e secas o que torna a sua aplicagao a microrganismos bastante dificeis (Johnson ez

al, 1977).

3.5.5.1 Determinag¢io da tensio superficial
Sdo varios os métodos utilizados para determinar as tensoes superficiais dos solidos. A
técnica mais usada e mais vulgarmente aceite é a medicao de angulos de contacto.

Para determinar as componentes apolar 75" (componente apolar devida as interacces
de Lifshitz-van der Waals- LW) e polar y® (componente polar devida as interac¢ao de acido-
base de Lewis) de um material s, mediram-se os angulos de contacto (0) na superficie desse
material formado por trés liquidos distintos, cujas componentes apolares (") e polares
(}/AB , 7, 7") eram conhecidas.

O angulo de contacto (0) formado por uma gota de liquido sobre uma superficie sélida
esta directamente relacionado com a molhabilidade da superficie por esse liquido.

Existem varios métodos para a medi¢io do angulo de contacto sélido/liquido, no
entanto, de acordo com Busscher (1984), o método mais facil de utilizar é o da gota séssil.

Segundo van Oss ez a/. (1988) a tensdo superficial é determinada pelo somatorio entre a

componente apolar e polar da respectiva superficie. A equagio de Young-Good-Girifalco-

Fowkes (Eq. 7) relaciona os angulos de contacto (0) formado por uma gota de agua (Oy),
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formamida (0;) e a-bromonaftaleno (0;) (Tabela 3.5) sobre uma determinada supetrficie com

. N o o W AB -
as respectivas componentes das tensdes superficiais do liquido (7, , 7", 7/, 7)) e do

solido (75", 7%, 75, 7).

Os liquidos usados para a determina¢ao das tensoes superficiais do ago inox e do
silicone foram: a.-bromonaftaleno (liquido apolar), formamida e agua (liquidos polares), cujas
componentes da tensio superficial encontram-se na Tabela 3.5.

E de referir que os liquidos utilizados foram escolhidos porque cumprem o requisito
necessario a qualquer liquido destinado a ser usado na medic¢ao dos angulos de contacto, que
¢ ter a tensao superficial superior a tensdao superficial do sélido. Caso contrario, o liquido

espalhar-se-ia no solido e nao seria possivel a medi¢ao dos angulos.

Tabela 3.5 - Componentes da tenséo superficial da agua, formamida e a-bromonaftaleno a
20°C

Tensio supetficial (m]/m?)

Liquido

Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
o-bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0

Entio a equagido de Young-Good-Girifalco-Fowkes sera:

(1+cosB) 7, = Z(WSLW%LW T AT 7.*) (Eq.7)

em que s ¢ /significam solido e liquido, respectivamente.
Com os valores dos angulos de contacto obtidos com a agua (0y), formamida (0;) e o—

bromonaftaleno (0y), aplicando a Equacio 7 e, com auxilio dos valores da Tabela 3.5 obtém-

se o seguinte sistema de equagdes:

y2 =111(1+ cosé, }
5,049,y +5,049,/y. =36,4(1+cos6,)—1555(1+ cosb;) (Sistema 1)

6,293,y +15104/y. = 29(1+ cos 6, ) — 20,806(1+ cos F,)
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Trata-se de um sistema de 3 equagdes com 3 incognitas, de facil resolucdo, que permite

obter os valores de y™" ¥, 77 .
A tensio superficial, 7., de acordo com van Oss e al.(1988) resulta da soma de duas

LW . AB .
componentes (e y, ), ou seja:

r =y + 28 (Eq. 8)

eV ¢a componente apolar (interac¢do de Lifshitz-van der Waals), cujo valor resulta

~ . AB ., . ~ , . . ,
da resolugao do sistema 1; y,~ ¢ a componente polar (interacgao de acido base de Lewis) e ¢é

determinada por:

Ve =21 Y (Fa- 9)

em que y, representa o parimetro da tensio superficial devida a capacidade da

substancia aceitar electrdes e Y, corresponde a tensdao superficial devida a capacidade de

ceder electroes.

O medidor de angulos de contacto utilizado foi o OCA 15 PLUS, DATAPHYSICS. O
método aplicado para a leitura dos angulos de contacto foi o método da gota séssil (Busscher,
1984), a temperatura ambiente (aproximadamente 20-22 °C).

As medi¢oes dos angulos de contacto formados foram realizadas com recurso a um
sistema de analise de imagem (G2/G40) instalado no aparelho. Neste sistema, as imagens
foram transmitidas através de uma camara de video para um computador onde foram
processadas. As placas de ago inox e silicone foram sujeitas a uma lavagem inicial com
detergente comercial, e lavadas, posteriormente, varias vezes com agua destilada e colocadas a
secar numa estufa a 40°C. Para a medi¢ao dos angulos de contacto das placas condicionadas,
estas foram também, inicialmente, limpas com detergente comercial, lavadas abundantemente
com agua destilada e condicionadas de acordo com o método referido no ponto 3.3.2, antes
de serem secas na estufa. Apds secagem, as placas foram colocadas sobre o suporte do

medidor de angulos de contacto e com auxilio de uma seringa foi deixada cair uma gota de 2

uL de cada um dos liquidos na superficie do material a testar. E de referir que, para cada
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material de suporte, foram feitas trés réplicas por liquido de medi¢ao, tendo-se efectuado

entre 20 a 30 medic¢Ges.

3.5.5.2 Determinag¢io da hidrofobicidade de materiais sélidos

A hidrofobicidade ¢ um parametro fundamental na interpretacio do fenémeno da
adesdao de microrganismos a superficies em ambientes aquaticos. Pretendeu-se, com base na
determinagao deste parametro, prever o caracter hidrofébico e hidrofilico das superficies de
adesdao em estudo.

Para a determinacao da hidrofobicidade de materiais, a maioria dos métodos existentes
nao permite a determinacio de um valor quantitativo de hidrofobicidade e simplesmente
comparam se as superficies ou microrganismos sao mais ou menos hidrofébicas.

Existem diversas técnicas que permitem avaliar o caracter hidrofébico ou hidrofilico
das superficies. O método universalmente usado para determinar a hidrofobicidade de
materiais é a medi¢ao de angulos de contacto. A medi¢ao dos angulos de contacto, formado
por um liquido sobre uma superficie sélida, permite avaliar a molhabilidade dessa superficie.
Se esse liquido ¢ a agua, o angulo de contacto esta directamente relacionado com a

hidrofobicidade da superficie.
Segundo Valcarce ¢z al. (2002), quando os angulos de contacto formados pela 4dgua (6,))

sobre uma superficie sao superiores a 65° a superficie é hidrofébica enquanto que se derem
valores inferiores, a superficie é considerada hidrofilica. Ja para van Oss e Giese (1995),
quando os angulos de contacto formados pela dgua (6,) sobre uma superficie sdo inferiores
a 50° a superficie ¢ hidrofilica, para valores superiores, trata-se de uma superficie
hidrofébica. Segundo estes dltimos autores, o calculo da hidrofobicidade permite quantificar
a hidrofobicidade de uma superficie através das componentes das tensdes superficiais do
solido e da 4gua.

De acordo com este critério, a hidrofobicidade ¢ definida em termos de energia livre de

. ~ . - , , tot
interacgio entre as moléculas de uma superficie (s) imersa em 4dgua (w), (AGq,, ). Quando

®

O~

energia livre global de interacgao entre as moléculas de um solido (s) imersa em agua

. ot . I . T A .
atractiva (AGg,, ¢ negativo), significa que as moléculas do sélido tém menor afinidade para a
, . , . . o1 tot .

dgua do que entre si. Uma superficie hidrofébica apresenta valores de AGg,, negativos.
Quando a energia livre global de interaccio entre as moléculas de um sélido (s) imerso em

, . . . ot » . 1 .
dgua ¢ suficientemente repulsiva (AGg,, é positivo), a supetficie do solido é considerada
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hidrofilica. Quanto maior for o valor absoluto de AG: mais hidrofébica (valotes negativos)

ou mais hidrofilica (valores positivos) é a superficie ( van Oss e Giese, 1995).

tot
SWS >

A energia livre global de interacgio, AG,,, entre as moléculas da superficie (s) imersa
em 4gua (w) ¢ calculada pelo somatério das componentes apolar (AGLe - que cotresponde as

. . . . N e AB
interac¢oes electrodindmicas ou interacgdes de Lifshitz-van der Waals) e polar (AG,, - que

corresponde as interacgoes acido-base de Lewis) da energia livre de interacgao.

AGP = AGIW + AGL® (Eq. 10)

Sendo AGSI(NV\SI e AGX®

sws» A8 componentes apolar e polar respectivamente, de energia

livre de interac¢ao, entre a superficie (s) e a agua (w).

A componente apolar ¢ determinada por:

AGgy = -2( ye =rat )2 (Eq. 11)

Lw ~ . -~ Lw
O y, representa a componente apolar da tensao superficial da superficie e y,, ada

agua.

A componente polar calcula-se do seguinte modo:

AG,,. = -4 [W:m rors —Arive —\/75_7;} (Eq. 12)

Sendo 7.7, € ¥uVw OS parimetros dador (+) e aceitador (-) das componentes polares

da tensdo superficial para a superficie (s) e para a 4gua (w) respectivamente.
O valor das componentes apolar e polar da tensdo superficial da 4gua encontram-se

tabelados a temperatura ambiente e sao os seguintes:
yo¥ =218 mJ/m?e yA°=512m]/m? (em que y. =y, =255 m]/m?), determinados a

temperatura ambiente (van Oss ¢ al., 1988).
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3.5.5.3 Aspectos termodindmicos gerais da adesdo inicial ou energia livre

Interfacial de adesio

Para ocorrer o contacto entre uma célula microbiana e uma superficie numa solugao
aquosa, ¢ necessario que o filme liquido que reveste estas duas superficies seja removido.
Assim, a interface bactéria/liquido e a interface superficie de adesao/liquido sao substituidas
por uma nova interface, isto ¢, célula microbiana/supetficie de adesao.

Segundo Absolom ef a/ (1983), a interaccao entre a célula microbiana e a superficie
solida s6 é possivel, de um ponto de vista termodinamico, quando conduz a uma redugao da
energia livre interfacial do sistema (AG<O0).

A energia livre de interacgdo entre duas superficies, 1 (célula microbiana) e 2 (material

de suporte) imersa num liquido 3 ¢ dada pela equagao de Dupré (van Oss, 1991).
AGip, =71, = V13 =723 (Eq. 13)

em que y,, ¢ a tensdo interfacial entre as superficies 1 e 2, ;5 ¢ a tensdo interfacial

entre as superficies 1 e 3 e y,; € a tensao interfacial entre as superficies 2 e 3.

Actualmente, a maioria dos autores aceita a teoria de van Oss ez /. (1988), segundo a
qual a tensao superficial corresponde ao somatério da componente apolar das interacgdes de
Lifshitz-van der Waals (LW) e a componente polar devida as interacgbes do tipo
aceitador/dador de electrdes, também designada por interac¢oes de dcido-base de Lewis.

€CoY
1

Sendo assim, para uma substancia (indice “i”), a tensdo superficial total é dada pela

seguinte expressao:

vi= i (Eq. 14)
Ja que as componentes apolar (LW) e polar (AB) das tensoes superficiais sao aditivas, a

equag¢ao de Dupré pode ser reformulada de modo a obter a energia livre interfacial de adesao
d
(AGpy, ).

AGE, = AG) +AG/S (Eq. 15)

Como ja referido, para ocorrer adesao tera de haver uma diminui¢ao da energia livre
global (AGf;Z <0). No entanto, segundo varios estudos realizados, nem sempre este critério é
verificado, apesar de ocorrer adesdao, ou seja, constatou-se que ocorria adesio apesar de
AGZ, >0.

Portanto, este critério termodinamico nao pode ser generalizado, no entanto, podera

ajudar a interpretar uma tendéncia de adesdo de uma estirpe a diferentes suportes.
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3.5.6 Microscopia electrénica de varrimento

A microscopia electrénica de varrimento (SEM) permite a observacio com grande
pormenor da estrutura superficial do biofilme (Pereira, 2001). A grande desvantagem desta
técnica reside nos métodos de preparacao das amostras, que, na maior parte dos casos, nao
permitem a observagdo tal qual das mesmas. Por outro lado, o seu poder de resolugao nem
sempre ¢ suficiente, nomeadamente quando se pretende observar estruturas extracelulares
que possam estar envolvidas na adesao (Azeredo, 1998).

Antes de se proceder a observacao por SEM, o biofilme formado nas superficies de
adesao ( placas de aco inox e silicone) foi desidratado através da sua imersao em solugdes de
etanol absoluto de concentragao crescente até 100 % (10 %, 25 %, 40 %, 50 %, 70 %, 80 %,
90 %), permanecendo cerca de 15 min em cada solugdo. Seguidamente, as placas com
biofilme foram transferidas para um excicador para secagem completa (2 a 3 dias
aproximadamente). Apds esta etapa, as amostras foram examinadas num microscépio
electronico de varrimento entre 10 KV e 15 KV. As observacdes foram documentadas
através da aquisi¢do de registos fotograficos.

A técnica de microscopia electronica de varrimento foi utilizada neste trabalho para
averiguar possiveis modificagdes da estrutura superficial dos biofilmes de Pseudomonas
fluorescens (Figura 3.7) na adesao as placas de aco e silicone previamente tratadas ou nao com

surfactante.

Figura 3.7- Fotografia da bactéria Pseudomonas fluorescens obtidas por microscopia

electrénica de varrimento
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

3.6.1 Distribuigao ¢de Student

Com o intuito de testar os resultados obtidos durante a execuc¢ao do trabalho pratico,
estes foram testados estatisticamente no sentido de verificar se as diferencas entre os
resultados dos parametros de estudo (Influéncia do [BAC] e [BSA] na actividade respiratéria
da  Pseudomonas fluorescens) com os verificados nos ensaios de controlo, podiam ser
considerados estatisticamente significativos. Para tal, recorreu-se a distribui¢ao # de Student
para comparagio das médias obtidas em conjuntos de determinagdes. Os resultados
experimentais que apresentam as diferengas entre os pares de valores com niveis de confianga
superiores a 95 %, foram considerados como estatisticamente significativos.

