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RESUMO

Actualmente, o recurso a préoteses maxilofaciais € comum e constitui uma alternativa quando a
cirurgia de reconstrugdo funcional e estética ndo sdo suficientes. Contudo, estas proteses
estdo sujeitas a contaminagdao microbiana que pode culminar com o desenvolvimento de
infeccbes e consequente remocdo do dispositivo. Varios esforcos tém sido conduzidos no
sentido de desenvolver novos materiais ou melhorar os existentes, dos quais se destaca o uso
de biosurfactantes, dado que conferem as superficies dos materiais caracteristicas anti-adesiva
e/ou antimicrobianas. Neste sentido, o trabalho desenvolvido na presente dissertagdo de
mestrado teve por objectivo principal o estudo da reducdo da adesdo microbiana a materiais
usados em préteses maxilofaciais (borracha de silicone e ago inoxidavel 316 L), através da
adsor¢cdo de biosurfactantes produzidos por bactérias lacticas, tais como a Streptococcus
thermophilus A e Lactobacillus paracasei, e da adsorcdo de surfactantes quimicos,
nomeadamente o Oxidet® DM20 e o Findet® 1214/N23.

Os parametros cinéticos foram avaliados no sentido de caracterizar a producdo de
biosurfactante por ambas as estirpes bacterianas, tendo-se obtido rendimentos de producao
reduzidos. A S. thermophilus A revelou uma maior taxa de produg¢do do composto tensioactivo
relativamente a L. paracasei. A actividade dos surfactantes foi aferida através da medicdo da
tensdo superficial e angulos de contacto (apenas no caso do ago inoxidavel 316 L). O composto
que revelou maior poder tensioactivo foi o Oxidet® DM20, enquanto os biosurfactantes
apresentaram valores de tensdo superficial semelhantes e superiores aos obtidos com os
surfactantes quimicos. A medi¢cdao dos angulos de contacto permitiu verificar que a
hidrofilicidade do metal foi aumentada com a adsorg¢ao dos dois biosurfactantes e o Findet®
1214/N23. Os ensaios de anti-adesdo mostraram uma reducdo da adesdo de 50 a 70 % de
Staphylococcus schleifen MFP 5-1 e Candida parapsilosis MFP 16-2 na superficie de
poliestireno condicionada com o biosurfactante de S. thermophilus A e Findet® 1214/N23 para
a bactéria, e ambos os biosurfactantes para o fungo. Os resultados alcangcados com a C.
albicans MFP 22-1 foram menos conclusivos. Todavia conseguiu-se uma reducdo em cerca de
30 % com o Findet® 1214/N23. A adesdo da S. schleifen MFP 5-1 a superficie da borracha de
silicone foi reduzida em 81 a 90 % com os biosurfactantes e o Findet® 1214/N23, a 1 g/L;
enquanto na superficie do aco se obteve uma inibicdo da adesdo de cerca de 34 e 59 % com os
biosurfactantes de S. thermophilus A e L. paracasei, respectivamente. Mais uma vez os ensaios
com a C. albicans MFP 22-1 revelaram-se inconcludentes, obtendo-se, todavia, uma reducao

da sua adesdo em 60 % com o Findet® 1214/N23 na superficie de silicone.



Concluindo, é possivel afirmar que os surfactantes, destacando-se os de origem bioldgica,
constituem uma solucdo possivel e interessante para reduzir a adesdo microbiana a

dispositivos médicos.



ABSTRACT

Nowadays the use of maxillofacial prostheses is common and constitutes an alternative
whenever functional reconstruction and aesthetic surgery is not enough. However, these
prostheses are prone to microbial contamination that can lead to infections and the
consequent failure and removal of the device. Several efforts have been conducted in order to
develop new biomaterials or improve existing ones, highlighting the use of biosurfactants since
they confer anti-adhesive and/or antimicrobial characteristics to the surfaces. Based on this,
the aim of this thesis was to reduce or inhibit the microbial adhesion to silicone rubber and
stainless steel 316 L, materials commonly used in maxillofacial prosthesis, through the
adsorption of biosurfactants produced by lactic bacteria, such as Steptococcus thermophilus A
and Lactobacillus paracasei, and through the adsorption of chemical surfactants, namely
Oxidet® DM20 and Findet® 1214/N23.

Kinetic parameters were evaluated to characterize the production of biosurfactants. The yields
of biosurfactant production were low. S. thermophilus A revealed a higher production rate as
compared to L. paracasei. Surfactants activity was characterized by measurement of surface
tension and contact angles (only in stainless steel 316 L). Oxidet® DM20 exhibit more reduction
of surface tension, while both biosurfactants showed similar values and superior to the ones
obtained for synthetic surfactants. The contact angles measurement showed that the
hydrophilicity of metal was increased due to the adsorption of both biosurfactants and Findet®
1214/N23. The anti-adhesion assays revealed a reduction of the adhesion of Staphylococcus
schleifen MFP 5-1 and Candida parapsilosis MFP 16-2 between 50 and 70 % in polystyrene cell
culture plates with a conditioning film of the two biosurfactants and Findet® 1214/N23, for the
bacteria, and only with biosurfactants, in the case of the fungus. The results obtained with C.
albicans MFP 22-1 were not conclusive. Notwithstanding, Findet® 1214/N23 decreased the
adhesion of this microbe in 30 %. The adhesion of S. schleifen MFP 5-1 to silicone rubber
surface decreased 80 to 90 % with adsorption of biosurfactants and Findet® 1214/N23, at 1
g/L; while for the stainless steel surface adsorbed with biosurfactants from S. thermophilus A
and L. paracasei a reduction of 34 % and 59 %, was found respectively. Again, the anti-
adhesion assays in both silicone rubber and stainless steel 316 L with C. albicans MFP 22-1
were inconclusive. Nevertheless, Findet® 1214/N23 adsorbed to silicone rubber decreased it
adhesion in 60 %.

In conclusion, it is fair to say that the surfactants, namely the ones from biological origin,
constitute a possible and interesting solution to reduce the microbial adhesion onto medical

devices.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacdao e Motivacao
O recurso a préteses tem vindo a aumentar ao longo dos tempos. Uma das areas de destaque

no seu uso é a maxilofacial, dadas as grandes exigéncias a nivel funcional e estético (1). O
desenvolvimento de novos materiais na construcdo de prdteses tem vindo a sofrer alteragdes,
pois ndo interessa somente 0 seu comportamento mecanico, mas também a sua
biocompatibilidade e durabilidade. A borracha de silicone (2) (3) e o aco inoxidavel (4) tém sido
dois materiais bastante usados nesta area da engenharia biomédica.

As infeccBes associadas aos dispositivos constituem um dos principais motivos de faléncia (5)
(6). E nas préteses maxilofaciais ndo é excepgdo. A sua enorme exposicdo a comida, bebidas e
saliva promove o desenvolvimento de uma microflora particular, e, por consequéncia, a
colonizacdo dos materiais protésicos e a sua faléncia. No sentido de evitar a ocorréncia de
infeccbes e consequente remogdo do dispositivo, tém sido desenvolvidos esfor¢cos na
investigacdo de alternativas, quer na criagdo de novos materiais, quer na modifica¢do dos ja
existentes (7).