Sempre que a analise dos resultados experimentais considerou que os valores eram
significativamente diferentes ou iguais, entre si ou em relacio a um valor de referéncia,
recorreu-se a analise estatistica de rejeicao de dados experimentais (Belo, 1995). Esta analise
estatistica foi baseada na distribui¢ao de 7 de Student, em que para n resultados experimentais
em que um dos quais difere apreciavelmente dos restantes, esse valor discrepante (x) pode ser

rejeitado, com niveis de confianca de 95 % e para (n — 1) graus de liberdade, se:
| x-w/ Sx| > 7 g5 (Eq. 10)

Considerando que S, ¢é o desvio padrio e p a média dos resultados nao discrepantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sao apresentados os resultados da aplicacao do surfactante cloreto de
benzalcénio (BAC) a suspensdes bacterianas e a biofilmes formados sobre superficies de ago
inox e de silicone, assim como a aplica¢ao de BSA a suspensoes bacterianas de P. fluorescens.

Os resultados estao subdivididos em 4 secgdes principais. Na primeira secgao, sao
apresentados os resultados decorrentes da acgao do BAC na actividade respiratoria das
células Pseudomonas fluorescens desenvolvidas em suspensao. Na segunda sec¢io, estao reunidos
os resultados da acgao do efeito da proteina BSA na actividade respiratoria das células
Psendomonas fluorescens em suspensio bem como na eficiéncia da ac¢ao antimicrobiana do BAC
sobre essas culturas bacterianas. Os resultados da accdo do BAC na actividade respiratoria
das células Pseudomonas fluorescens desenvolvidas em biofilmes sobre placas de ago inox e
silicone apresentam-se na terceira sec¢ao. Na quarta sec¢ao, apresentam-se os resultados da
influéncia do BAC nas propriedades superficiais do ago e silicone, nomeadamente tensao
superficial, hidrofobicidade e energia livre de adesao. Nesta sec¢do, sao também apresentados
os resultados dos ensaios da estabilidade fisica dos biofilmes apds tratamento com cloreto de

benzalconio, assim como, a caracteriza¢ao bioquimica dos biofilmes.

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 52



Resultados e discussiao

4.1 AVALIACAO DO EFEITO DO BAC EM CULTURAS DE Pseudomonas

fluorescens EM SUSPENSAO

A eficiéncia de um produto antimicrobiano depende de varios factores, dos quais a
concentragao de produto usada e o tempo de contacto do produto com as bactérias, serdo os
factores que exigem ensaios experimentais mais exaustivos, de forma a encontrar-se a dose de
surfactante ¢ o tempo de exposicio adequados. Sendo assim, no presente trabalho,
realizaram-se ensaios experimentais de investigagdo da ac¢ao antimicrobiana do BAC em
culturas suspensas de P. fluorescens, testando-se varias concentragoes do surfactante e varios
tempos de contacto.

Na fase inicial do trabalho experimental, constatou-se que as bactérias P. fluorescens nem
sempre apresentavam o mesmo comportamento, nomeadamente, no valor da sua actividade
respiratéria  inicial, mesmo quando crescidas nas mesmas condi¢bes operatorias.
Consequentemente, a resposta das bactérias face as variagdes em estudo podia vir afectada
dessa diferenca inicial. Esta constatacio esteve na base da decisio de se realizar ensaios de
controlo em todas as experiéncias realizadas. Esses ensaios de controlo consistiam em avaliar
a actividade respiratéria das bactérias das culturas em suspensdao na auséncia de BAC e na

auséncia da BSA.

4.1.1 Efeito do tempo de contacto na acgao antimicrobiana do BAC

Antes da determinac¢do do efeito do tempo de contacto na eficacia antimicrobiana do
BAC, procurou-se conhecer se a actividade respiratoria das P. fluorescens variava ao longo do
tempo especificado para os ensaios. Para tal, numa fase inicial, realizaram-se ensaios de
avaliacio da actividade respiratéria de culturas em suspensio de Pseudomonas fluorescens ao
longo do tempo (5 min, 15 min, 30 min, 45 min e 60 min). A actividade respiratéria das
bactérias foi quantificada através da determinag¢do da taxa de consumo de oxigénio necessario
para degradar glicose (ponto 3.5.2). A Figura 4.1 evidencia que a actividade respiratoria das
Psendomonas fluorescens mantém-se praticamente constante ao longo do tempo testado. As
variacOes observadas nio apresentam significado estatistico (P>0,05). Este resultado era
esperado pois o periodo testado (1 h) ndo representa um tempo suficiente grande para que as

bactérias percam a actividade (a capacidade de oxidar a glucose, mesmo quando mantidas na

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 53



Resultados e discussiao

auséncia de fontes externas de carbono. Pereira ef al. (2002) verificaram, até, que as culturas
em suspensdao de P. fluorescens mantidas em tampao fosfato preservavam a sua actividade

respiratoria por periodos de 7 h.

- 0,6
0,4

0,2

Actividade respiratéria
(mg 02/ Obactéria mm)

0 5 15 30 45 60

Tempo (min)

Figura 4.1- Actividade respiratéria das culturas em suspenséo da bactéria Pseudomonas

fluorescens, ao longo do tempo.

O efeito do tempo de contacto do BAC com as suspensdes bacterianas na sua
respectiva acgdao antimicrobiana, quando aplicado numa concentra¢ao de 0,0625 mM, pode
ser observado na Figura 4.2. Neste grafico, o valor da actividade respiratoria correspondente
ao tempo “0” (zero) é somente da suspensido bacteriana determinado imediatamente antes da

adicao do BAC (teste de controlo).
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Figura 4.2 - Efeito do tempo de contacto na acgdo do cloreto de benzalconio sobre a
actividade respiratéria das bactérias, quando aplicado numa concentragao de 0,0625

mM. O tempo “0” refere-se ao teste de controlo, isto €, sem adicdo de BAC.

Esta figura permite constatar que a aplicagio de 0,0625 mM de BAC provoca uma
reducdo drastica da actividade respiratoria das P. fluorescens, nio se tendo, no entanto,

verificado anulagao total da actividade bacteriana.
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Para uma avaliagio mais quantitativa da eficacia deste surfactante, a reducao da
actividade bacteriana, para cada tempo de contacto com o BAC, foi expressa em
percentagem (Tabela 4.1), tomando-se como referéncia o valor da actividade respiratoria
obtida no teste de controlo, isto é, no teste realizado na auséncia de BAC (tempo “0” no

grafico da Figura 4.2), de acordo com a equagao 4 (ponto 3.5.2).

Tabela 4.1 - Percentagem de redugéo da actividade respiratoria da bactéria Pseudomonas

fluorescens resultante da aplicagéo de 0,0625 mM de BAC, ao longo do tempo.

Redugio da actividade respiratoria (%)

Tempo (min.) 30 45
93,1 91,4 87 81,7 86,7

A andlise conjunta da Figura 4.2 e da Tabela 4.1 permite constatar que a aplicacdo de
0,0625 mM de BAC reduz substancialmente a actividade respiratoria das Pseudomonas
fluorescens. Esta redugdo parece ser mais significativa (>90% de redugdo) para os menores
tempos de contacto do BAC com as bactérias. Constata-se ainda, que a medida que o tempo
passa, a percentagem de reducio da actividade mantém-se mais ou menos constante
(P>0,05). Portanto, pode concluir-se que a ac¢do do BAC na actividade respiratoria desta
bactéria ¢ imediata e praticamente independente do tempo de contacto. A actividade
antimicrobiana do surfactante é uma consequéncia directa das suas propriedades quimicas
(capacidade de reducdo da tensio superficial, formagio de agregados iodnicos, etc.).
Consequentemente, os surfactantes podem degradar ou solubilizar as membranas das células,
conduzindo a perdas do potencial de membrana, alteragio da permeabilidade celular e perda
de constituintes celulares e ides (Ishikawa ez al., 2002; Sakagami ez al., 1989; Tabata et al., 2003;
Tattawasart ez al., 2000). Em resultado destas alteragoes, pode ocorrer a inibicao metabdlica
das células, ou perturbacio do seu crescimento e lise celular (Kanazawa ef a/, 1995). Em
relagio ao BAC, nao ¢é ainda muito claro qual o seu modo de actuagao nas bactérias,
especialmente nas deste estudo (P. fluorescens). No entanto, esse seu modo de acgao manifesta-
se rapidamente, isto é, nos primeiros 10 minutos de contacto deste com as bactérias.

E de salientar, contudo, que para todos os tempos de contacto estudados, nio se
conseguiu a inactivagao total da actividade respiratoria (reducao completa). Esta constatacao
evidencia que a conjugacdo da aplicagao de 0,0625 mM de BAC com qualquer um dos
tempos de contacto da gama estudada nao sera a melhor combinacao de aplicagio do BAC

quando se pretende inactivar totalmente a bactéria P. fluorescens.
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4.1.2 Efeito da concentragao de BAC na actividade respiratoria das bactérias

O efeito antimicrobiano de varias concentragoes de BAC em suspensoes bacterianas de
Psendomonas fluorescens foi determinado pela avaliagao da actividade respiratoria especifica das
bactérias apds o contacto com diferentes concentracdes de BAC (Figura 4.3). A influéncia do
BAC na actividade respiratéria das bactérias Pseudomonas fluorescens foi avaliada apds 30
minutos de contacto entre o surfactante e a cultura bacteriana (tal como descrito no ponto
3.4.1). A redugio da actividade bacteriana, em termos de percentagem em relagao ao teste de
controlo (actividade respiratoria da suspensdo bacteriana correspondente ao tempo “0”
determinada imediatamente antes da adicao do BAC), foi também calculada e ¢é apresentada

na Tabela 4.2.

0,7
0,6 -
£ 0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

Actividade respiratoria
(mg 02/ Obactéria: mln)

0 0,004 0,008 0,016 0,031 0,063 0,125
Concentracao de BAC (mM)

Figura 4.3 - Efeito da concentragdo de BAC na actividade respiratéria da bactéria
Pseudomonas fluorescens, apés um tempo de contacto de 30 minutos. O “0” refere-

se ao teste de controlo, isto €, sem adi¢do de BAC.

Tabela 4.2 - Percentagem de redugéo da actividade respiratéria da bactéria Pseudomonas

fluorescens obtida com a aplicagdo de BAC, durante 30 minutos.

Redugio da actividade respiratoria (%o)

BAC (mM)  0,00391  0,00781  0,0156 0,0313 0,0625 0,125
12,0 21,0 28,0 83,0 98,0 100,0

A partir da observagio da Figura 4.3 constata-se que, a medida que se aumenta a
concentracao de BAC aplicada as culturas bacterianas, hd uma diminui¢do da actividade
respiratoria da Pseudomonas fluorescens. No entanto, essa diminui¢ao é pouco significativa para
concentragoes de BAC inferiores ou iguais a 0,0156 mM, e bastante mais acentuada para
concentragoes superiores. A Figura mostra, ainda, que a actividade respiratéria da bactéria s6
¢ anulada para concentra¢oes de BAC superiores a 0,0625 mM. Os valores da Tabela 4.2

reforcam isso mesmo, pois a medida que se aumenta a concentragdo de BAC aplicada as
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suspensOes bacterianas, aumenta a percentagem de redugdo da actividade respiratéria das
bactérias. A reducdo da actividade ¢, de facto, mais significativa (>80%) para valores de
concentra¢ao de BAC maiores ou iguais a 0,0313 mM, atingindo-se a inactivag¢ao total (100%
de reducio) para a concentragao de 0,125 mM de BAC. Pode-se entao dizer, que na gama de
concentragoes testadas, a concentragao minima bactericida (MBC) do BAC para a P. fluorescens
¢ de 0,125 mM. Paulus (1993) refere que a concentracio minima de inibigao (MIC) de BAC,
para esta bactéria, é de aproximadamente, 0,3 mM. Este valor é superior ao MBC observado
nos ensaios realizados. Refira-se, no entanto, que ainda que por vezes os conceitos de MIC e
MBC sejam usados indistintamente, estes obtém-se com condi¢Ges operatérias diferentes.
Para a obtencao da MIC os microrganismos contactam desde o inicio do seu crescimento
(inoculagio) com o agente antimicrobiano, enquanto que para obtencao do MBC o
microrganismo ¢ inicialmente desenvolvido e s6 depois sujeito a agressao do produto
antimicrobiano. Sendo assim, pode-se dizer que quando os microrganismos se desenvolvem
na presenca de BAC ficam menos sensiveis ao seu caracter toxico.

A interpretagdo dos resultados da Figura 4.3 e da Tabela 4.2 evidencia que a
conjugacao de um tempo de contacto de 30 minutos com a aplicacio de uma concentragao
de BAC de 0,125 mM causa a inactivagao total da P. fluorescens. Pode-se, entdo, concluir que,
na situagao em estudo, a eficacia do BAC é maximizada com a implementag¢ao simultanea dos
valores referidos (isto ¢, 0,0125 mM durante 30 minutos).

Os resultados da Tabela 4.2 ¢ da Figura 4.3, evidenciaram, claramente, que o BAC, a
semelhanca de outros surfactantes compostos por quaternarios de amoénio (McDonnell e
Russell, 1999; Kanazawa ez a/, 1995; Tattawasart, ¢f al., 2000; Rodriguez, ez al., 2004), tem uma
ac¢ao antimicrobiana muito significativa. De uma maneira geral, essa ac¢ado antimicrobiana
causa perturbagoes na parede e membrana das células, que pode conduzir a lise celular ou a
perda dos componentes celulares (McDonnell e Russell, 1999; Tattawasart, e/ al, 2000;
Campanac ¢ al., 2002). No presente estudo procurou-se conhecer algumas das consequéncias
da acgdo antimicrobiana do BAC, responsavel pela inactivagio das células. Para tal,
determinou-se o conteudo em ATP das suspensoes bacterianas antes e apos o contacto com

o BAC. Estes resultados sio apresentados de seguida.
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4.1.3 Determinagdo do conteido em ATP de uma suspensio bacteriana antes e

ap6s aplicagdo de BAC

Os organismos possuem ATP como fonte de energia e quando ocorrem perturbagoes
ao nivel celular, em consequéncia da aplicagao de, por exemplo, surfactantes ocorre a ruptura
das membranas e ha libertagao de ATP para o meio extracelular. Neste trabalho determinou-
se o conteudo em ATP para avaliar esse fenémeno em resultado da adi¢ao de diferentes
concentragoes de BAC a culturas de Pseudomonas fluorescens.

Os resultados obtidos mostram que o BAC promoveu uma perturbagao na integridade
celular uma vez que houve libertagio de ATP para o meio, como se pode observar pelas
Figura 4.4 e Figura 4.5 seguintes.

A TFigura 4.4 mostra que o BAC nao interfere com o método de determinacao do ATP,
pois os valores determinados sao bastante baixos e da mesma ordem de grandeza do

observado na auséncia de BAC.
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Figura 4.4- Conteudo em ATP de solugdes de BAC preparada com tampao fosfato. O “0”

refere-se ao teste de controlo, isto €, sem adigdo de BAC.
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Figura 4.5- Conteudo em ATP de suspensbes bacterianas tratadas com diferentes
concentragdes de BAC. O “0” refere-se ao teste de controlo, isto &, sem adigdo de
BAC.
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Os resultados apresentados na Figura 4.5 decorrentes do tratamento com surfactante
ap6s 30 minutos de contacto com as células, indicam que para todas as concentracdes
testadas, os produtos intracelulares foram libertados para o meio quando as células foram
expostas ao surfactante. O ATP aumentou no meio de cultura a medida que se aumentou a
concentra¢ao de BAC aplicada. Contudo, quando foram aplicadas concentracées de BAC
superiores a 0,2 mM, os valores de RLU mantiveram-se aproximadamente constantes,
tendendo para um patamar de estabilidade. Isto permite concluir que até 0,2 mM de BAC
houve a ruptura das membranas externas das células e, por consequéncia, libertagdo do
conteudo intracelular. Acima desse valor, as células ja estariam totalmente desintegradas e
todo o material intracelular libertado.

A observagao da Figura 4.4, que evidencia os valores de RLU observados no ensaio de
controlo, refor¢a os resultados da Figura 4.5. De facto, no ensaio de controlo os valores de
RLU resultantes da aplicagio de BAC sio da mesma grandeza do valor observado na

2

auséncia do surfactante (Concentracao “07). A wvariacdo dos valores de RLU ¢,
consequentemente, insignificante, provando que o BAC nio interfere com o método usado
na determinacao do ATP.

De acordo com varios autores (Gilbert ez al., 2003; Ishikawa ez al., 2002; Sakagami ez al.,
1989; Stewart, ez al., 2001; Tabata et a/, 2003), os surfactantes podem danificar a estrutura
membranar pela interac¢do com componentes celulares, em particular as protefnas e os
lipidos, podendo ocorrer a extracgao de proteinas da membrana celular. A por¢ao hidréfoba
penetra nas membranas e o grupo polar catidnico associa-se com os fosfatos dos
fosfolipidos, provocando alteracbes nas ditas membranas, que se reflecte na perda da
semipermeabilidade e na saida dos componentes intracelulares. Nesta situagdo, o surfactante
pode entrar no interior celular, exercendo, entdo, um efeito secundario de desnaturagao das
proteinas. Sendo assim, a partir dos ensaios realizados pode-se dizer que o BAC danificou a
estrutura membranar da P. fluorescens por reaccao com as proteinas causando, entdo, rupturas
na célula por onde o material intracelular se foi libertando gradualmente, aumentando assim a
concentracao de ATP do meio de cultura (Figura 4.5). Nas condi¢des operatorias realizadas,
pode-se até dizer, que foi com a aplicacao de 0,125 mM de BAC que se consegue a ruptura
membranar das células na sua totalidade. Estes dados corroboram os resultados da Figura
4.3, pois a inactivagao da P. fluorescens s6 é significativa para concentragoes maiores ou iguais a
0,0313 mM, concentragao esta a qual comega a ocorrer a libertacao significativa do ATP para

0 meio.
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4.2 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DA BSA NA ACTIVIDADE
RESPIRATORIA DE Pseudomonas fluorescens E NA EFICIENCIA

ANTIMICROBIANA DO BAC

O objectivo deste estudo foi, inicialmente, verificar se a presenca de matéria organica,
neste caso a proteina albumina de soro bovino (BSA), na suspensio bacteriana, interferia na
actividade respiratéria das bactérias Psexdomonas fluorescens.

Foi também objectivo averiguar a possibilidade da BSA, s6 pela sua presenca nas
culturas bacterianas de Pseudomonas fluorescens, alterar a eficacia antimicrobiana do surfactante,

tal como sugere a Norma Europeia EN 1276 (1997).

4.2.1 Efeito da BSA na actividade respiratéria das culturas em suspensdo de

Pseudomonas fluorescens

O objectivo deste ensaio foi investigar se a presenca da proteina BSA nas suspensoes
bacterianas de Pseudomonas fluorescens podia, por si so, interferir com a actividade respiratoria
dessas bactérias. Consequentemente, foram simuladas condi¢des sujas que, de acordo com a
norma europeia EN 1276 (1997), se obtém pela adigao, por exemplo, de uma solugao de
albumina de soro bovino a suspensiao celular de forma a obter uma concentragao final de
BSA de 3 g/1.

Assim, prepararam-se suspensoes bactetianas, as quais foi adicionado 3 g/L de BSA,

tendo-se avaliado a actividade respiratéria das bactérias ao longo do tempo (Figura 4.6).
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Figura 4.6- Influéncia de 3 g/L de BSA (Bovine Serium Albumine) na actividade respiratéria
da bactéria Pseudomonas fluorescens, ao longo do tempo. O tempo “0” refere-se ao
teste de controlo, isto €, a actividade respiratdria bacteriana obtida sem adigao de
BSA.

A Figura 4.6 mostra que a actividade respiratéria das bactérias parece aumentar
ligeiramente com a adi¢ao de BSA, aumento esse, contudo, nao muito consistente ao longo
do tempo. No entanto, se se tomar como referéncia os valores de actividade respiratoria
obtidos nos ensaios efectuados na auséncia de BSA (Figura 4.1), verifica-se que, para os
mesmos tempos de contacto, a actividade respiratoria das suspensoes bacterianas contendo
BSA ¢é sempre superior a observada no ensaio sem adi¢io da proteina. Note-se que a
comparagao da Figura 4.6 com a Figura 4.1 s6 foi feita porque ambos os testes de controlo
apresentaram valores similares.

Conclui-se, portanto, que a presenca de BSA nas suspensdes bacterianas, parece
estimular a actividade respiratoria das P. fluorescens. Refira-se, no entanto, que o aumento da

actividade respiratoria decorrente da presenca de BSA nao ¢ muito significativa.

4.2.2 Efeito da BSA no desempenho antimicrobiano do surfactante

Com o objectivo de investigar se a presenca de BSA nas varias suspensoes bacterianas
de Pseudomonas fluorescens alterava o desempenho antimicrobiano do surfactante (BAC) foram
realizados novos testes de determinagdao da actividade respiratéria das bactérias em que as
suspensoes celulares continham, desta vez, 3 g/I. de BSA. Para tal, a cada suspensio
bacteriana foi adicionado inicialmente 3 g/I. de BSA, tendo-se, posteriormente, aplicado
varias concentracoes de BAC durante 30 min.

Os resultados dos ensaios, para as varias concentracdes de BAC testadas, podem ser

observados na Figura 4.7.
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Figura 4.7- Efeito da concentracdo de BAC na actividade respiratéria da Pseudomonas
fluorescens apds um tempo de contacto de 30 min, na presenca de 3 g/L de BSA. O
“0” refere-se ao teste de controlo, isto é, a actividade respiratéria obtida sem adigcéo

de BAC mas na presencga da BSA.

A quantificagdao do efeito do BAC, pode ser observado na Tabela 4.3 onde se expressa,
em percentagem, a reducdo da actividade respiratoria das suspensdes bacterianas contendo
BSA devida a presenga de BAC. Para o calculo das percentagens de redugao tomou-se como
referéncia o valor de actividade respiratoria obtido no ensaio efectuado na auséncia de BAC

mas na presenca de BSA (teste de controlo).

Tabela 4.3 - Redugao da actividade respiratéria da bactéria Pseudomonas fluorescens
obtida para concentragdes crescentes de BAC durante 30 minutos de contacto na presenga de 3
g/L de BSA

Redugio da actividade respiratoria (%)

BAC vy 0,00391 0,00781 0,0156  0,0313 0,0625 0,125 0,25 0,5
21,1 16,3 21 4 33 4 808 927 978 99,7 100

Da analise da Figura 4.7 constata-se que a actividade respiratoria das bactérias diminuiu
quando se adicionou o BAC, diminui¢ao essa mais notdria para concentragdes superiores a
0,0313 mM. No entanto, a actividade respiratoria da P. fluorescens sé se anulou quando
concentragoes de BAC maiores que 0,5 mM foram aplicadas.

A comparagao da Figura 4.7 com a Figura 4.3, e respectivas Tabela 4.3 e Tabela 4.2,
mostra que o efeito antimicrobiano do BAC foi significativamente reduzido quando a BSA
foi introduzida nas suspensOes bacterianas. Constata-se que, na presenca da BSA, ¢
necessario, de uma maneira geral, maior concentracio de BAC para se alcangar as mesmas
percentagens de inactivagdao. De facto, a redugdo total da actividade respiratéria bacteriana,

para os ensaios sem BSA, ocorreu para a concentracio de 0,125 mM de BAC, enquanto que
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para os ensaios com BSA, a inactivagdo s6 ocorreu para 1 mM, isto ¢, para uma
concentragao, aproximadamente, 8 vezes maior. Pode-se, entdo, dizer que, em condicoes
sujas (neste estudo simuladas com a adi¢ao de 3 g/L de BSA, segundo a norma EN 1270)
ocorreu interac¢ao do BAC com a proteina, que teve como efeito visivel a diminuigao do
efeito antimicrobiano do surfactante. Essa diminui¢ao justifica-se pois, ao reagir com a BSA,
menor quantidade de BAC ficou disponivel para reagir com as células. Resultados
semelhantes foram obtidos por Simoes ef @/ (2003 2) mas com a aplicacao de biocidas.

Perante estes resultados, pode-se concluir que a eficicia antimicrobiana do BAC ¢
significativamente reduzida quando existe BSA nas suspensOes bacterianas. Parte dessa
reducdo pode decorrer do facto das bactérias, quando em presenca da proteina, apresentarem
maior actividade respiratoria (Figura 4.6). No entanto, esta constatagao nao parece ser, por si
s6, suficiente para explicar a menor susceptibilidade das bactérias ao BAC quando em
presenca da BSA. De facto, Ayliffe (2000) sugere que as proteinas podem formar uma
camada protectora em torno da célula microbiana, camada essa responsavel pela limitagao da
ac¢do toxica de agentes antimicrobianos. Outros autores (McDonnell e Russell (1999) e
Paulus (1993)) atribuem, também, a essa camada protectora a volta das células bacterianas
induzida pela BSA a responsabilidade da menor eficiéncia antimicrobiana de compostos
quaternarios de amonia. A formac¢do de uma barreira protectora a volta da célula formada
pela matéria organica (neste caso, BSA) interfere com a acgao antimicrobiana do surfactante
pois limita a acessibilidade deste as bactérias. Sabe-se que os compostos quaternarios de
amonia (QAC’s) danificam a membrana externa das bactérias Gram negativas, promovendo a
libertagao dos constituintes intracelulares (Campanac, ¢z al., 2002; McDonnell e Russell, 1999;
Tabata, ez al., 2003). No entanto, se a BSA esta presente, esta vai actuar como uma barreira a
essa ruptura das membranas refor¢ando, deste modo, a integridade celular (Fraud ez 4/, 2001).

Estas constatacOes resultantes deste estudo sao de extrema importancia, uma vez que
em situagoes reais (instrumentos médicos, superficies industriais, etc.) ¢ frequente a existéncia
de matéria organica. Consequentemente, a existéncia de substiancias potencialmente
interferentes com os agentes antimicrobianos ¢ um facto, que nao se pode descurar sob pena
da sua omissao causar resultados desastrosos quando os procedimentos de limpeza e

desinfec¢ao sao implementados.
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4.3 AVALIACAO DO EFEITO DO BAC EM BIOFILMES DE Pseudomonas

fluorescens FORMADOS EM SUPERFICIES DE ACO INOX E SILICONE

O objectivo dos ensaios realizados compreendeu a avaliagao do efeito do surfactante,
cloreto de benzalcénio, em biofilmes formados pela Pseudomonas fluorescens. Simultaneamente,
também se procurou determinar se o tratamento prévio com BAC das superficies de adesao
afectava a formacao e actividade respiratoria dos biofilmes, posteriormente, formados nessas

superficies.

4.3.1 Efeito da aplicagdo de BAC a biofilmes

Neste ponto sio apresentados os resultados decorrentes da aplicagao de BAC a
biofilmes formados em superficies de aco e silicone.

Para o estudo do comportamento dos biofilmes face a agressio com BAC foi
necessario promover a formacao de biofilmes bacterianos sobre as superficies em estudo. A
formagdo de biofilme foi promovida colocando as placas de aco inox e silicone no interior do
reactor biolégico contendo uma cultura continua de Pseudomonas fluorescens, em condig¢oes
hidrodinamicas controladas, que operou durante 5 dias, como descrito no ponto 3.4.2.

O efeito do surfactante nos biofilmes foi avaliado pela determinagdo da actividade
respiratoria e da massa de biofilme.

Nas figuras seguintes apresenta-se a actividade respiratoria dos biofilmes de Pseudomonas
fluorescens aderidos as placas de ago inox (Figura 4.8-a) e de silicone (Figura 4.8-b), bem como,

as massas de biofilme determinadas (Figura 4.9-a e Figura 4.9-b).
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Figura 4.8- Actividade respiratoria de biofilmes de Pseudomonas fluorescens formados em
placas de ago (a) e em placas de silicone (b) antes e apdés a aplicagdo de

concentragoes crescentes de BAC
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Figura 4.9 - Massa de biofilme formado em placas de aco (a) e em placas de silicone (b)

antes e apos a aplicacdo de varias concentragdes de BAC

A Figura 4.8 mostra que a aplicacgio de BAC provocou a redugdo da actividade
respiratoria das bactérias incluidas nos biofilmes, quer estes se tenham formado sobre o ago
inox, quer sobre o silicone. Essa redugdo torna-se mais significativa com o aumento da
concentracao de BAC aplicada, sendo a concentragao de 0,0313 mM de BAC aquela que leva
a reducdes mais significativas tanto nos biofilmes formados em a¢o como nos formados em
silicone (Tabela 4.4). A inactivagdo total dos biofilmes formados sobre o ago ocorreu para
concentragoes de BAC iguais ou superiores a 0,25 mM. Para a inactivagao total dos biofilmes
formados em silicone foi necessario uma menor quantidade de BAC, isto ¢é, cerca de 0,0625
mM de BAC. Verifica-se, entdo, que foi necessario uma concentragao de BAC cerca de 4
vezes maior para a inactivagao total dos biofilmes em a¢o do que em biofilmes formados em
silicone. Esta constatacdo parece indiciar que os biofilmes de P. fluorescens formados em
silicone tornam-se mais sensfveis a accio de BAC.