Os biosurfactantes tém-se evidenciado como uma estratégia relevante a ter em conta, uma
vez que torna possivel a alteragdo das caracteristicas superficiais, tornando-a simultaneamente
anti-adesiva e com actividade antimicrobiana. Estes compostos microbianos sdo moléculas
anfifilicas com uma peculiar tendéncia de acumular na interface, actuando sobre a adesao dos
microrganismos (8) (9).

Devido aos elevados custos de producdo dos biosurfactantes, os surfactantes de sintese
guimica podem surgir como uma possibilidade latente. Estes produtos foram ainda pouco
estudados no que respeita a sua aplicabilidade como anti-adesivos na engenharia biomédica.
Assim, o presente trabalho foca-se na caracterizacdo da producdo de dois biosurfactantes
originarios de bactérias lacticas (Streptococcus thermophilus A e L. paracasei), o estudo das
suas caracteristicas tensioactivas, actividade em superficies de materiais protésicos (aco
inoxiddvel 316 L e borracha de silicone - polidimetilsiloxano (PDMS) - e ainda capacidade anti-
adesiva sobre microrganismos isolados de préteses maxilofaciais (S. schleifen MFP 5-1, C.
parapsilosis MFP 16-2 e C. albicans MFP 22-1). Comparando sempre o seu desempenho com

dois surfactantes sintéticos - Oxidet® DM20 e Findet®1214N/23.



1.2 Proteses Maxilofaciais
Com o desenvolvimento da sociedade moderna, as preocupacdes relacionadas com a saude

prendem-se, ndo s6 com a manutencdo da vida, mas cada vez mais, com a qualidade de vida
dos pacientes. Neste sentido, a reabilitacdo de fun¢des e formas perdidas constitui um dos
principais objectivos na drea da engenharia biomédica (1).

Os principais precursores de defeitos maxilofaciais sdo as malformagdes congénitas, neoplasias
benignas ou malignas, e traumas. Aproximadamente 5% das doengas malignas estdo
localizadas na area oral e maxilofacial. O seu tratamento passa entdo por intervengdes e
reconstrugdes cirurgicas (10) (11). Para além da diminui¢cdo ou perda da funcionalidade, esta é
uma area de grande afecgdo psicoldgica. A reabilitagdo protésica constitui assim a alternativa
cirargica quando a reconstrugao funcional e estética da cirurgia convencional ndo se mostra
suficiente, quer seja devido a ndo colmatacdo da afectagdo das condi¢Ges psicoldgicas, quer da
diminuta recuperacdo funcional devido a excessiva perda de massa dssea, ou ainda devido a
limitacOes especificas do quadro clinico do paciente, incluindo a faixa etaria do mesmo (1) (10)

(12).

A incessante procura pelo material ideal para a construcdo de préteses tem-se revelado um
dos principais pontos de investigacdo nos ultimos anos. Um biomaterial é, comummente,
definido como um material utilizado em implantes e dispositivos biomédicos. Sdo muitos os
materiais sintéticos utilizados em aplicagbes biomédicas incluindo metais e ligas metdlicas,
polimeros e ceramicos (13) (14). Devido as diferentes estruturas e, consequentemente
propriedades que possuem, estes materiais apresentam diferentes aplicacdes possiveis.

Em préteses maxilofaciais, varios tém sido os materiais usados ao longo dos tempos tendo em
conta a evolugcdo do conhecimento cientifico (1). Esta progressdo no tempo e no saber incluiu
materiais como a madeira, marfins, ceras e metais, em periodos histdricos mais primérdios;
passando ainda pelo recurso a borracha vulcanica coberta com pigmentos vegetais, de modo a
adquirir uma tonalidade mais semelhante com a tez (15) (16) (17). A partir de 1960, os
elastdmeros de silicone foram também introduzidos na industria protésica (1) (15).

Desta forma, além da silicone e variadas ligas metdlicas, a que se recorre desde tempos
reconditos, para a reconstituicdo de variadissimas partes anatémicas, nomeadamente a zona
maxilofacial (15), destacam-se ainda os elastémeros de poliuretano (18), plasticos de vinil,
acrilatos, latex, entre outros (19) (20).

O biomaterial ideal deve ter boas propriedades quimicas e fisicas, sendo que a sua superficie

deve apresentar uma boa biocompatibilidade quando sujeita ao ambiente interno do corpo,



que é quimica e mecanicamente activo. A resposta do organismo a introdu¢do de um material
depende das propriedades da sua superficie, uma vez que as interacgdes entre os tecidos e o
material t&m lugar na mesma. E importante avaliar a degradacdo do material, ndo devendo ser
libertados produtos quimicos nocivos ou provocados efeitos deletérios, como inflamacdo
croénica, irritacdo da pele ou respostas de hipersensibilidade. A modificacdo das superficies dos
biomateriais tornou-se um campo de interesse na area médica, quer para a melhoria das
funcdes de superficie, bem como o incremento da sua durabilidade, biocompatibilidade, e
diminuicdo da adesdo microbiana com o intuito de reduzir as infec¢des associadas aos
dispositivos médicos (8) (13).
Assim, o biomaterial ideal devera respeitar as seguintes caracteristicas:

1. Esterilidade (ndo adesdo por microrganismos e consequentes infecgGes associadas aos

dispositivos);

2. Maxima aceita¢do e minima resposta inflamatéria - biocompatibilidade;

3. N&o provocar a libertagdo de detritos nocivos ou carcinogénicos;

4. Durabilidade ao longo do tempo de vida do implante;

5. Facilidade de fabrico (20).
Na aplicacdo especifica em proteses maxilofaciais, outros critérios devem ainda ser tidos em
conta, tais como caracteristicas de processamento como baixa viscosidade, durabilidade,
capacidade de coloracdo intrinseca e extrinseca, translucidez, baixa temperatura de
processamento, e facilidade de modulagdo com o recurso a moldes reutilizaveis, facilidade na
reproducdao em numero; caracteristicas ao nivel do comportamento como elevada resisténcia
a traccdo, elevada capacidade de elongagdao, bom maddulo elastico (e flexibilidade), dureza
suficiente, estabilidade dimensional, tensdo superficial adequada, bom coeficiente de fricgao,
minima conducdo térmica e eléctrica, capacidade de higieniza¢do, resisténcia a ataques
quimicos e as radia¢Oes ultravioleta, uma boa relagdo custo-eficacia e, obviamente, conforto

do paciente (1) (20) (21) (22).

1.2.1.1 Silicone
Tal como ja referido, o elastdmero de silicone tem sido largamente utilizado como biomaterial
em diversas aplicacbes biomédicas, das quais se destacam as proteses maxilofaciais (15),
proteses da fala (2), cateteres urinarios (23) e lentes de contacto (24). Este material tornou-se
comercialmente disponivel em 1943, tendo sido a sua primeira aplicacdo na biomedicina
reportada dez anos depois (25).
Silicones sdo polimeros sintéticos constituidos por uma cadeia principal de silicio e oxigénio (Si-

0) e ramos organicos do grupo metilo (CH3) directamente ligados ao silicio por ligagdes Si-C. A



configuracdo mais comum de silicone é o polidimetilsiloxano (PDMS) que é a repeticdo

continua do mondémero (CH;),SiO, como se pode verificar na Figura 1 (21) (26).