A comparagao dos ensaios em suspensao (Figura 4.3) com os ensaios com biofilme
(Figura 4.8) mostra que, quer para as células em suspensio, quer para as células dos biofilmes,
parece nao haver uma resposta imediata a ac¢ao antimicrobiana do BAC, isto ¢, s6 a partir de

concentragoes superiores a 0,0313 mM ¢ que se registaram reducdes de actividade
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significativas. Constata-se, também, que para inactivar as células em biofilmes formados em
placas de aco (Figura 4.8-a) foi necessario o dobro da concentragao de BAC usada para
inactivar as células em suspensao. Contrariamente, a inactivagao dos biofilmes formados em
silicone (Figura 4.8-b) ocorreu para uma concentracio de BAC duas vezes inferior a
concentra¢ao de inactivagao das células em suspensao. Alguns autores (Campanac ef al., 2002;
Simé&es et al., 2005), ao estudarem a eficiéncia biocida de surfactantes, constataram que é mais
facil inactivar os microrganismos quando estes estao dispersos numa fase liquida do que
quando estao constituidos num biofilme. Muitos factores contribuem para a maior resisténcia
dos microrganismos quando estes estao constituidos em biofilme (Costerton ef al., 1995;
Heinzel, 1998; Luppens ef al., 2002; Morton ez al, 1998; Pereira e Vieira, 2001). De entre esses
factores, a matriz polimérica dos biofilmes parece desempenhar um papel importante uma
vez que protege os microrganismos da ac¢ao de agentes agressivos (Christensen e Characklis,
1990; Luppens, ef al., 2002; Stewart, et al., 2001). No entanto, ha autores (Bown e Gilbert,
1993) que referem que, dependendo das circunstancias, a presenga da matriz podera ter um
papel insignificante na menor susceptibilidade dos biofilmes aos agentes antimicrobianos.
Nos ensaios realizados, a menor susceptibilidade da bactéria P. fluorescens ao BAC foi
verificada quando esta, de facto, desenvolveu um biofilme sobre o aco. No entanto, essa
menor susceptibilidade ao surfactante nido se evidenciou quando a mesma bactéria
desenvolveu biofilmes sobre o silicone. Pode-se, entdo, dizer que o silicone induziu o
desenvolvimento de um biofilme bastante mais sensivel a accdo toxica do BAC, nido so
quando comparado com os biofilmes desenvolvidos sobre o a¢o, mas sobretudo quando
comparado com as bactérias em suspensao. No caso dos biofilmes formados sobre o
silicone, a protecgdo conferida pela matriz polimérica dos biofilmes as bactérias nido parece
ter sido significativa. Estas constatagdoes evidenciam o papel preponderante do tipo de
material das superficies de adesao nas caracteristicas dos biofilmes ai desenvolvidos,
alertando também, para a necessidade de se fazerem os estudos de avaliagao da eficacia de
agentes antimicrobianos em biofilmes desenvolvidos em superficies cujo tipo de material seja
o mais representativo da situagao real onde esses agentes serdao aplicados.

Quanto a massa de biofilme acumulado sobre as superficies de adesdo, a Figura 4.9
mostra que fol nas placas de silicone que se observou maior quantidade de biomassa. A
Figura 4.9 também evidencia que a aplicacao de BAC parece nao causar remogao significativa
da biomassa depositada sobre as placas, quer de ago, quer de silicone, ainda que as maiores
remogoes sejam observadas nos biofilmes formados sobre o silicone. Os valores de massa de

biofilme observados apods tratamento com as varias concentracoes de surfactante siao
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similares entre si e da mesma ordem de grandeza dos valores observados antes da aplicagao
de BAC. Pode-se, portanto, referir que, nas condi¢oes estudadas, o BAC nio ¢ eficiente em
termos de remogao de biofilme das superficies de aco e silicone.

O cruzamento dos dados da Figura 4.8 e da Figura 4.9 mostra que, apesar de ser nas
placas de silicone que se acumula maior quantidade de biofilme, este apresenta valores de
actividade similares aos observados nos biofilmes formados sobre as placas de aco. Esta
constatacdo reforca, novamente, o papel da superficie de adesdo nas caracteristicas do
biofilme. Pode-se pois dizer, que o silicone conduz a um desenvolvimento de biofilme com
caracteristicas diferentes dos biofilmes formados sobre o aco. Os biofilmes formados sobre o
silicone apresentaram maior quantidade de biomassa, biomassa esta, no entanto, mais facil de
remover e inactivar. Estas caracteristicas poderao ser devidas ao facto do biofilme, em termos
de composi¢ao bioquimica, poder ter menos células e mais polimeros extracelulares ou entdo,
serem devidas a modificagoes fenotipicas, induzidas pelo silicone, que condicionaram a
actividade respiratoria das bactérias P. fluorescens.

Para uma melhor caracterizacio da accio do BAC sobre os biofilmes, construiram-se
as Tabela 4.4 e Tabela 4.5 que mostram, respectivamente, as percentagens de redugiao de
actividade respiratéria e de massa de biofilme obtidas com a aplicagio das varias

concentracoes de BAC.

Tabela 4.4 - Reducdo da actividade respiratéria de biofilme formado em placas de ago e

silicone obtida para concentragdes crescentes de BAC durante 30 minutos de contacto

Redugio da actividade respiratoria (%)

BAC (mM) 0,00391 0,00781 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 0,25 0,5

Aco inox 31,7 35 576 79,5 928 95 100 100 100
Silicone 17,8 397 452 76,7 100 100 100 100 -

Placas

A observacao da Tabela 4.4 mostra que, nas condi¢des estudadas, a concentracio
minima de inibi¢ao do biofilme (BIC) de P. fluorescens quando formado sobre superficies de
aco inox é de 0,25 mM. A MBC dos biofilmes desenvolvido sobte o silicone é de 0,0625 mM.
Ou seja, pode-se entdo dizer, que os biofilmes quando desenvolvidos sobre o silicone
apresentam uma maior susceptibilidade ao surfactante. Note-se que, a determinacio da BIC
correspondeu a menor concentragao de BAC para a qual nao foi detectada nenhum indicio

de actividade respiratéria das bactérias dos biofilmes.
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Tabela 4.5 - Redugdo da massa de biofiime formado em placas de ago e silicone obtida

para concentracdes crescentes de BAC durante 30 minutos de contacto

Reduc¢io da massa de biofilme (%)

0,00391 0,00781 0,0156 0,0313 0,0625 0,125 025 0,5

Acoinox 3,83 20 12,8 162 21 10 13 81 13
Silicone 19,1 157 338 31,8 324 289 279 196 -

Placas

A Tabela 4.5 mostra que, de facto, a reducdao de massa causada pela aplicagao de BAC ¢é
pouco significativa. Refira-se, no entanto, que apesar de ter sido no silicone que se formou
maior quantidade de biofilme, foi também neste material que ocorreu a maior redugao de
massa quando se aplicou o surfactante.

Com os resultados obtidos pode-se concluir, entdo, que a acgdo antimicrobiana do
BAC ¢ mais significativa na inactivagdo dos biofilmes (Tabela 4.4) do que na remogao de
biomassa (Tabela 4.5). Pode-se especular, entio, que o BAC nido tem capacidade para
enfraquecer a matriz polimérica dos biofilmes e, consequentemente causar o desprendimento
do biofilme das superficies de adesao. Estes resultados contrariam, de certo modo, a pratica
geral de usar surfactantes, em combinagdo com biocidas, como forma de promover a
remogao de biofilmes (Paulus, 1993). Sendo assim, os resultados obtidos, para além de serem
importantes na caracteriza¢ao da ac¢ao antimicrobiana do BAC, sao também indicadores de
potencial ineficicia do BAC quando aplicado em ambientes reais pois, de acordo com alguns
autores (Chen e Stewart, 2000 e Simoes ¢f a/, 2003) mais importante do que inactivar células
dos biofilmes é promover a sua remogao. A existencia de biofilmes, totalmente ou
parcialmente inactivados, mas aderidos as superficies continua a ser um sério problema nos
sistemas industriais, pois estes podem constituir uma fonte de carbono adicional para outros
microrganismos, bem como, funcionar como superficies privilegiadas para consequente
adesao microbiana. Conclusoes similares foram tiradas por outros autores, Simoes ef @/ (2003)
mas com estudos realizados com biocidas a base de aldeido, onde se constatou que apesar do
biocida levar a reducdo da actividade dos biofilmes, nido era eficiente na remoc¢io dos

biofilmes aderidos as superficies.

4.3.2 Efeito da aplicagdo de BAC na estrutura superficial dos biofilmes

Em consequéncia da aplicacio de um agente antimicrobiano, a estrutura da matriz

polimérica dos biofilmes pode ser afectada (ja que funciona como uma barreira protectora as
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agressoes externas) em resultado da interacgdo com esse produto antimicrobiano (Donlan ez
al, 2002; Gilbert ez al., 2003). Consequentemente, a estrutura superficial do biofilme pode ser,
também, alterada (Allison, 2003). Sendo assim, as possiveis alteragdes da estrutura superficial
do biofilme, face ao tratamento com BAC, foram investigadas por microscopia electronica de
varrimento (SEM).

Nas figuras seguintes podem-se observar algumas microfotografias de imagens obtidas
por SEM de biofilmes formados sobre placas de aco e sobre placas de silicone, biofilmes
estes formados durante cinco dias.

Na Figura 4.10 pode ser observado o aspecto da superficie das placas de ago e silicone

limpas, isto ¢, antes de serem introduzidas no reactor biolégico para formacio de biofilme.

Silicone

Figura 4.10- Microfotografias de imagens obtidas por SEM da estrutura superficial do ago

inox (a) e do silicone (b)

Estas imagens evidenciam a diferente morfologia superficial dos materiais ago e
silicone. O ago (Figura 4.10- a) possui uma estrutura mais rugosa enquanto que a superficie
do silicone ¢ mais lisa, i.e., menos rugosa, apesar de evidenciar um aspecto mais granuloso,
que pode advir, em parte, de uma deficiente limpeza ou do préprio manuseamento de
preparagao para a observagao em SEM.

O aspecto do biofilme bacteriano formado nas placas de ago e silicone, antes e apds a

aplica¢do de 0,0625 mM de BAC pode ser observado na Figura 4.11.
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Figura 4.11- Microfotografias de imagens obtidas por SEM da estrutura superficial do

biofiime de P. fluorescens formado sobre ago inox e do silicone, antes [(a) e (b)] e
apos [(c) e (d)] a aplicagéo de 0,0625 mM de BAC.

Pela observagao da Figura 4.11, constata-se que o biofilme de P. fluorescens formado nas
superficies de aco inox, quando comparado com biofilme formado sobre o silicone, parece
apresentar maior quantidade de células e menor quantidade de polimeros extracelulares
(EPS). De facto, a matriz polimérica do biofilme é bastante mais evidente nos biofilmes
formados no silicone. Estas observagoes reforcam a hipétese de justificagdo, anteriormente
avangada, de que a actividade respiratéria observada nos biofilmes formados sobre o ago
inox (da mesma ordem de grandeza da observada nos biofilmes formados sobre o silicone,
apesar de possuirem menor massa), se deva a um maior nimero de células presentes nesses
biofilmes. Estas observagoes, também, parecem justificar a maior facilidade de inactiva¢ao do
biofilmes formados sobre o silicone, pois estes, parecem apresentar menor quantidade de
células. Sendo assim, ao apresentarem menor numero de células maior sera a disponibilidade
de BAC para cada célula desses biofilmes, exercendo-se, assim, um efeito toxico mais

acentuado. Por outro lado, estas observa¢oes, que mostram uma matriz polimérica evidente
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nos biofilmes formados sobre o silicone, também ajudam a justificar a existéncia de maior
quantidade de massa de biofilme depositado sobre silicone.

A observa¢ao mais pormenorizada da Figura 4.11 parece indicar que as bactéria
integrantes dos biofilmes formados no ago sio mais pequenas que as bactérias formadas
sobre o silicone. Esta alteragio morfolégica continua a ser evidente mesmo quando os
biofilmes foram tratados com o BAC. O mecanismo que dita tal alteragao nao ¢é claro. Fica,
no entanto, refor¢ado o papel da superficie da adesdao, nao s6 nas caracteristicas metabdlicas,

mas também na morfologia dos biofilmes sobre eles desenvolvidos.
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4.4 INFLUENCIA DO BAC NAS PROPRIEDADES SUPERFICIAIS DO ACO E

SILICONE

Neste ponto apresentam-se os resultados referentes a determinagdo de algumas

propriedades superficiais, nomeadamente, a tensao superficial e a hidrofobicidade.

4.41 Angulos de contacto, tensdes superficiais e hidrofobicidade das supetficies

de ago inox e silicone

O angulo de contacto formado pela agua sobre uma superficie tem sido considerado,
numa primeira abordagem, uma medida indirecta de hidrofobicidade das superficies.
Na Tabela 4.6 sao apresentados os valores médios dos angulos de contacto obtidos

com agua sobre superficies de ago inox e silicone antes e ap6s condicionamento com BAC.

Tabela 4.6 - Valores médios dos angulos de contacto (+ desvio padrao) determinados a

temperatura ambiente (20°C) com agua (6y), sobre superficies de ago inox e silicone antes e

apo6s condicionamento com BAC

Angulos de contacto 0 (°)

Condicionamento

(mM) Silicone
Sem 54,0%5,71 114,1%1,70
0,00196 72,244 34 114,320,98
0,00391 70,7%3,70 112,7%0,55
0,00781 67,5%3,76 114,812,82
0,0156 75,248,93 113,0%1,27

0,0625 82,9+6,50 115,05+ 1,82

0,125 76,5% 3,74 114,4t 225
0,25 71,8%5,30 113,7+1,04
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Tabela 4.7 - Valores médios do angulo de contacto (+ desvio padrdo) determinados a
temperatura ambiente (20°C) com agua (By), sobre superficies de células P. fluorescens na

auséncia de surfactante

Angulos de contacto 0 (°)

Células 25+2

Os valores da Tabela 4.6 mostram que a gota de agua formou sempre angulos maiores
sobre a superficie de silicone do que sobre o ago inox. Os angulos de contacto formados pela
agua sobre as superficies de aco inox e silicone sem condicionamento, sio de grandeza

diferente. De facto, o angulo de contacto formado sobre o ago foi de cerca de 50°, enquanto
que o angulo formado sobre o silicone foi aproximadamente o dobro (8, ~110°). Segundo

Valcarce et al. (2002), quando os angulos de contacto formados pela agua sobre uma
superficie sdo superiores a 65°, essa superficie ¢ considerada hidrofébica. Consequentemente,
0 a¢o 1inox, como apresentou um valor inferior a 65° (54°) pode ser considerado um material
hidrofilico. No entanto, o condicionamento das superficies de aco com BAC causou uma
mudanca da hidrofobicidade do material. Isto ¢, o valor do angulo de contacto formado pela
agua sobre o a¢o condicionado foi mais elevado do que o observado sobre o ago nio
condicionado e superior a 65°. Assim, pode-se dizer que o condicionamento da superficie de
aco inox com o BAC faz com que o a¢o adquira um caracter mais hidrofébico. Ressalve-se,
no entanto, que segundo outros autores (van Oss e Giese (1995)) a superficie do ago inox,
estando ou nao condicionada com BAC, ja seria considerada uma superficie hidrofébica, pois
os valores de angulos de contacto obtidos foram maiores que 50°.

No caso do silicone, os angulos obtidos sio sempre mais elevados do que os
observados com o ag¢o e sempre maiores que 50°, nao se obtendo grandes variacoes de
hidrofobicidade com o aumento da concentracio de BAC usada no condicionamento.
Constata-se, assim, que o silicone apresenta sempre um caracter hidrofébico e mais elevado
do que o ag¢o inox.

Para se poder determinar a tensdo superficial de um sélido, é necessario conhecer as
componentes polares e apolares e seus respectivos parametros. Para tal, é necessario
determinar-se o angulo de contacto formado por trés liquidos de polaridades diferentes.
Usou-se, entdo, como apolar, o a-bromonaftaleno, a agua e a formamida como liquidos

polares. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 - Valores das componentes apolar (}/SLW ), polar( ySAB) e respectivos parametros

(7/;6;/5_) da tensado superficial (}/;0t ), das superficies de aco inox e silicone, antes e apos

condicionamento com BAC

Tensio supetficial (m]/m?)

Condicionamento
(o) Aco Silic  Aco  Silic  Ago  Silic
Sem 324 206 32 01 193 0 157 01 481 20,7
0,00196 413 212 05 22 76 22 40 44 453 256
0,00391 409 195 11 14 70 23 55 35 464 230
0,00781 419 213 01 05 185 04 27 09 446 221
0,0156 374 220 11 03 55 04 49 07 423 227
0,0625 340 208 06 1,6 36 15 31 31 371 239
0,125 306 212 05 10 95 10 43 20 349 232
0,25 392 21,1 04 1,5 95 17 37 32 429 241

Silic - silicone

Os valores das componentes da tensao superficial foram obtidos através da equagao 4
(Young-Good-Girifalco-Fowkes), usando os valores de tensio superficial dos liquidos

utilizados (Tabela 3.5).

Giese ¢t al. (1996) referem que os materiais hidrofébicos apresentam, em geral, 7, < 28
m]/m?, enquanto os hidrofilicos tém um y, >28 m]/ m?. Segundo este critério e analisando-

. . -~ + ~
se a tabela acima, verifica-se que para todas as condi¢oes, os valores de 7, sao sempre < 28

m]/m2, pelo que se pode concluir que os materiais testados sio ambos hidrofébicos.

De acordo com van Oss e Giese (1995), é possivel quantificar a hidrofobicidade da
superficie de um material utilizando as componentes das tensodes superficiais do solido e da

agua. A hidrofobicidade ¢ assim, expressa em termos de energia de interaccao hidrofébica
(AGS ) e define o grau de interaccio entre as moléculas de um material (indice “s”) imerso
em agua (indice “w”).

Na Tabela 4.9 apresentam-se os valores da energia livre de interacgdo, entre as

. ) oo . .. tot
“s”) imerso em 4gua (indice “w”) (hidrofobicidade - AGg,

moléculas do material (indice ows

AG tot

s )» dos diferentes materiais, antes e ap6s condicionamento com BAC.
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Tabela 4.9 - Valores da energia livre de interacgdo (grau de hidrofobicidade - AG;&}S

) da

superficie das placas de ago inox e silicone antes e apds condicionamento com BAC

Grau de hidrofobicidade

Condicionamento (mM)

Acgo inox Silicone
Antes Condicionamento -10,6544 -92,341
0,00196 -45,9934 -51,005
0,00391 -44,5183 -55,1235
0,00781 -20,7441 -77,0628
0,0156 -47,396 -79,8713
0,0625 -56,1595 -57,7552
0,125 -35,7036 -65,541
0,25 -40,1866 -57,4097

Tabela 4.10 - Valor energia livre de interac¢do (grau de hidrofobicidade -AG;SJS) da

superficie das células P. fluorescens, na auséncia de surfactante

Hidrofobicidade (m]/m?)

Células + 25,0

Pela analise dos valores de energia livre de interaccio (que define o grau de

hidrofobicidade) obtidos, depreende-se que a superficie do ago sob efeito do

tot

s alnda mais negativos do que quando

condicionamento com BAC apresenta valores de AG
nao condicionado. Segundo van Oss e Giese (1995) quanto mais negativo for o valor de

tot : : 1 , . . .
AGg,, mais hidrofébico é o material. Sendo assim, o aco pode ser considerado

inequivocamente um material hidrofébico, caracter hidrofébico este que se acentua com o

condicionamento com BAC. No caso do silicone, mesmo sem condicionamento, o valor de

AG tot

ws Cra negativo (~92°) e consideravelmente superior, em termos absolutos, ao valor

determinado para o ago inox, mesmo apods o condicionamento deste. O valor negativo de

AG tot

ws € indicador do caracter declaradamente hidrofébico do silicone. No entanto, o

condicionamento da superficie do silicone causa uma diminui¢do (em valor absoluto) do

valor de AG™

s » OU seja, o silicone passa a apresentar um caracter menos hidrofébico, mas

ainda assim, superior ao registado com o ago inox.
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Conclui-se, assim, pela analise dos valores de hidrofobicidade obtidos (Tabela 4.9) e

segundo o critério de van Oss e Giese (1995), que ambas as superficies quando tratadas com

BAC continuaram com valores de hidrofobicidade negativos (AG

< 0), indicadores de que
sao superficies hidrofébicas. Refira-se, no entanto, que o silicone, quando comparado com o
aco, ¢ a superficie que apresenta um caracter mais hidrofébico.

Como ja referido anteriormente, o angulo de contacto formado pela agua sobre uma

superficie tem sido considerado, numa primeira abordagem, uma medida indirecta de

tot

s » feforcam os

hidrofobicidade das supetficies. Sendo assim, a indicagio fornecida pelo AG

resultados obtidos na determinaram dos angulos de contacto (By).
Na tabela seguinte, apresenta-se a energia livre de adesio, em meio aquoso, entre a

bactéria Pseudomonas fluorescens e as duas superficies de adesao (ago inox e silicone).

ad

Tabela 4.11 - Valores da energia livre de adesdo (AGy,,

) da bactéria Pseudomonas
fluorescens ao ago inox e silicone

Energia livre de adesdo

Condicionamento (mM)

Aco inox Silicone

Sem 9,33019 -8,7299
0,00196 3,662298 -6,3201
0,00391 1,70924 -4,617
0,00781 14,5617 -8,0887
0,0156 0,112718 -7,5695
0,0625 -1,43197 -6,91041

0,125 6,2396 -7,1926

0,25 06,2315 -6,3034

Sob o ponto de vista termodinamico, a adesio ¢ favorecida quando ocorre uma

diminui¢ao da energia livre de adesdo na interface bactéria (b)/4dgua (w)/substrato (s), o que

ad
bws

significa AG, <0. Segundo este critério tedrico e de acordo com a Tabela 4.11, a adesio,

ocorreria preferencialmente nas superficies de silicone, pois estas sao aquelas que apresentam
valores negativos de energia livre de adesdo. Nos ensaios praticos realizados, a maior

quantidade de biofilme foi observada, de facto, nas placas de silicone, confirmando-se, assim,

ad

s — -S,73, no caso do silicone e

que quanto mais negativo for o valor de AGZ, (AG
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ad : . ) ~ o
(AG,,s= 9,33, no caso do a¢o) mais favorecida serd a adesio das bactérias Pseudomonas

flnorescens a esse material.
O condicionamento das placas ndo parece alterar a energia disponivel para a interac¢ao
entre o silicone e as bactérias, pois os valores sao proximos, o que poderia indicar que a

massa de biofilme aderida seria semelhante. No entanto, 2 massa de biofilme aumenta com o
- . . ad . , ~ . .
condicionamento, o que indica que a AG,,, por si s6, nio explica os resultados obtidos.

Refira-se também que a teoria termodinamica prevé a adesao inicial e a quantificacio da
massa de biofilme foi feita ao fim de 5 dias de formacao. Nesta situacao, as indicacdes dadas
pela termodinamica poderdao deixar de ser significativas, pois os biofilmes para além de
células sao constituidos por outras substancias (EPS) nao previstas na determinacdao da
adesao inicial.

ad

pws €ntre o silicone e as bactérias

No entanto, com o condicionamento das placas, a AG

¢ sempre mais negativa do que a observada entre o aco e as bactérias, reforcando os maiores
valores de massa aderida observados, sempre, nas placas de silicone.
Como ja foi referido por outros autores (Pereira ef al., 2000), esta discordancia entre a

teoria e a experiéncia pratica laboratorial revela as limitagoes da propria teoria termodinamica.
. . ~ ad . g eqe
A energia livre de adesio (AG,,,) permite prever a possibilidade de se estabelecer uma nova

interface superficie/bactéria. No entanto, esta nio considera alguns tipos de interac¢do que
se estabelecem entre superficies e células e que podem ter um grande impacto no processo de
adesao, como por exemplo, as interac¢des que decorrem do condicionamento das superficies.
Para além disso, o condicionamento das placas ¢é feito com um produto quimico.
Consequentemente, as interacgdes quimicas que se estabelecem apos o condicionamento sao
diferentes das existentes com as superficies limpas. Estas interacgdoes quimicas podem
sobrepor-se as interac¢oes previstas pela teoria termodinamica.

Um aspecto que nio é contemplado pela energia livre de adesao e que pode, também,
estar na base desta discrepancia entre a teoria e pratica relaciona-se com o facto de ocorrer
uma interac¢do entre superficies e o meio liquido envolvente que podera alterar as
propriedades destes suportes, nomeadamente, a hidrofobicidade. Este aspecto nio ¢
considerado quando se determinam os angulos de contacto e consequentemente as tensoes
superficiais. Alids, a medicao dos angulos de contacto é efectuada recorrendo a liquidos com
caracteristicas bem definidas, como por exemplo, a agua. Mas, na realidade, a fase liquida que
estava em contacto com os materiais de adesao era meio de cultura, cujas caracteristicas sao

diferentes das da agua. Este facto podera igualmente condicionar os resultados obtidos, cujos
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processos de calculo consideram como meio liquido a 4gua e nao o meio de cultura

realmente utilizado.

4.4.2 Influéncia do condicionamento das placas de ago inox e silicone na

formagio e actividade dos biofilmes

Nestes ensaios procurou-se avaliar se o tratamento prévio das placas de ago inox e
silicone com diferentes concentracdes de BAC afectava a formac¢iao dos biofilmes bem como
a actividade respiratoria. Este pré-tratamento das placas, denominado de condicionamento,
consistiu basicamente no contacto preliminar das placas, antes da formagao de biofilme, com
o surfactante. Este condicionamento efectuou-se por imersao, durante 30 min, das
superficies em solugoes de BAC de diferentes concentragoes de 0,0625 mM; 0,125 mM; 0,25
mM e 0,5 mM (ponto 3.3.2). O objectivo era investigar se a concentra¢ao de BAC usada no
condicionamento das placas tinha algum efeito na formagao e remogao de biofilme. Depois
de serem condicionadas, as placas foram colocadas em suportes adequados, introduzidas no
reactor biolégico para se proceder a formacao de biofilme, tal como descrito no ponto 3.4.2.

Os resultados da actividade respiratéria dos biofilmes formados nas placas

condicionadas estao reunidos na Figura 4.12.
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Figura 4.12- Actividade respiratéria de biofilme formados em placas de ago e silicone

previamente condicionadas

A Figura 4.12 mostra que o condicionamento das placas, quer de ago, quer de silicone,
causa um aumento evidente da actividade respiratéria dos biofilmes posteriormente formados

sobre essas superficies. A Figura 4.12, também, mostra que, de uma maneira geral, a
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actividade respiratoria dos biofilmes formados nas placas de ago e silicone aumenta a medida
que aumenta a concentracio de BAC usada no prévio condicionamento das superficies.
Refira-se, no entanto, que essa tendéncia crescente é mais robusta nos biofilmes formados
sobre as placas de silicone. Nos biofilmes formados nas placas de aco condicionada parece
haver uma tendéncia de aumento da actividade respiratoria que nio é tao consistente como
nos biofilmes formados em placas de silicone

Os resultados relativos a quantidade de massa de biofilme depositada nas superficies de
adesdao condicionadas (Figura 4.13) mostram que, novamente, houve maior acumula¢ao de
massa de biofilme em placas de silicone do que em placas de ago inox. O condicionamento
das placas de aco conduz a formacio de biofilmes cuja massa ¢ maior (para as menores
concentragoes de BAC usadas no condicionamento) ou similar (para as concentra¢des de
BAC de 0,25 mM e 0,5 mM) a observada no aco nao condicionado. Consequentemente, nao
se pode definir uma tendéncia clara acerca da acgdo do pré-condicionamento das placas de
aco na acumula¢ao do biofilme. Em relagdo as placas de silicone, ja é mais evidente uma
tendéncia crescente da acumulagao de biofilme pois, a medida que se condicionam as placas

com concentra¢oes mais elevadas de BAC, a massa de biofilme aderida parece gradualmente

aumentar.
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Figura 4.13- Massa de biofiilme aderida a placas de ago inox e silicone previamente
condicionadas

Com estes resultados (Figura 4.13), pode-se concluir que o condicionamento prévio
das placas, quer de ago quer de silicone, parece favorecer a acumula¢do de biofilme e nio
prejudicar, como a partida podia ser esperado, ja que o BAC é um produto com propriedades

surfactantes. Alias, Meylheuc ¢ 4/ (2001) mostrou que a adsor¢ao prévia de um
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biosurfactante a uma superficie de ago inox causou uma reducio significativa da adesao da L.
monocytogenes a essa supetficie.