CH; CH, CH; CH4

Si=—0 Si=——0 Si—0 Si=—0

CHj CH; CH;4 CH;

Figura 1 — Esquema representativo da cadeia de PDMS.

Este material relne varias caracteristicas favoraveis como o facil fabrico, elevado grau de
inércia quimica (devido a ligagdo forte Si-O), baixa toxicidade, e elevada estabilidade térmica e
oxidativa. A singularidade dos PDMS é a elevada flexibilidade que as liga¢des Si-O-Si e Si-O
permitem, resultando numa grande liberdade de movimento das cadeias. Esta caracteristica é
reflectida na sua baixa viscosidade, baixa tensdo superficial, baixo ponto de fusdo e
temperaturas de transicdo vitrea, e é responsavel pelo comportamento eldstico de muitos
PDMSs (21).

Este polimero existe em diversas formas, nomeadamente como fluido, gel ou elastémero. Os
fluidos sd@o, por norma, cadeias simples em linha recta de PDMS; os géis sdo constituidos por
cadeias de PDMS e grupos vinil e hidrogénio a separar os atomos de silicio; os elastomeros
(forma mais relevante para aplicacbes biomédicas) sdo compostos por PDMS que possuem
pequenas particulas de silicio amorfo, conferindo-lhes a forca caracteristica dos elastémeros
(26).

A borracha de silicone usada em aplicagdes médicas tem a mesma constituicdo quimica que os
restantes tipos de silicone comercialmente disponiveis. Ndo obstante, para este fim concreto
tem de cumprir trés requisitos bdasicos, nomeadamente um longo historial de sucesso na
implantacdo animal e humana; fabrico e manipulacdo em ambiente limpo; e a sua qualidade
controlada (25).

A hidrofobicidade do material influencia a susceptibilidade do mesmo a ades3do microbiana. E
importante notar que o elastomero de silicone é altamente hidrofébico (27). Um aspecto
importante a ter em consideragdo, tendo em conta que este material promove a colonizagao
microbiana, é o facto de o contacto estreito entre as superficies da protese e da pele criarem
um espaco subjacente himido e portanto favoravel ao crescimento microbiano.
Adicionalmente, este espago promove a irritacdo da pele e a deterioracao da borracha de

silicone.
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Apesar de bastante utilizados em diversas aplicagGes biomédicas, estes materiais estdo longe
de serem considerados ideais. A qualidade da silicone depende essencialmente de dois
componentes bdasicos, a cadeia de PDMS e as fibras de silicio, e a interaccdo destes dois
componentes afecta a forca global e o tempo de vida do material (22) (28). Varios
investigadores tém-se dedicado ao estudo das propriedades deste tipo de material nas suas
varias formulagbes comerciais disponiveis. Neste ambito salientam-se os trabalhos de
Abdelnnabi, et al (1984) (29) e Bell et al (1985) (28), na area das propriedades fisicas
mencionadas como requeridas em préteses maxilofaciais de silicone, como sejam a resisténcia
a tracgdo, elongacdo, dureza e resisténcia ao rasgamento. Estas propriedades constituem
factores de avaliagcdo de flexibilidade, duracdo e resposta ao tacto ou desempenho na
aplicacdo clinica. Hulterstrom e a sua equipa de investigacdo (2006) estudaram ainda a
molhabilidade, sorp¢do de agua e solubilidade de diferentes silicones comercialmente
disponiveis, e que sdo frequentemente usadas em préteses maxilofaciais (30). Waters et al
(1999) avaliaram também a molhabilidade e energia de superficie de diferentes silicones
comerciais usados em proteses maxilofaciais, reportando que ndo existe uma diferenca
significativa na molhabilidade entre os diferentes silicones (31).

As maiores desvantagens destes materiais, apontadas pelos clinicos, sdo a sua baixa resisténcia
nas extremidades, descoloragdo com o tempo de utilizagdo, técnica de fabrico sensivel que
permite, por exemplo, entrada de ar e formagdo da bolhas no material, peso para as préteses
de maior dimensdo e baixa compatibilidade com agentes adesivos (15).

Neste sentido, tem-se assistido a uma grande preocupagao dos investigadores em melhorar as
propriedades deste material através de combina¢Ges com outros materiais ou modificacGes da
sua superficie. Exemplos deste tipo de estudos sdo o de Aziz et al (2003b), em que os
investigadores promoveram a modificagdo num tipo novo de silicone de modo a optimizar a
sua molhabilidade (32). Bellamy et al (2003) investigaram uma nova formulagdo de silicone
com multi-camadas (trés), com o objectivo de melhorar o desempenho global do material final
em proteses maxilofaciais (33). Rodrigues e seus colaboradores (2004a (34), 2004b (35) e
2006a (36)) reportaram ainda o aumento da molhabilidade da superficie da borracha de
silicone revestida com biosurfactantes, bem como a reducdo da colonizacdo microbiana,
despertando o interesse da potencial utilizacdo destes produtos biolégicos na superficie de

silicone para varias aplicacGes médicas, como as proteses maxilofaciais.



1.2.1.2 Metais — a¢o inoxidavel 316 L

Varios metais tém vindo a ser utilizados com sucesso como biomateriais, particularmente em
aplicacOes ortopédicas, na cirurgia oral e maxilofacial (e.g., implantes dentarios, placas
craniofaciais, préteses da mandibula e os parafusos), e na cirurgia cardiovascular (e.g., partes
de pacemakers, desfibrilhadores, e coragdes artificiais; cateteres; substitutos de valvulas;
stents; e clips de aneurismas). Adicionalmente, instrumentos cirurgicos e outros associados a
medicina dentaria, tais como agulhas, grampos, e caixas das bombas para libertacdo de
farmacos, sdao também constituidos por materiais metdlicos (37) (38).

E importante referir que muito poucos metais vulgarmente utilizados na industria sdo
biocompativeis e capazes de obter uma boa performance a longo termo como implantes no
corpo humano. Na selec¢do dos elementos constituintes de ligas aplicadas em biomedicina,
devem-se privilegiar elementos nao téxicos. Na Figura 1Erro! A origem da referéncia nao foi
encontrada. estd representada a biocompatibilidade de alguns metais puros e ligas metalicas

geralmente utilizados em aplicacdes biomédicas (37).
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Figura 2 - Relagdo entre a resisténcia a polarizagdo e biocompatibilidade dos metais puros, ligas crémio-
cobalto e agos inoxidaveis (adaptado de (39)).

Os acos inoxiddveis (ou agos inox) sdo ligas de ferro (Fe) que contém no minimo 10,5% de
cromio (Cr), a quantidade necessaria para prevenir a formacdo de ferrugem em ambientes
agressivos (dai a designagdo de “inoxidaveis”). Poucos agos inox contém mais de 30% de Cr ou
menos do que 50% de Fe. A formacdo de um filme rico em éxido de crémio a superficie
(aproximadamente 2 nm de espessura), invisivel e aderente, confere-lhes as caracteristicas de
inoxiddveis. Esta camada forma-se espontaneamente na presencga de oxigénio (37).