A observagao simultanea das Figura 4.12 e Figura 4.13 volta a evidenciar que, tal como
verificado nos ensaios sem condicionamento das placas, os biofilmes formados em ago
apresentaram actividade respiratoria similar e, até, mais elevada a observada nos biofilmes
formados sobre o silicone, apesar de possuirem menor massa acumulada.

A observacio da estrutura superficial do biofilme formado sobre placas previamente
condicionadas com BAC (Figura 4.14) evidencia, novamente, que ¢ sobre o silicone que ha
maior quantidade de biofilme depositada. A Figura 4.14 mostra, também, que as células
bacterianas dos biofilmes formados sobre o silicone condicionado parecem apresentar maior
tamanho, e que a matriz polimérica é mais evidente. Conclui-se, entdo, que o padrio de
formacao de biofilme, ja observado nas placas de ago e silicone nio condicionadas (Figura

4.11), ndo se alterou com o condicionamento das superficies.

Aco condicionado Silicone condicionado

Figura 4.14- Microfotografias de imagens obtidas por SEM da estrutura superficial do

biofilme de P. fluorescens formado sobre ago inox (a) e silicone (b) condicionados.

4.4.3 Efeito da aplicagdo de BAC a biofilmes formados em placas de ago inox e

silicone previamente condicionadas

Neste ponto sao apresentados os resultados obtidos acerca da influéncia da aplicacdo
de concentragdes crescentes de BAC a biofilmes, formados em placas de ago inox e silicone
previamente condicionadas com BAC. Para tal, apés condicionamento das superficies de
adesao (ponto 3.3.2) e promocio do desenvolvimento do biofilme sobre essas placas,

procedeu-se a aplicagdao de concentragdes de BAC, tal como descrito no ponto 3.4.2. Ou seja,
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os biofilmes formados nas placas condicionadas foram sujeitos, durante 30 minutos, a
concentragoes de BAC crescentes (1,96E-3 mM; 0,00391 mM; 0,00781 mM e 0,0625 mM).
Para se visualizar o efeito da aplicagdo de BAC aos biofilmes bacterianos (formados
nas placas condicionadas), construiram-se graficos da actividade respiratoria das bactérias
constituidas nesses biofilmes (Figura 4.15), bem como da massa de biofilme acumulada
(Figura 4.17), em fungdo da concentracao de BAC aplicada, para cada concentragio de BAC
utilizada no condicionamento das placas (os controlos referem-se ao ensaio da actividade

respiratoria dos biofilmes sem aplicagao posterior de BAC).

Actividade respiratéria
(mg 02/9 biofilme: mm)
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Concentragao de BAC (mM)

Figura 4.15- Actividade respiratéria dos biofilmes formados em placas de ago previamente
condicionadas, antes (controlo) e apds a aplicacdo de concentra¢des crescentes de
BAC .

A observagao da Figura 4.15 mostra que a aplicagdo de BAC aos biofilmes formados
nas placas de aco condicionadas conduziu a resultados diferentes consoante a concentragao
de BAC utilizada no condicionamento do ago. Para biofilmes formados em placas de ago
inox condicionadas com 0,0625 mM de BAC, a aplicagao posterior de BAC aos biofilmes
nao causou reduc¢do da actividade respiratoria, pois os valores da actividade dos biofilmes
observados apos a aplicagdo das varias concentragdes de BAC sao muito similares. Ja com as
placas condicionadas com 0,125 mM, a tendéncia observada ¢ substancialmente diferente.
Com efeito, excepto para a concentracao de 1,96E-3 mM, a aplicacio de BAC aos biofilmes
causou a diminui¢ao da sua actividade respiratoria. Quando o ago foi condicionado com 0,25
mM e 0,5 mM, a aplicagao de BAC aos biofilmes provocou, em todas as situaces, uma
reducio significativa da actividade respiratoria dos biofilmes. Refira-se, no entanto, que essa

reducdo diminui quando a concentragao de BAC aplicada aos biofilmes aumenta. De uma
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maneira geral, a figura parece indicar haver uma reducido mais acentuada da actividade
respiratoria quando as concentragoes de BAC aplicadas sio mais baixas ainda que, em
nenhuma das situacOes estudadas se tenha observado a reducdo total da actividade dos
biofilmes. Com a aplicagio de concentragdes mais elevadas de BAC volta a haver um
aumento da actividade dos biofilmes.

Para melhor se visualizar o efeito causada pela aplicagio de BAC aos biofilmes
formados em placas de ago previamente condicionadas, calculou-se a percentagem de
variagdo da actividade respiratoria dos biofilmes, com base nos valores obtidos nos ensaios
de controlo (ensaios com placas condicionadas mas sem aplicagao posterior de BAC). Estes

resultados sao apresentados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12 - Variagdo da actividade respiratéria de biofilme formado em placas de ago

obtida para concentragdes crescentes de BAC.

Concentragio de BAC Variagdo da actividade respiratoria (%)
de condicionamento Concentragdo de BAC aplicada (mM)
(mM) 0,00391 0,00781 ‘
0,0625 +7,5 +5,83 +30 -9,2
0,125 +83 -54 -46 -34
0,25 -80 -64,7 -36 -6,25
0,5 -92,39 -87 -83 -53,5
(+) Aumento da Actividade Respiratoria  (-) Diminuicao da Actividade Respiratoria

A observagao da Tabela 4.12 refor¢a que, a medida que aumenta a concentraciao de
BAC utilizada no condicionamento das placas de ago inox, a redugdo da actividade
respiratoria dos biofilmes, causada pela aplicacao posterior de cada uma das concentragoes de
BAC, torna-se, de uma maneira geral, mais significativa. Para cada uma das concentragoes de
BAC aplicadas aos biofilmes, o pré-condicionamento das placas parece induzir a formacao de
um biofilme mais sensivel a ac¢do antimicrobiana do BAC. Novamente, a mesma tabela
também mostra que, a excepgao da concentragao de condicionamento de 0,0625 mM, para as
restantes concentracdes de BAC usadas no condicionamento das placas de ago, a reducao da
actividade respiratoria dos biofilmes diminui consideravelmente a medida que a concentragao
de BAC aplicada aos biofilmes aumenta.

Na tentativa de explicagdo destes resultados, construiu-se, para comparagao com a

Figura 4.15, a Figura 4.16 que reune os valores de actividade respiratéria observados nos
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biofilmes desenvolvidos em placas de ago niao condicionadas, face a aplicacio de
concentragoes de BAC iguais as aplicadas aos biofilmes formados nas placas de aco

condicionadas.

05 -
04

0,3

0,2 1
0’1 | l
0 A

Controlo 0,00391 0,00781 0,0156
Concentracédo de BAC (mM)

Actividade de respiratéria
(mg Ozlgbactena mm)

Figura 4.16- Actividade respiratéria dos biofilmes formados em placas de ago inox, antes

(controlo) e apds a aplicagdo de concentragbes crescentes de BAC

Esta figura mostra, tal como ja referido anteriormente (sub-seccio 4.3.1), que a
actividade respiratéria dos biofilmes diminui gradualmente com o aumento da concentragao
de BAC aplicada. Comparando estes resultados com os resultados expressos na Figura 4.15,
pode-se inequivocamente afirmar que o condicionamento das superficies de ago inverte a
tendéncia decrescente da actividade respiratéria dos biofilmes em fun¢ao do aumento da
concentragao de BAC aplicada. Estes resultados indicam que o condicionamento prévio das
placas de aco induz nos biofilmes um comportamento diferente face a agressio
antimicrobiana causada pelo BAC. Ou seja, o condicionamento do ago, particularmente
quando efectuado com concentracbes de BAC mais elevadas, para além de provocar o
aumento da actividade respiratéria dos biofilmes, parece também fomentar nos biofilmes um
aumento da resisténcia destes ao tratamento posterior com o surfactante, resisténcia essa que
se torna mais evidente quando altas concentra¢oes de BAC sio aplicadas aos biofilmes.
Estudos realizados sobre a resisténcia de bactérias a surfactantes catiénicos (Akimitsu, ez al.,
1999; Mereguetti, ¢t al., 1999; Sakagami et al.; 1989) como o cloreto de benzalconio ja foi
observado, e sugeriram que o aumento dos componentes das membranas celulares, como os
fosfolipidos, acidos gordos, suprimem a adsor¢ao de moléculas de cloreto de benzalcénio

para as células.
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Os resultados referentes a massa de biofilme formado em placas de aco previamente

condicionadas, antes (controlo) e apds a aplicacao de concentragoes crescentes de BAC estao

resumidos na Figura 4.17.
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Figura 4.17- Massa de biofilme formada, em placas de aco previamente condicionadas,

antes (controlo) e apos a aplicagao de concentragdes crescentes de BAC

A TFigura 4.17, evidencia que, existe uma maior quantidade da massa de biofilme

formado em placas condicionadas com 0,0625 mM e 0,125 mM do que quando formado

sobre as placas condicionadas com 0,25 mM e 0,5 mM. A figura mostra, também, que a

aplicagao posterior de concentragdes crescentes de surfactante, ndo parece causar nenhuma

varia¢ao significativa na quantidade de massa de biofilme formado nas placas condicionadas.

Esta ineficacia do BAC na remogao de biofilme ja tinha sido detectada nos ensaios realizados

com o a¢o nao condicionado (Figura 4.9-a).

As constatacOes acima referidas, sio reforcadas pela Tabela 4.13 que retne, em

percentagem, a variagdo de massa observada nos biofilmes apds a aplicagio do BAC

calculada com base na biomassa quantificada no teste de controlo.
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Tabela 4.13 - Variagdo da quantidade de biofiime, formado em placas de acgo

condicionadas, obtida em resultado da aplicagdo de concentragdes crescentes de BAC

Variagao da a massa de biofilme (%)

Concentragao de BAC

de condicionamento Concentragiao de BAC aplicada (mM)
(mM) 1,96E-3 0,00391 0,00781 0,0156
0,0625 3,85 15,9 +1,65 29,34
0,125 +7 8,4 12,1 +154
0,25 220,45 332 0 +3,64
0,5 233 19 48 +3,8
(+) Aumento da massa de biofilme __(-) Diminuicao da massa de biofilme

A observacdo da Tabela 4.13 evidencia que, 2 medida que aumenta a concentragao de
BAC utilizada no condicionamento das placas de ago inox, a reducao da massa de biofilme,
de um modo geral, parece aumentar. Quando o BAC ¢ aplicado posteriormente aos
biofilmes, a variagao da quantidade de massa de biofilme parece ser insignificante.

O estudo realizado com biofilmes formados em placas de ago condicionadas foi
repetido mas utilizando-se, desta vez, placas de silicone condicionadas como superficie de
adesdo e formacao dos biofilmes. Os resultados obtidos da actividade respiratoria e formagao

de massa sio apresentados respectivamente nas Figura 4.18 e Figura 4.20.

Actividade respiratéria
(mg Oz/gblofllme mln)

Controlo
1.96E-3
0,00391
0,00781

0,0156

Controlo
1.96E-3
0,00391
0,00781

0,0156

Controlo
1.96E-3
0,00391
0,00781

0,0156

Controlo
1.96E-3
0,00391
0,00781

0,0156

PLACA PLACA PLACA PLACA
CONDICIONADA | CONDICIONADA | CONDICIONADA | CONDICIONADA

Concentragao de BAC (mM)

Figura 4.18- Actividade respiratéria dos biofiimes formados em placas de silicone
previamente condicionadas, antes (controlo) e apds a aplicagdo de concentragdes

crescentes de BAC .

A Figura 4.18 mostra claramente que o condicionamento das placas de silicone

aumenta a actividade bacteriana. Esta constata¢ao ja tinha sido evidente na Figura 4.12. A
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aplicacao de concentragdes crescentes de BAC aos biofilmes formados nas placas de silicone
condicionadas conduziram a resultados diferentes consoante a concentracio de BAC
utilizada previamente no condicionamento do silicone. De uma maneira geral, para cada
concentracao de BAC usada no condicionamento ¢ notdrio, mais uma vez, que sd ocorre
redugio da actividade respiratéria ou esta é mais significativa, para as menores concentracoes
de BAC aplicadas no tratamento (1,96E-3 mM e 0,00391 mM). Com as maiores
concentragoes de BAC aplicadas no tratamento dos biofilmes (0,00781 mM e 0,0156 mM), o
decréscimo de actividade respiratoria observado é menos acentuado que o observado com as
menores concentragoes. Refira-se, até, que para estas concentracdes de BAC a redugao da
actividade respiratéria atenua-se ou, até, ¢ mesmo inexistente. Parece que o condicionamento
desenvolve nos biofilmes uma certa insensibilidade ao BAC, insensibilidade esta mais
significativa quando sdao aplicadas concentracdes mais elevadas de BAC. A este facto nao
deve ser alheio o facto do condicionamento ter sido feito com concentracoes de BAC mais
elevadas do que as usadas no tratamento posterior.

Para melhor se visualizar o efeito causada pela aplicagio de BAC aos biofilmes
formados em placas de silicone previamente condicionadas, calculou-se a percentagem de
varia¢ao da actividade respiratoria dos biofilmes, com base nos valores obtidos no ensaio de

controlo. Estes resultados sio apresentados na Tabela 4.14.

Tabela 4.14 - Variagido da actividade respiratoria de biofilme formado em placas de silicone

obtida para concentragdes crescentes de BAC.

Variagio da actividade respiratéria (%)

Concentragio de BAC
de condicionamento Concentragao de BAC aplicada (mM)

(mM) 1,96E-3 0,00391 0,00781 0,0156

0,0625 18,9 -56,8 18,9 10,8

0,125 898 88,5 21,15 30,8
0,25 16,7 60,3 2.4 +11,1
0,5 288 48,7 2311 16,7

() Aumento da actividade do biofilme _ (-) Diminuicio da actividade do biofilme

A observacio da Tabela 4.14 evidencia que, para cada concentragao de BAC usada no
tratamento, o aumento da concentragio de BAC usada no condicionamento nido parece
causar diferengas muito acentuadas. Pode-se até dizer que, a excepcao de 89,8 % e 88,5 %, as

percentagens de reducgdo da actividade bacteriana sio, de uma maneira geral, de ordem de
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grandeza similar (contrariamente ao que acontece com os biofilmes formados em placas de
aco 1N0X).

Na tentativa da explicagao destes resultados, construiu-se, para comparagao com a
Figura 4.18, a Figura 4.19 que retne os valores de actividade respiratoria obtidos para os
biofilmes desenvolvidos em placas de silicone nido condicionadas, face a aplicagdo de
concentragoes de BAC iguais as aplicadas aos biofilmes formados nas placas de silicone

condicionadas.

0,5 1

0.4 1

0,3

0,2

Al
Oe

Controlo  0,00391  0,00781 0,0156
Concentragao de BAC (mM)

Actividade respiratéria
(mg 02/9 bactéria-min)

Figura 4.19- Actividade respiratéria dos biofilmes formados em placas de silicone néo
condicionadas, antes (controlo) e apds a aplicacdo de concentra¢des crescentes de
BAC

A Figura 4.19 mostra que o aumento da concentragio de BAC usada no tratamento
dos biofilmes formados em silicone ndo condicionado provoca reduc¢ao gradual da actividade
respiratoria. Comparando estes resultados com os resultados expressos na Figura 4.18, pode-
se afirmar que o condicionamento das superficies de silicone interfere com a ac¢ao
antimicrobiana do BAC, quando este é posteriormente utilizado no tratamento dos biofilmes,
pois a reducdo da actividade deixa de ser consistente. De facto, as reducées de actividade
mais significativas sao obtidas s para as menores concentra¢oes de BAC de tratamento. Para
as concentragoes mais elevadas a reducdo da actividade ¢ pouco significativa ou mesmo
inexistente. Estes resultados indicam que o condicionamento prévio das placas de silicone
induz nos biofilmes um comportamento diferente face a agressao antimicrobiana causada
pelo BAC. Ou seja, o condicionamento do silicone, particularmente quando efectuado com
concentragoes de BAC mais elevadas, para além de provocar o aumento da actividade
respiratéria dos biofilmes, parece fomentar nos biofilmes um aumento da resisténcia destes
ao tratamento com BAC, resisténcia essa que se torna mais evidente quando altas

concentracoes de BAC sio aplicadas aos biofilmes.
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Os resultados referentes a massa de biofilme formado em placas de silicone estao

resumidos na Figura 4.20.
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PLACA PLACA PLACA PLACA
CONDICIONADA | CONDICIONADA CONDICIONADA CONDICIONADA
COM 0,0625 mM COM 0,125 mM COM 0,25 mM COM 0,5 mM
Concentracao de BAC (mM)
Figura 4.20- Massa de biofime formada, em placas de silicone previamente

condicionadas, antes (controlo) e apds a aplicacdo de concentra¢des crescentes de

BAC

Esta figura mostra que o condicionamento das placas de silicone aumenta a massa de

biofilme acumulada. No entanto, esse mesmo condicionamento torna os biofilmes mais

sensiveis a posterior aplicagaio do BAC, ja que a aplicagao do surfactante causa uma redugao

da biomassa aderida, reducdo essa, no entanto, independente da concentracio de BAC

aplicada.

Para melhor se visualizar o efeito causado pela aplicagio de BAC aos biofilmes

formados em placas de silicone previamente condicionadas, calculou-se a percentagem de

variagdo da quantidade da massa de biofilme, com base nos valores obtidos no teste de

controlo. Estes resultados sao apresentados na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15 - Redugao da quantidade da massa de biofilme formado em placas de silicone

obtida para concentragbes crescentes de BAC.

Reducgao da massa de biofilme (%)

Concentragio de BAC
de condicionamento Concentragao de BAC aplicada (mM)
(mM) 1,96E-3 0,00391 0,00781 0,0156
0,0625 32 29,12 29,23 38,5
0,125 4583 60 31,7 442
0,25 447 47 2 35,7
0,5 55,2 445 35 61,6

A Tabela 4.15 confirma que, para cada concentra¢do de BAC usada no tratamento dos
biofilmes, o aumento da concentracio de BAC de condicionamento provoca, de uma
maneira geral, o aumento da quantidade de biomassa removida da superficie do silicone. No
entanto, para cada concentragdo de BAC de condicionamento, o aumento da concentragiao
de BAC utilizada no tratamento dos biofilmes nao parece induzir maior remogao de
biomassa.

Na tentativa de explicar estes resultados, e para comparagao com a Figura 4.20,
construiu-se a Figura 4.21 que redne os valores de biomassa obtidos, para os biofilmes
desenvolvidos em placas de silicone nao condicionadas, face a aplicagao de concentragoes de

BAC iguais as aplicadas aos biofilmes formados no silicone condicionado.

0,5
0,45 |
04 -

< 0,35
§ 03]
20,25 |

£ 0,2 -
0,15 1
0,1 1
0,05 -

O p

Controlo  0,00391 0,00781 0,0156
Concentracao da BAC (mM)

Massa de biofilme

Figura 4.21- Massa de biofilme formada, em placas de silicone ndo condicionadas, antes

(controlo) e apds a aplicagao de concentragdes crescentes de BAC

A Figura 4.21 mostra que os biofilmes formados sobre silicone nao condicionado
parecem nao sofrer perda de biomassa em resultado da aplica¢ao de BAC, contrariamente ao

observado com os biofilmes formados em silicone previamente condicionado (Figura 4.20).
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Os resultados apresentados nesta sub-sec¢do indicam que a aplicagio de BAC a
biofilmes de P. fluorescens formados em placas de ago e em placas de silicone, previamente
condicionadas com o mesmo surfactante, interfere com a actividade respiratoria das bactérias
dos biofilmes, mas nao com a quantidade de massa de biofilme acumulado nas placas. Sendo
assim, no sentido de se investigar a possivel existéncia de alteracdes morfoldgicas do biofilme
que apoiem os resultados obtidos, a estrutura superficial desses biofilmes foi observada por
SEM. A Figura 4.22 apresenta algumas microfotografias de biofilmes desenvolvidos em

placas previamente condicionadas com 0,0625 mM de BAC.

Aco condicionado Silicone condicionado

Figura 4.22- Microfotografias de imagens obtidas por SEM da estrutura superficial do
biofilme de P. fluorescens formado sobre ago inox (a) e do silicone (b) condicionado,
apos a aplicagéo de 0,0625 mM de BAC

Por comparacio com a Figura 4.15 e Figura 4.22 parece mostrar que apos tratamento
com 0,0625 mM de BAC, a estrutura superficial dos biofilmes formados sobre as placas
condicionadas parece alterar-se, pois parece haver mais biomassa aderida, quer sobre as
placas de aco, quer sobre as placas de silicone. A matriz polimérica continua a ser mais
evidente nos biofilmes formados sobre o silicone, ainda que comece também a denotar-se
nos biofilmes formados no aco condicionado apés tratamento com BAC. E notério, mais
uma vez, que as células constituidas nos biofilmes formados sobre o ago sao menores do que
as desenvolvidas nos biofilmes sobte o silicone. Estas observacodes estao de acordo com os
resultados, apresentados na Figura 4.13, relativos a variagao da quantidade de massa de
biofilme decorrente do condicionamento das superficies de adesao.

Os resultados constantes nesta sub-sec¢ao indiciam que o pré-condicionamento com
BAC das superficies usadas para a formacdo de biofilme induz uma menor sensibilidade

desses biofilmes, quando apds 5 dias de formagao, sio sujeitos ao tratamento com
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surfactante. Na fase inicial de adesao, o pré-contacto das células com BAC, adsorvido nas
superficies de adesao em consequéncia do condicionamento, parece desencadear nelas
mecanismos de protec¢ao que se vao manifestar quando o biofilme esta desenvolvido e esta a
ser sujeito a tratamento com o BAC. Estes mecanismos manifestam-se pelo aumento do
metabolismo exdgeno (aumento da actividade respiratoria) e pela diminuigao da sensibilidade
a agressao do BAC. Estes comportamentos sio mais evidentes quando a concentragdo de
BAC wusada no tratamento dos biofilmes se aproxima da ordem de grandeza das
concentragoes de BAC usadas no condicionamento das superficies. Parece que, em
consequéncia do condicionamento, as bactérias ficam “‘sinalizadas” para concentra¢oes de
BAC elevadas, s6 manifestando resisténcia mais evidente quando a concentracaio de BAC
usada no tratamento aumenta.

Pode-se entdo sugerir, face aos resultados obtidos, que o pré-contacto das P. fluorescens
com o BAC, durante a primeira fase de formacio de biofilme, induz nas bactérias uma
resisténcia a agressao toxica do BAC. Esta forma de resisténcia pode ser, essencialmente, de
dois tipos: intrinseca ou adquirida (Heinzel, 1998; Russel, 1995; Tabata ez al, 2003;
Tattawasart e¢f al, 2000). A resisténcia intrinseca é uma propriedade natural dos
microrganismos ou entiao ¢ uma propriedade resultante de uma adaptagao fisiologica destes.
A resisténcia adquirida surge em resultado da alteracio genética ou da mutagao dos
microrganismos. No presente estudo, nada se pode concluir quanto ao tipo de resisténcia que
esta na base dos resultados obtidos. Seria necessario fazer estudos de protedémica afim de
indagar se as bactérias sofreram alteracoes fenotipicas e/ou genotipicas ou, entdo, simples
alteragdes morfologicas. No entanto, independentemente do tipo, o desenvolvimento de
resisténcia por parte das bactérias representa ja, por si, uma dificuldade acrescida no controlo
dos biofilmes em ambiente real, podendo até ser um factor bastante problematico, pois estes
microrganismos resistentes aos surfactantes poderao ser mais dificeis de inactivar com outros

agentes antimicrobianos (Loughlin ez a/., 2002; Tabata ez al., 2003; Tattawasart ez al., 1999).

4.4.4 Caracterizagdo bioquimica dos biofilmes

No decorrer do trabalho experimental, alguns dos resultados obtidos levantaram a
possibilidade da existéncia de diferencas na composi¢ao bioquimica dos biofilmes formados
em ago e silicone, com e sem condicionamento. Nessa perspectiva, foram desenvolvidos
biofilmes sobre placas de aco e silicone (de acordo com o ponto 3.4.2) para se proceder a sua

caracterizagdo em termos do seu teor em proteinas e polissacarideos. Para a quantifica¢ao das

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 92



Resultados e discussiao

proteinas (extra e intracelulares) e dos polissacarideos (extra e intracelulares) submeteram-se,
previamente, os biofilmes a um processo de extrac¢ao da matriz polimérica, de acordo com o
ponto 3.5.4. Do processo de extracgao resultaram duas fracgoes, a fracgao celular e a fracgao
extracelular correspondente a matriz polimérica. Posteriormente, foi quantificado o contetdo
em proteinas e polissacarideos das duas fracgdes. Os valores obtidos estio reunidos na
Tabela 4.17.

A titulo de exemplo, na Tabela 4.16, estio reunidas algumas caracteristicas dos
biofilmes, formados sobre o ago e o silicone, que voltam a indiciar que o comportamento dos
biofilmes ¢ alterado consoante a superficie onde foram desenvolvidos. Verifica-se que a
massa de biofilme formado sobre as placas de aco inox é sempre menor que a observada no
silicone, e que o condicionamento das superficies parece s6 alterar a massa de biofilme
acumulada na superficie metalica. Quanto a actividade respiratoria, os biofilmes formados
sobre o silicone apresentam valores similares independentemente da superficie estar ou nao
condicionada com o surfactante. Em relagao ao aco inox, o condicionamento deste induz um

aumento significativo da actividade respiratoria dos biofilmes.

Tabela 4.16 — Valores da actividade respiratéria e de massa acumulada de biofilmes

formados em diferentes suportes de adesao (ago inox e silicone)

Suporte de Condicionamento com Massa de biofilme Actividade respirato6ria
adesido 0,0625 mM de BAC (mg/cm?) (mg O3/ ghiofilme.min)
Nio 0,235+0,016 0,328+0,003
Aco
Sim 0,364+0,096 0,600,100
. Nio 0,408+0,041 0,365+0,183
Silicone
Sim 0,390+0,078 0,37040,106

Verifica-se que a massa de biofilme formado sobre as placas de aco inox é sempre
menor que a observada no silicone, e que o condicionamento das superficies parece so alterar
a massa de biofilme acumulada na superficie metalica. Quanto a actividade respiratoria, os
biofilmes formados sobre o silicone apresentam valores similares independentemente da
superficie estar ou nao condicionada com o surfactante. Em relagdo ao ago inox, o
condicionamento deste induz um aumento significativo da actividade respiratéria dos

biofilmes.
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Tabela 4.17 - Composigao bioquimica de biofilmes formados nas diferentes superficies de

adeséo (aco e silicone)

Condicionamento Proteinas (mg/cm?) Polissacarideos (mg/cm?) ‘

com 0,0625 mM

Suporte de

adesio
de BAC Intracelular Extracelular Intracelular Extracelular

Nio 0,166+0,016  0,35040,017 0,077%0,02 0,111=%0,03
Ago
Sim 0,044+0,001 0,26440,002 0,05020,01 0,07120,002
Niao 0,093+0,012  0,167%0,005  0,050%0,007  0,050%0,007
Silicone
Sim 0,160%0,009  0,087%0,000  0,051%0,002  0,04940,008

A andlise da Tabela 4.17 revela que os biofilmes formados sobre o ago inox apresentam
caracterfsticas distintas consoante as placas de adesdo estio ou nao condicionadas com o
surfactante. O teor em proteinas totais e polissacarideos totais diminui quando os biofilmes
se formam sobre o aco condicionado. Esta constatagao ndo corrobora a maior quantidade de
massa de biofilme observada sobre o aco condicionado (Tabela 4.10).