Outros elementos podem ser acrescentados a composicao da liga metalica com o objectivo de
adequar algumas propriedades a uma determinada aplica¢do e finalidade. Os mais comuns sdo

0s seguintes:



¢ Niquel (Ni) — provoca uma mudanga na estrutura incrementando a ductilidade,
resisténcia mecanica a quente e soldabilidade (importante no fabrico); aumenta ainda
de forma geral a resisténcia a corrosao.

¢ Molibdénio (Mo) e Cobre (Cu) — tém como finalidade aumentar a resisténcia a
corrosdo em ambientes himidos.

e Silicio (Si) e Aluminio (Al) — melhoram a resisténcia a oxidacdo a altas temperaturas.

e Titanio (Ti) e Nidbio (Nb) — usados como elementos estabilizadores dos agos
austeniticos, impedindo a precipitacdo de Cr em forma de carbonetos durante
aquecimentos e arrefecimentos lentos, o que provocaria uma diminuicdo da
resisténcia local a corrosao (40).

O aumento da quantidade de Cr na liga, para além dos 10,5 %, concede ainda uma maior
resisténcia a corrosdo. Assim, a adicdo de outros elementos a liga metdlica permite adequar
uma maior resisténcia a corrosdo em ambientes especificos ou o desenvolvimento de
propriedades fisicas e mecéanicas desejadas (37). Os a¢os inox usados em dispositivos médicos
devem estar preparados para estar em contacto prolongado e confinados as condicGes
existentes nos tecidos bioldgicos (e.g. temperatura, salinidade) (37).

Os acos inoxidaveis tém diferentes designagdes e categorias consoante a sua constituicdo. As
designacdes de trés digitos estabelecidas pela American Iron and Steel Institute (AlSI) foram
adoptadas por praticamente todas as industrias a nivel mundial. Assim, as séries 200 e 300
constituem geralmente agos inox austeniticos, enquanto a série 400 constitui ferriticos ou
martensiticos. Alguns agos inoxiddveis tém sufixos de uma ou duas letras, indicando uma
mudanca particular na composicdo (37) (40).

Os acos inox austeniticos sdo populares em implantes devido ao seu relativo baixo preco,
podem ser fabricados com recurso a técnicas simples e comuns, e as suas propriedades
mecanicas sdo susceptiveis de optimizacdo ao nivel de resisténcia e ductilidade. Os agos inox
austeniticos ndo sdo suficientemente resistentes a corrosdo para serem usados por tempos
prolongados como materiais implantaveis. Dada esta desvantagem relativamente ao titanio,
por exemplo, estes acos inox encontraram uma maior aplicabilidade em parafusos e placas
para 0s 0ss0s, pregos e varas e outras aplicacGes temporarias. Por outro lado, estas ligas de
aco inox demonstram melhor soldabilidade e conformabilidade comparativamente com as

ligas de titanio (37) (41).



O tipo 316 L (18Cr-14Ni-2,5Mo) é uma variante da composi¢do do 316, fundido no vacuo e de baixo carbono. A fundi¢do no vacuo aumenta a limpeza. A
composicdo quimica maximiza a resisténcia a corrosdo localizada e favorece uma microestrutura livre de ferrite. (37) Na Tabela 1 apresentam-se as

propriedades quimicas do aco 316 L (material utilizado no presente trabalho), na Tabela 2 as suas propriedades fisicas e na Tabela 3 as suas propriedades

mecanicas.

Tabela 1 - Propriedades quimicas do aco inox 316 L (42)

% em peso C Si Mn P S N Cr Mo Ni

316L 0,030 1,00 2,00 0,045 0,015 <0,11 16,50-18,00 2,00-2,50 10,00-13,00

Tabela 2 — Propriedades fisicas do ago inox 316 L (43)

Peso

ifi ) L. Coeficiente de dilatagdo térmica média Condutividad Calor .
especnflgo Médulo de elasticidade (kN/mm?) 5 o5ao terf o o Resistividade
(kg/dm®) entre 20 C (x10”/ 'K) e térmica a especifico . 0
20°C 220°C eléctricaa 20 C

2,
20°C 100°c  200°C  300°C 400°Cc 500°C 100°C  200°C 300°C  400°C  500°C (W/(m.’K) (J/(kg.’K) ((Q.mm’)/m)

8,0 200 194 186 179 172 165 16,0 16,5 17,0 17,5 18,0 15 500 0,75

Tabela 3 - Propriedades mecanicas do ago inox 316 L (44)

Resisténcia a

) Limite elastico (N/mmz) Alargamento minimo (%)  Dureza maxima (HB)
tracgdo (N/mm°)

550-700 240 45 200




As infecgBes associadas aos dispositivos médicos sdo também um problema relevante no uso
de metais, pois estes ndo possuem propriedades intrinsecas que impecam a colonizagdo
microbiana. Diferentes tipos de tratamento de superficie, como revestimentos e modificacdo
das proprias ligas tém sido estudados como potenciais meios para inibir a deposicdo de
microrganismos na superficie dos acos inox (45) (46) (47). No entanto, os beneficios que
advém da inibicdo da adesdo microbiana pelos revestimentos modificados podem ser
reduzidos, pela deteriorac3o, devido & fricgdo, processamento, limpeza ou uso diario. E neste
sentido que surge a necessidade de averiguar novas alternativas que permitam inibir a adesao
microbiana e posterior formagdo de biofilmes nas superficies destes biomateriais. Meylheuc et
al (2006) aferiram a possibilidade de utilizar biosurfactantes adsorvidos na superficie de aco

inox com o intuito de reduzir a adesdao microbiana (48).

1.3 Adesao de Microrganismos e Formacao de Biofilmes
O uso de biomateriais tem vindo a aumentar significativamente nos ultimos anos, e apesar dos

grandes avancgos que tém sido feitos nesta area, uma grande parte dos dispositivos médicos
sdo ainda colonizados por microrganismos, tornando-se o foco de infec¢des associadas aos
dispositivos. Dispositivos tdpicos (e.g. lentes de contacto), dispositivos transcutaneos (e.g.
cateteres) e também dispositivos implantados sdo altamente susceptiveis a frequentes
“ataques” microbianos (6). O tipo de microrganismo invasor, a sua origem e o periodo de
tempo em que os dispositivos permanecem em risco variam muito consoante o tipo de
dispositivos e o seu local de inser¢do. As infec¢bes associadas aos biomateriais, para além das
complicagdes que acarretam para o paciente, ainda sdo responsaveis por muitas das infec¢Oes
associadas aos cuidados de saude (IACS), resultando num maior consumo de recursos para os
mesmos (5) (49).

Os elastémeros de silicone e o0 aco inox 316 L ndo sdo excepcdo a este fendmeno de infecgdes
associadas ao uso de dispositivos médicos. Na realidade, varios microrganismos tém-se
mostrado capazes de colonizar estes materiais. Millsap et al (1996) reportaram a adesdo
microbiana e formacgdo de biofilme em cateteres de silicone (50); enquanto Rodrigues et al
(2004a (34) e 2006a (36)) abordaram este problema mas usando como modelo as préteses da
fala. No que concerne a infecgdo associada ao uso de dispositivos em ago inox 316 L, Zhao e os
seus colaboradores (2008) investigaram formas de prevenir a adesdo bacteriana
(Staphylococcus epidermidis e Staphylococus aureus) a este material tendo em vista a sua

aplicacdo em implantes médicos (4).



De modo a prevenir a ocorréncia destas infeccoes é necessario compreender os fendmenos
gue se encontram envolvidos na ligacdo célula microbiana -material. Quando em contacto com
o ambiente bioldgico, o material fica automaticamente coberto de proteinas existentes no
plasma que adsorvem a superficie, tais como a fibronectina e o fibrinogénio. Estas proteinas
agem como receptores para a ligacdo das bactérias (ligacGes mais especificas). Contudo, este
fendmeno ainda ndo se encontra totalmente esclarecido (5). As interacg¢des fisico-quimicas
nao especificas, como forcas de Van der Waals, forgas electrostaticas, interac¢ées acido-base e
movimentos/forcas Brownianos revelam um papel fundamental na ligacdo microbiana aos

materiais (Figura 3) (5) (51).
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Figura 3 - InteracgGes entre as superficies do material e das bactérias.(adaptado de (51))

A infeccdo associada ao uso de biomateriais da-se em trés passos: adesdo microbiana,
proliferacdo microbiana e formacdo de biofilmes (5). Apds a fase inicial de fixacdo, os
microrganismos entram num estado metabdlico caracteristico que comeca pela produgéo de
enzimas extracelulares para a formacdo de cadeias longas de substancias poliméricas de
residuos de acucares, produzidos intracelularmente. Esta substancia mucdide é denominada
de exopolimero da matriz extracelular, consistindo maioritariamente de polissacaridos de
elevado peso molecular, e determina a estrutura e coesdo dos biofilmes através da ligacdo
célula-célula e do desenvolvimento de finas camadas de bactérias. O comportamento dos
microrganismos é bastante diferente quando estdo isolados ou em biofilme. Os biofilmes
incluem ainda catiGes multivalentes, particulas inorganicas, coldides e outros compostos
dissolvidos, conferindo diferengas substanciais ao nivel fisioldgico, metabdlico e morfoldgico
destas estruturas relativamente a populagdes isoladas do mesmo microrganismo (5) (6). Desta
forma, os biofilmes possuem um papel vital na persisténcia da infec¢do e na eventual falha de
dispositivos médicos implantaveis, sendo responsdveis pelo estabelecimento de
microambientes que protegem os agentes microbianos dos ataques imunoldgicos e dos

agentes terapéuticos (52) (53).



1.4 Estratégias para inibir ou reduzir a adesao microbiana em

biomateriais
Varios desenvolvimentos/melhoramentos nos materiais tém sido propostos para ultrapassar

este problema, tais como o uso de substancias com elevada biocompatibilidade, biomateriais
biodegradaveis, imobilizacdo de biomoléculas, incorporagdo de camadas hidrofilicas exteriores
para reduzir a adsorcdo de proteinas (54), criacdo de superficies de energia reduzida
(hidrofobicidade) (55) (56) e materiais ricos em carbono (57) (5). A criagdo de microdominios
para regular a adesdo de proteinas e células, novos co-polimeros com modificacdes de
superficie para reduzir a deterioracdo e a adesdo bacteriana, e ainda revestimentos ou
impregnacdo com anti-microbianos sdo outras metodologias (58). As modificacGes de
superficie podem ser efectuadas recorrendo a péptidos ou tratamentos fisicos ou quimicos
para criar superficies carregadas (e.g., grupos anidénicos, aminoacidos) ou para mimetizar
moléculas naturais (59) (60). O controlo das propriedades de carga e hidrofobicidade é
igualmente uma forma de interferir com a interac¢ao dos microrganismos com a superficie do
substrato. Desta forma, a adesdo dos organismos a superficie ird depender grandemente da
soma das interac¢cbes ndo especificas. As forgcas de Van der Waals e os movimentos
Brownianos normalmente promovem a adesdo. No entanto, as interac¢Ges electrostaticas
podem ser repulsivas ou atractivas. A grande maioria dos microrganismos sdo carregados
negativamente. Assim, teoricamente uma superficie carregada negativamente ird produzir
uma repulsdo electrostatica, por outro lado, a adesdo sera promovida em superficies
carregadas positivamente (5). Contudo, alguns estudos reportam a existéncia de um efeito
antimicrobiano de superficies carregadas positivamente para bactérias Gram negativas, como
provaram Gottenbos et al (2001). Estes investigadores demonstraram que a adesdo inicial das
bactérias Gram negativas ndo depende somente da auséncia de repulsdo electrostatica inicial
(que de facto se verifica), mas também da carga do substrato (filme condicionante) que adere
inicialmente ao material (61). O uso de agentes antimicrobianos tem sido também uma op¢ao
bastante investigada nos Ultimos anos, como por exemplo o trabalho de Harnet et al (2009),
em que se obtiveram resultados bastante satisfatérios com o estudo do efeito antibacteriano
obtido com filmes de polielectrélitos de clorhexidina® introduzidos em diferentes materiais de
sutura (62). Outras alternativas, tais como o uso de biosurfactantes também tém sido
consideradas na tentativa de solucionar este problema das infec¢bes associadas aos

dispositivos médicos (63) (64) (65). Exemplo disto é a investigacdo reportada por Rodrigues et

' Clorhexidina é um anti-séptico de largo espectro no controlo de bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas e fungos, possuindo reduzida toxicidade. (120)



al (2006a), demonstrando a possibilidade de diminuir a adesdo microbiana em proteses,
através da adsorcdo de biosurfactantes na superficie da borracha de silicone (36). O uso de
biosurfactantes para a diminuicdo da adesdo microbiana a biomateriais estad a tornar-se cada
vez mais interessante, na medida em que se evita o recurso a antibiéticos, prevenindo o

aparecimento de estirpes resistentes a estes agentes.

Alguns microrganismos tém a capacidade de produzir compostos anfipaticos, com grupos
hidrofilicos e grupos hidrofébicos. Estes compostos tém tendéncia a interagir na interface de
dois sistemas heterogéneos, diminuindo a tensdo superficial e formando micelas. Este
comportamento influencia a forma como outras moléculas interagem com as interfaces e se
comportam em solucdo (66) (67) (68). Estes produtos, sintetizados por microrganismos em
crescimento, podem ser excretados para o meio, ou permanecer ligados a membrana celular
(69) (70). A diversidade de organismos produtores sugere que a producdo destas substancias
representa uma importante estratégia de sobrevivéncia (71).

Os biosurfactantes tém-se tornado, assim, uma importante ferramenta da biotecnologia em
variadas aplicagbes, nomeadamente em aplicagbes médicas. Os principais motivos da sua
popularidade consistem na sua ac¢do especifica, baixa toxicidade, relativa facilidade de
producdo e aplicabilidade diversa. Podem ser usados como emulsionantes, agentes que
aumentam a molhabilidade, tém a capacidade de formar espumas, e sdo ainda ingredientes e
detergentes funcionais em varios sectores industriais (72) (73) (74) (70). Adicionalmente tem
sido também reportado que os biosurfactantes constituem uma forma de os microrganismos
lidarem com as mudancas na interface, desempenhando um papel importante na motilidade
microbiana, interac¢do célula-célula, diferenciacdo celular, acesso ao substrato, e ainda na
protec¢do contra agentes téxicos (68). Tal como mencionado anteriormente, estes compostos
sdao produzidos por uma grande variedade de microrganismos, e, como tal, apresentam
diferentes estruturas e consequentemente diferentes propriedades (68) (75).