A Tabela 4.17 mostra, também, que o teor em proteinas intracelulares decresce
significativamente nos biofilmes formados sobre o ago pré-tratado com BAC. Se se assumir
que as proteinas intracelulares sio indicadoras da quantidade de células presente nos
biofilmes, uma nova discrepancia parece surgir nos resultados obtidos, pois os biofilmes
formados sobre o agco condicionado apresentam maior actividade respiratoria apesar de
possuirem menor quantidade de bactérias. Com base nesta constatagio pode-se deduzir que
as bactérias constituintes dos biofilmes formados sobre o ac¢o condicionado sio
metabolicamente mais activas.

Em relagao aos biofilmes formados sobre o silicone, a Tabela 4.17 mostra que nao
parece haver alteracio do conteddo em proteinas totais e polissacarideos totais com o
condicionamento das superficies. No entanto, em relagio ao teor em proteinas, o
condicionamento parece aumentar a frac¢do intracelular e diminuir a fracgdo extracelular.
Esta constatacdo parece indicar que os biofilmes formados sobre o silicone possuem mais
bactérias. No entanto, a actividade respiratéria observada nestes biofilmes é semelhante a
observada nos biofilmes formados no silicone condicionado, o que leva a supor que as
bactérias P. fluorescens integrantes dos biofilmes formados sobre o silicone condicionado sio

metabolicamente menos activas.
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Comparando a composi¢ao bioquimica dos biofilmes formados sobre o silicone e
sobre o aco, pode-se referir que, quando as superficies nao estao condicionadas, os biofilmes
formados sobre o ago englobariam mais bactérias, pois o teor em proteinas intracelulares, é
superior, e apresentariam uma matriz mais evidente, pois o teor em polissacarideos e
proteinas extracelulares, também, é superior. Ambos os biofilmes apresentam, contudo,
actividades respiratorias semelhantes. Com o condicionamento das superficies, a tendéncia
descrita ¢ mantida, ou seja, o teor em proteinas intracelulares é superior nos biofilmes
formados sobre o silicone, apesar do teor em polissacarideos e proteinas extracelulares
continuar a ser inferior ao observado nos biofilmes formados sobre o aco.

A informacao dada pela composi¢ao bioquimica dos biofilmes nao apoia, na totalidade,
as observagdes microscopicas obtidas por SEM (Figura 4.11 e Figura 4.14). De facto, a
interpretacdo dos dados relativos a composi¢ao bioquimica diria que os biofilmes formados
sobre o ago teriam mais células e matriz mais evidente do que os biofilmes formados no
silicone. No entanto, a Figura 4.11 evidencia que sdo os biofilmes formados no silicone que
apresentam uma matriz mais bem definida, apesar de parecer que integram menor quantidade
de células. Com o condicionamento das superficies, as caracteristicas bioquimicas dos
biofilmes ja se aproximam mais da informacdo dada pelas imagens da Figura 4.14, pois os
biofilmes formados sobre o ago parecem possuir uma menor quantidade de células e uma
matriz polimérica muito pouco evidente. Contrariamente, os biofilmes formados sobre o
silicone, parecem integrar mais células e possuir uma matriz mais consistente, o que estd de
acordo com a informacao extraida da composi¢ao bioquimica destes biofilmes.

Em jeito de conclusio, pode-se referir que os resultados relativos a composi¢ao
bioquimica dos biofilmes nio foram muito clarificadores acerca do efeito do tipo de material
de adesio na composi¢io dos biofilmes, bem como, acerca do efeito causado pelo
condicionamento com o surfactante. A nao concordancia de alguns resultados sugere que

estudos mais aprofundados devam ser realizados.

4.4.5 Determinagio da estabilidade fisica dos biofilmes apo6s tratamento com

cloreto de benzalcénio

Neste ensaio pretendeu-se conhecer o comportamento dos biofilme de P. fluorescens,
antes e apo6s tratamento com BAC, face a altera¢oes hidrodinamica do meio circundante.
Para tal, promoveu-se o desenvolvimento de biofilmes em cilindros de aco inox fixos

num dispositivo giratério, cilindros estes introduzidos num reactor biolégico (ponto 3.4.3).
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Apbs o desenvolvimento dos biofilmes sobre os cilindros, estes foram tratados com BAC e,
seguidamente, sujeitos ao aumento da velocidade de rotagao dos cilindros (isto ¢, 500, 1000 e
2000 rpm). Com a alteragiao da velocidade de rotagiao dos cilindros pretendeu-se alterar as
condig¢oes hidrodinamica existentes dentro do reactor.

O efeito do aumento da velocidade de rotagao nos biofilmes, sem e com diferentes
concentragoes de BAC (0,125 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 0,9 mM), durante, 30 min foi avaliado
pela quantificagdo da perda de massa de biofilme. Os resultados sdao apresentados em termos

de percentagem de remogao de biofilmes (Figura 4.23)
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Figura 4.23- Remogao de biofiime causada pela submissdo do biofiime a diferentes
velocidades de rotagédo, antes (Concentragdo “0”) e apds ser tratado com varias
concentracdes de BAC.

A Figura 4.23 mostra que a varia¢ao da velocidades de rotacio provoca, por si so,
remocao do biofilme desenvolvido sobre o cilindro e nio sujeito com tratamento com BAC
(ensaio de controlo). Note-se, no entanto, que quando a velocidade de implementada (500
rpm) foi proxima da velocidade de rotagdo a qual os biofilmes se formaram, a remocao de
biomassa foi relativamente baixa. S6 quando se duplicou o valor da velocidade (1000 rpm) ¢é
que a remog¢ao do biofilme ocorreu de forma mais significativa. Com 2000 rpm (dobro da
velocidade para a qual ocorreu libertacio de biofilme), a remog¢do de biofilme volta a ser
pouco significativa. Refira-se, porém, que o biofilme sujeito a velocidade de 2000 rpm
correspondia ao biofilme das camadas mais internas, ou seja, o biofilme mais fortemente
aderido a superficie do cilindro.

Apbs tratamento com o BAC, os biofilmes parecem ter aumentado a sua estabilidade
pois a remoc¢ao de massa conseguida sao inferiores a observada com biofilmes nio sujeitos a
acgao do BAC. De facto, com a implementa¢ao das menores velocidades de rotagao (500

rpm) a remogao conseguida ¢ visivelmente inferior a registada com o biofilme sem
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tratamento. Com a implementacdo da velocidade superior (2000 rpm) a remo¢ao de massa
dos biofilmes tratados com BAC ja é mais significativa e, até, superior a observada com o
biofilme nido tratado. No entanto, a remog¢ao de biofilme ¢ equivalente (P>0,10), para a
mesma velocidade de rotagao, quando se comparam as diferentes concentragoes de BAC
testadas. A concentragao de 0,9 mM de BAC foi a excepgio pois foi a essa velocidade onde
foram observadas maiores diferencas (P<0,05) na remocio de biofilme em resultado da
implementacao das diferentes velocidades de rotagao.

A observagao da Figura 4.23 mostra também que, para a menor velocidade de rotagao,
o aumento da concentracio de BAC promove um decréscimo na remoc¢io de biofilme.
Parece que o surfactante tem um efeito de “fixacao” do biofilme aos cilindros de ago inox,
pois quanto maior é a concentragio de BAC mais biofilme fica aderido.

Os resultados sugerem que, depois da aplicagio do BAC, os biofilmes podem ficar
parcialmente ou totalmente inactivados (de acordo com resultados da sub-sec¢ao 4.3.1) mas
ficarem aderidos as superficies, o que nao é desejavel para os sistemas industriais onde a
acumulacdo de biofilme persistente é um problema. Nesta situagio deve-se promover a
remogao do biofilme combinando métodos quimicos com os métodos fisicos.

Os resultados obtidos neste estudo, também, revelaram que um sucessivo aumento da
velocidade de rotagao nao promove a remogao total de biofilme da superficie dos cilindros,
quer os biofilmes estejam ou ndo tratados com surfactante. Os biofilmes de P. fluorescens
formados sobre os cilindros, mesmo sem tratamento com BAC, apresentam ja uma
estabilidade mecanica consideravel. Essa estabilidade ainda aumentou quando os biofilmes
foram tratados com o BAC. Estes resultados mostram que ap6s tratamento com BAC e com
o aumento da concentracdo deste nao houve remocao total do biofilme das superficies em
consequéncia da variagao das forgas hidrodinamicas. Pode-se, portanto, reforcar que o BAC
¢ mais eficiente na inactivagao de biofilmes do que remogao deste das superficies, mesmo
com a alteragdo das forcas de corte resultantes da variagao significativa da velocidade de
rotagao.

Estas constatacdes vao de encontro aos resultados de remocao de massa observados na
sub-seccdo 4.3.1, onde se concluiu que o BAC tem uma capacidade reduzida de remogio de
massa das superficies.

O BAC tem uma qualquer ac¢do que provoca uma maior resisténcia mecanica do
biofilme ao seu desprendimento, ou seja, o BAC parece “fixar” o biofilme a superficie do

cilindro.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES DE TRABALHO

Neste capitulo apresentam-se as conclusdes obtidas no ambito do trabalho

experimental. Mencionam-se ainda sugestoes para futuros trabalhos.
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A presente dissertagao centrou-se na avaliacao do efeito antimicrobiano do surfactante
cloreto de benzalconio (BAC) na actividade respiratéria e no conteido em ATP de
suspensOes bacterianas ¢ na actividade respiratoria e quantidade de massa de biofilmes de
Psendomonas fluorescens. Os biofilmes foram desenvolvidos em superficies de aco inox e silicone
(sujeitas ou nao a condicionamento com o mesmo surfactante). O efeito do surfactante foi
estudado em funcio da concentragiao, do tempo de contacto das bactérias e biofilmes com o

surfactante e da presenca de uma substancia potencialmente interferente, a BSA.

Em resumo, as principais conclusdes, resultantes do trabalho experimental realizado no

dominio desta dissertagao, sio as seguintes:

» O aumento da concentracio de BAC aplicada 2 suspensio bacteriana provocou
o aumento da redugdo da actividade respiratéria das P. fluorescens verificando-se
a auséncia total (reducdo completa) da actividade respiratéria para elevados
valores de surfactante (MBC= 0,125 mM).

» A presenca de substincias organicas, BSA, na suspensdo bacteriana, influencia a
acgao antimicrobiana do surfactante, pois doses superiores de BAC (MBC= 1
mM) sdo necessarias para inactivar as bactérias.

» A aplicacio de BAC provocou uma reducio da actividade respiratoria das
bactérias incluidas nos biofilmes, quer estes se tenham formado sobre
superficies de ago inox, quer sobre superficies de silicone. A redugio da
actividade dos biofilmes tornou-se mais significativa com o aumento da
concentragao do surfactante.

» Foi necessirio uma concentracio de BAC consideravelmente mais elevada para
a inactivagao dos biofilmes formados sobre as placas de ago inox (BIC= 0,25
mM) do que os formados sobre o silicone (BIC=0,0625 mM).

» Foi necessiria uma maior concentracio de BAC para inactivar as células dos
biofilmes formados em placas de a¢o do que as células em suspensio. Em
silicone, as células dos biofilmes estavam mais sensiveis a ac¢ao téxica do BAC,
pois fol necessario uma menor concentracio de BAC para as inactivar, em

relagio a usada para inactivar as células em suspensao.
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» O BAC nio ¢ eficiente em termos de remoc¢io de massa de biofilme formado
nas superficies de aco e silicone, tendo sido, no entanto, observada uma maior
reducdo da massa dos biofilmes formados sobre o silicone.

» Nas placas de silicone hd maior acumulacio de massa de biofilme, mas este é
mais facilmente removido e inactivado.

» O silicone apresentou uma hidrofobicidade maior, assim como, uma energia
livte de adesdo, o que explica em parte a maior acumulagdio de massa as
superficies.

» O uso de surfactante no condicionamento das placas, quer de aco inox, quer de
silicone, causou um aumento evidente na actividade respiratéria dos biofilmes
posteriormente formados sobre essas superficies.

» O condicionamento das placas causou uma maior acumulacio de biomassa nas
placas de silicone do que em placas de ago inox.

» O condicionamento das placas de aco, quando efectuado com as maiores
concentragcdoes de BAC, provocou o aumento da actividade respiratéria dos
biofilmes, o que pareceu induzir resisténcia destes ao tratamento posterior com
o surfactante.

» O aumento da concentragio de BAC utilizada no condicionamento das placas
de ago causou, de um modo geral, um aumento da massa de biofilme mas a
aplicacao posterior de surfactante, nido pareceu causar nenhuma variagao
significativa. na quantidade de massa de biofilme aderida.

» O condicionamento das placas de silicone, para além de provocar o aumento
da actividade respiratéria dos biofilmes, parece induzir nestes um aumento da
resisténcia destes ao tratamento com BAC.

» Com o aumento da concentracio de BAC utilizada no condicionamento das
placas de silicone e com concentragdes crescentes de BAC usadas no
tratamento dos biofilmes ocorreu, de uma maneira geral, um aumento da
remog¢ao de biomassa. Mas, para cada concentragio de BAC de
condicionamento, o aumento da concentracao de BAC utilizada no tratamento
dos biofilmes nao parece induzir maior remogao de biomassa.

» Nos ensaios de determinacio da estabilidade fisica dos biofilmes, o aumento
da concentracio de BAC usada no tratamento dos biofilmes traduziu-se num
aumento da estabilidade mecanica destes face a alteracao da velocidade de

rotagao.
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» O BAC ¢ mais eficiente na inactivagio do que na remogio dos biofilmes das
superficies, o que nao ¢ desejavel pois acumulagao e persisténcia em superficies
compromete os procedimentos de limpeza e desinfeccdo. Esta situagio ¢

geradora de problemas graves bem como de acrescidos custos econémicos.

De seguida, sao apresentadas mais algumas sugestOes, cuja concretizagio exigiria
bastante mais trabalho, pelo que poderao constituir, na sua esséncia, possiveis topicos para

futuros trabalhos de investiga¢ao, a concretizar mais a longo prazo.

» Investigar e caracterizar as formas de resisténcia adoptadas pelos
microrganismos quando constituidos em biofilme, face a aplicagio do
surfactante.

» Alargar o estudo a outros surfactantes, preferencialmente, surfactantes
aceitaveis do ponto de vista ambiental.

» 'Testar novas estratégias de aplicacio deste surfactante a biofilmes, no que se
refere ao tempo de duragao de contacto com as Psexdomonas fluorescens.

» Testar novas estratégias de controlo de biofilmes baseada na combina¢io de
mais do que um agente antimicrobiano, como por exemplo: enzimas-

sutrfactantes.
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