As estruturas quimicas distinguem-se em glicolipidos, lipopépdidos, complexos
polissacarideos-proteinas, fosfolipidos, acidos gordos ou lipidos neutros (73) (72) (76).
Comparativamente com os surfactantes obtidos por via quimica os biosurfactantes
apresentam diversas vantagens, das quais se destacam a baixa toxicidade e superior
compatibilidade ambiental, a elevada biodegradabilidade e inactivagdo controlada, a
selectividade para superficies especificas, o potencial para a modificacio da superficie,
diversidade, melhores propriedades de formar espumas, e actividade estavel a pH, salinidade e

temperatura extremos (72) (76) (68). Contudo, os biosurfactantes tém grandes limita¢cGes ao



nivel do rendimento e custos de producdo (70). Para colmatar esta desigualdade e ter sucesso
a nivel comercial e econdmico, Mukherjee et al (2006) (70) e Rodrigues et al (2006c (77) e
2011 (8)) defendem que o uso de substratos economicamente mais acessiveis e a optimizacdo
das condic¢Ges de crescimento, conjuntamente com novos e eficientes métodos de producao, e
ainda o uso de estirpes microbianas recombinadas ou mutantes hiper-produtores poderiam
tornar a producgdo de biosurfactantes economicamente vidvel. Ndo obstante, o universo dos
biosurfactantes ainda é pouco conhecido. Apesar de alguns biosurfactantes estarem
actualmente bastante explorados do ponto de vista cientifico, existe ainda um grande
potencial no que respeita ao desenvolvimento e descoberta de novas moléculas. Neste
sentido, as ferramentas dmicas (gendmica, protedmica e metaboldmica) poderdo revolucionar
esta area, uma vez que permitem o desenho e constru¢do de novas estirpes produtoras, bem

como a optimizacdao dos métodos de produgdo e recuperagao dos biosurfactantes.

1.4.1.1.1 Maecanismos de interac¢ao dos biosurfactantes
Tal como acontece com todas as moléculas de uma fase aquosa, também os biosurfactantes
tendem a imobilizar-se na interface sélida. Os biosurfactantes interagem com o substrato e
mudam as suas propriedades (molhabilidade e energia de superficie), influenciando a adesdo e
destacamento de microrganismos a superficie. Por outro lado, as propriedades iniciais da

superficie sdo responsaveis pela orientacdo das moléculas do biosurfactante (66).

1.4.1.1.2 Adesdo nas interfaces
O principal factor que influencia a adesdo dos biosurfactantes nas interfaces é a sua estrutura
hidrofdbica e a carga da parte hidrofilica. Depois de ocorrer a adsor¢do do biosurfactante, as
propriedades da superficie mudam, influenciando consequentemente a adesdo dos
microrganismos. As principais altera¢Ges ocorrem na interac¢ao energética das forgas de Van
der Waals, isto é, a energia total da interac¢do depende da geometria e das propriedades
fisico-quimicas dos corpos intervenientes, assim, um filme a superficie, que a condiciona,
altera as propriedades do substrato; na interaccdo electrostatica, pois se a carga do
biosurfactante for diferente da carga original da superficie ocorre alteracdo da interaccdo
electrostatica; interac¢bes acido-base, pois a mudanca da hidrofobicidade da interface é

acompanhada pela mudanca da molhabilidade, variando as interac¢Ges acido-base.



Tal como ja referido, quando o biosurfactante estd disponivel na fase aquosa, adsorve a
superficie do material alterando as suas caracteristicas. Desta forma, se a interface é
hidrofébica, o filme que condiciona a superficie altera essa propriedade, tornando-a
hidrofilica. Depois desta modificagcdo, apenas as células hidrofilicas irdo interagir com a nova
interface criada. O fendmeno ocorre de forma andloga com as interfaces hidrofilicas. (69) Na
Figura 4 é possivel verificar o tipo de interaccdes entre uma célula e uma superficie
condicionada com biosurfactante. A interface é coberta com um filme de biosurfactante.
Dependendo da energia de superficie da interface, o filme condicionante terd uma orientagao
diferente. O biosurfactante liga-se a interface através de interac¢des hidrofébicas e idnicas

(69) (67).
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Figura 4 — Adesdo de microrganismos hidrofilicos e hidrofébicos a interfaces condicionadas hidrofébicas

e hidrofilicas. A parte hidrofébica do biosurfactante esta indicada através de uma linha recta (adaptado
de (69)).
1.4.1.2 Caracteristicas de alguns biosurfactantes isolados

Tal como supracitado, os biosurfactantes sdo um grupo de moléculas que existem numa
multiplicidade de estruturas quimicas (70) (76).

A informacdo existente acerca da estrutura quimica de biosurfactantes produzidos por
bactérias probidticas é ainda bastante limitada. Biosurfactantes que advém de bactérias
l[acticas tém sido caracterizados como complexas misturas que inibem a adesdo de patogénicos
a biomateriais e superficies (membranas) das células animais. No entanto, a sua composi¢cao
ainda ndo foi estudada extensivamente, e apenas uma pequena quantidade foi parcialmente
caracterizada (78) (79) (80) (81).

Os biosurfactantes produzidos por bactérias lacticas sdo geralmente menos efectivos, ou seja,

registam uma reducdo da tensdo superficial da dgua menor que a grande maioria dos

|g



biosurfactantes, diminuindo a mesma em 36 a 40 mN/m. Estes biosurfactantes sdo ainda
produzidos em quantidades reduzidas (20-100 mg/L) (36) (78).

O biosurfactante crude obtido da Streptococcus thermophilus A foi caracterizado por
Rodrigues et al (2006d) como sendo um biosurfactante multicomponente, constituido por
proteinas e polissacarideos, que possivelmente contém ligacGes de grupos fosfato (80). Ou
seja, pela classificacdo anteriormente apresentada, inclui-se no grupo das glicoproteinas.
Relativamente ao biosurfactante proveniente da actividade metabdlica da Lactobacillus
paracasei, a sua composicdo quimica é ainda desconhecida. Todavia, o estudo de Pinto et a/
(2011) indicia a existéncia de grupos glicoproteicos no crude de biosurfactante obtido pelo

crescimento desta estirpe bacteriana (82).

14.1.3 Actividades antimicrobiana e anti-adesiva dos biosurfactantes

A actividade antimicrobiana, antifungica e antiviral dos biosurfactantes tem vindo a aumentar
o interesse nestas moléculas para fins terapéuticos. A ac¢do anti-adesiva contra varios
microrganismos patogénicos é uma propriedade bastante interessante tendo em vista o uso
dos biosurfactantes como revestimento de diversos dispositivos médicos, permitindo assim
uma diminuicdo da elevada incidéncia de infeccGes associadas a estes, e infec¢cbes associadas
aos cuidados de saude, preterindo o uso de drogas sintéticas ou antibioticos (67).

O estudo de Busscher et al (1994) descreve a primeira abordagem efectuada no sentido de
purificar e identificar biosurfactantes de estreptococos terméfilos provenientes de produtos
lacticos, e de determinar a sua actividade na superficie de alguns materiais (83). Uma
investigacdo preliminar demonstrou que a deposicdo inicial de células adesivas de
Streptococcus thermophilus B é reduzida pelo revestimento da superficie com um
biosurfactante purificado de outra estirpe produtora. Rodrigues et al (2006d) avaliaram a
extensdo da adesdo de varias estirpes microbianas, envolvidas na formagdo de biofilmes nas
proteses da fala, em silicone na presenca e auséncia de uma camada de biosurfactante,
produzido por S. thermophilus A, adsorvida na superficie. A adsorg¢do de biosurfactante reduziu
o angulo de contacto do material, ou seja esta estratégia permitiu reduzir as interacgGes
hidrofdbicas e a adesdo microbiana ao elastomero de silicone (80). Estudos mais recentes
(2011) demonstram também o aumento da hidrofilicidade do PDMS através da ligacdo de
biosurfactantes produzidos por S. thermophilus A, S. thermophilus B, Lactococcus lactis 53 e L.
paracasei, apos a funcionalizacdo da superficie do PDMS com plasma, de modo a promover
mais facil e fortemente as ligacdes entre os biosurfactantes e a borracha de silicone (82).
Gudina et al (2010a) reportaram também a actividade antimicrobiana e anti-adesiva do

biosurfactante isolado de L. paracasei relativamente a microrganismos diversos responsaveis



por infec¢Ges do tracto gastrointestinal, urinario e vaginal, e ainda na pele, demonstrando a

sua potencialidade na substituicdo dos antibidticos convencionais (9).

A semelhanca dos biosurfactantes, os surfactantes quimicos (ou sintéticos) sdo também
compostos anfifilicos (76). No entanto, estes advém ndo da actividade metabdlica de
microrganismos, mas de processos de manipulagdo quimica de produtos. Os surfactantes
sintéticos sdo classificados de acordo com as suas caracteristicas iénicas em agua: anidnicos,
nao idnicos, catidnicos ou anfotéricos (68) (84) (85).

Estes compostos sdo usados numa grande variedade de aplica¢cdes, tais como detergentes
domésticos, processamento alimentar, detergentes industriais, cosméticos, produtos de
higiene pessoal, recupera¢do avancada de petrdleo, remediacdo e bioremediacdo (68) (84).
N3o obstante, o uso de surfactantes sintéticos condicionando superficies de materiais tem sido
estudado. O sucesso destes revestimentos tem uma elevada significancia para aplicacbes
técnicas e médicas, nos quais os fendmenos interfaciais sao criticos. Exemplos de surfactantes

ja estudados com este objectivo sdo os compostos quaternarios de aménia (QACs) (86).

14.2.1 Classificagao dos surfactantes sintéticos
Os surfactantes sdo classificados consoante a carga que apresentam quando se encontram em
solucdo aquosa. Além das classes acima referidas, nos ultimos anos, surgiram ainda os

surfactantes poliméricos.

1.4.2.1.1 Surfactantes anidnicos
Os surfactantes anidnicos sdo dissociados em dgua num anido e um catido, geralmente um
metal alcalino (Na®, K*) ou um quaternario de amonia. Estes sdo o tipo de surfactantes mais
comummente usados e incluem detergentes (e.g. alkylbenzene sulfonates), acidos gordos,
sabOes, agentes espumantes (e.g. lauryl sulfate), agentes molhantes (e.g. di-alkyl
sulfosuccinate), e agentes dispersantes (e.g. lignosulfonates), entre outros. Os surfactantes

anionicos constituem cerca de 50% da produgdo mundial de surfactantes sintéticos (87) (88).

1.4.2.1.2 Surfactantes ndo iénicos
Constituem o segundo maior grupo de surfactantes quimicos, absorvendo cerca de 45% de
toda a produgdo industrial. Os surfactantes ndo idnicos, tal como a prdpria denominacgdo
indicia, ndo ionizam em solug¢do aquosa, uma vez que o seu grupo hidrofilico ndo é constituido
por um tipo dissocidvel, como um alcool, fenol, éter, éster ou amida. Uma grande proporg¢ao
destes surfactantes tem o seu caracter hidrofilico devido a cadeia de polietilenoglicol (PEG),

obtido pela policondensacdo de O6xido de etileno. S3do também denominados por



polietiloxilatados ndo idnicos. A policondensacdo do 6xido de propileno produz um poliéter
qgue (em oposicdo ao 6xido de polietileno) é levemente hidrofébico. Esta cadeia poliéter é
usada como grupo lipofilico dos co-polimeros polyEO-polyPO, que sdo geralmente incluidos
numa classe diferente, nomeadamente na classe dos surfactantes poliméricos (87) (89).

Nas ultimas décadas, os surfactantes contendo como grupo hidrofilico moléculas a base de
aclcares tém sido largamente introduzidos no mercado, devido a sua baixa toxicidade.
Relativamente ao grupo lipofilico (hidrofébico), regra geral sao do tipo alkyl ou alkylbenzene,
formados a partir de acidos gordos de origem natural (87).

Os surfactantes denominados de Fatty alcohol ethoxylates (FAE), tais como o
Findet®1214N/23, constituem uma classe importante de surfactantes ndo idnicos que sdo
usados em diversas aplicagdes incluindo detergentes, herbicidas, pesticidas, cosméticos,
agentes anti-estaticos, entre outros (85). Goel et al (2000) reportaram o uso de FAE como

emulsionantes em produtos de higiene pessoal, agricultura e farmacéutica (90).

1.4.2.1.3 Surfactantes catidnicos
Quando em solucdo aquosa, estas moléculas dissociam-se num catido anfifilico e um aniao,
normalmente um halogéneo. Grande parte desta classe de surfactantes corresponde a
compostos de azoto, tais como sais gordos de amina e quaternarios de amdnia, com uma ou
mais cadeias longas de alkyl, derivados geralmente de acidos gordos naturais. Este tipo de
moléculas é, por norma, mais caro do que os surfactantes anidnicos, devido a elevada pressao
exigida na reac¢do de hidrogenacdo que ocorre durante a sua sintese. Consequentemente,
este grupo é usado principalmente como bactericida e como substdncia carregada
positivamente que é capaz de adsorver em substratos carregados negativamente para
produzir efeitos electrostaticos e hidrofébicos. Estes Ultimos sdo comercialmente interessantes

para a prevencdo da corrosao (85) (87).

1.4.2.1.4 Surfactantes anfotéricos

Quando uma molécula de surfactante exibe ambas as dissocia¢cdes, anidnica e catidnica, é
denominado de anfotérico ou zwiteridnico. Este é o caso de produtos sintéticos como betainas
ou sulfobetainas, e substancias naturais como aminoacidos e fosfolipidos.

Alguns surfactantes anfotéricos sdo insensiveis ao pH. Por oposicdo, alguns adquirem caracter
catidnico a pH baixo e anidnico a pH elevado, com um comportamento anfotérico a pH
intermédios. Os surfactantes anfotéricos sdo, regra geral, de custo elevado, sendo por esse
motivo o seu uso limitado a aplicagbes especiais tais como a cosmética, onde a elevada

compatibilidade bioldgica e baixa toxicidade sdo factores relevantes (85) (87).



1.4.2.1.5 Surfactantes poliméricos
Nas ultimas décadas tem sido introduzida no mercado uma nova classe de substancias
tensioactivas, os chamados surfactantes poliméricos ou polimeros com actividade de
superficie, que resultam da associacdo de uma ou mais estruturas moleculares que exibem
caracter hidrofilico e hidrofébico, como blocos diferenciados ou enxertos. Actualmente, estes
surfactantes tém grande aplicabilidade na formulacdo de produtos diversos nas areas da

cosmeética, tintas, industria alimentar, e aditivos na produgdo de petrdleo (85) (87).



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producao de Biosurfactantes (BS)

A estirpe L. paracasei foi descrita como produtora de biosurfactante e as suas condi¢des de
produgdo foram optimizadas por Gudifa et a/ (2010b) (91), enquanto a estirpe S. thermophilus
A foi descrita por Busscher et al (1994) (83) e Rodrigues et al (2006d) (80).

Para a producdo dos biosurfactantes usados neste trabalho, ambas as estirpes foram
cultivadas em agar a partir de stocks congelados. Assim, foram retirados 15 pL de stock
congelado (em 15% (v/v) glicerol) de L. paracasei e S. thermophilus A que foram inoculados a
37 °C durante 18h em MRS-Lac agar (20 g/L lactose; 10 g/L peptona; 8 g/L extracto de carne; 4
g/L extracto de levedura; 2,0 g/L P,HPO,; 5 g/L CH;COONa.3H,0; 2 g/L CsH14N,O7; 0,2 g/L
MgS0,4.7H,0; 0,05 g/L MnS0,.4H,0; 20 g/L agar) e M17 (5,7 g/L lactose; 5 g/L peptona; 5 g/L
extracto de carne; 5 g/L peptona de soja; 2,5 g/L extracto de levedura; 26,4 g/L
CsHs(OH),PO4Na,.H,0; 0,5 g/L CeHsOg; 0,25 g/L MgS0..7H,0; 20 g/L agar), respectivamente.
Posteriormente estas placas foram guardadas a 4°C por um periodo méximo de 2 semanas.

Em cada inoculagdo foi retirada uma coldénia de cada estirpe das respectivas placas e
transferida para 20 mL do meio correspondente (MRS ou M17, com composi¢des acima
referidas, excepto o agar), durante 18 h, a 37 °C e 120 rpm. Apds o periodo de crescimento do
pré-indculo, este foi adicionado a 1 L do meio de cultura correspondente e deixado a crescer
durante 48 h,a 37°Ce 120 rpm.

A recuperacao do biosurfactante produzido foi realizada de acordo com o descrito por
Rodrigues et al (2006d) (80) e Gudina et al (2010a (9) e 2010b (91)), para S. thermophilus A e L.
paracasei respectivamente.

Assim, no final do tempo de crescimento referido, as células foram separadas do meio de
cultura por centrifugacdo (10 min, 6500 rpm, 10°C); o meio foi descartado e as células
suspensas em tamp3do salino (PBS: 10 mM KH,PO,/K,HPO,; pH 7,0; 150 mM NaCl). Esta solugdo
de PBS e células foi deixada em agitacdo lenta (PSelecta ASINCRO, velocidade 5) durante 2 h, a
temperatura ambiente (20 °C). Apds este periodo, as células foram novamente centrifugadas
(20 min, 8500 rpm, 10 °C) recuperando-se o sobrenadante. Este sobrenadante foi ent3o
submetido a uma nova centrifugagdo (20 min, 9000 rpm, 10 °C). O liquido remanescente foi de
seguida filtrado primeiro através de um filtro de 0,45 pum (Whatman GmbH, Dassel, Alemanha)
e posteriormente com um filtro de 0,22 um (Whatman GmbH, Dassel, Alemanha). Finalmente,

esta solucdo foi dialisada num volume de 5 L de dgua destilada a 4°C, usando para o efeito uma



membrana Cellu-Sep® (peso molecular cut-off 6000-8000 Dalton, Membrane Filtration
Products Seguin, TX, USA). A didlise decorreu sob agitacdo (PSelecta ASINCRO, velocidade 5), e
foram efectuadas mudancgas da agua destilada 2 vezes por dia. Ao fim de 3 dias, a solucdo
dialisada foi liofilizada, tendo-se finalmente obtido o biosurfactante que serad utilizado nas
restantes etapas do presente trabalho. Uma vez liofilizado, o biosurfactante foi armazenado a
20 °C para prevenir contaminagdes.

Apds a recuperacdo dos biosurfactantes e antes da liofilizacdo, foi medida a tensao superficial
(apds extracgdo com PBS) pelo método do anel para confirmar a presenca do tensioactivo (92).
Para a realizacdo de todos os testes/ensaios, os biosurfactantes (em solugdo aquosa) foram
sujeitos a uma filtracdo através de um filtro estéril de 0,22 um (filtros de acetato de celulose,

Syringe Filter Sterile-R).

2.2 Caracteriza¢ao da producao dos biosurfactantes
No final do periodo de crescimento foram determinadas as quantidades de acucar

remanescentes no meio de cultura (para aferir o consumo de substrato) e de biomassa, bem
como a quantidade total de biosurfactante produzida permitindo o calculo dos rendimentos de

producao.

Para aferir a quantidade de fonte de carbono (aglcar) consumida no crescimento de cada uma
das estirpes ao longo da produgdo de biosurfactantes, determinou-se o aclcar total presente
no meio de cultura no final do crescimento.

A concentracdo de actcar no final do periodo de crescimento foi obtida pela determinagéo dos
acucares redutores usando o método do 4cido dinitrosalicilico - DNS (93). Resumidamente,
num eppendorf foram adicionados 100 pL da amostra a quantificar e 100 pL de reagente de
DNS. A mistura foi fervida (100 °C) durante 5 min, ao que se seguiu o seu arrefecimento em
agua fria durante 1 min. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de dgua destilada, misturou-se e
retirou-se 200 pL desta solucdo para uma placa de 96 pogos (em triplicado) para leitura da
absorvancia a 540 nm. Este procedimento foi efectuado em duplicado para cada amostra e em
triplicado na placa de pogos.

A concentragdo de acgucar foi entdo determinada com recurso a uma curva de calibragdo

(absorvancia a 540 nm vs concentragdo de agucar (mg/L)) construida para o efeito.

A biomassa foi quantificada através da medicdo em triplicado da absorvancia a 600 nm de

varias amostras do meio de cultura no final do tempo de crescimento (18 h pré-inéculo e 48 h



em um litro de meio). A concentracdo celular (g/L) foi obtida a partir das curvas de calibracdo
determinadas para cada uma das estirpes.

As curvas de calibracdo de cada uma das bactérias produtoras foram construidas utilizando o
método do peso seco. Ou seja, inoculou-se cada uma das bactérias no meio de crescimento
respectivo a 37°C e 120 rpm, durante 18 h. Apds a etapa de crescimento celular, retiraram-se
amostras e mediram-se as suas absorvancias a 600 nm, tendo-se procedido as diluicGes
necessarias para a construcdo da curva de calibracdo (absorvancias a 600 nm no intervalo de
0,2 e 0,8). Paralelamente, filtraram-se individualmente com filtros de 0,22 um (Whatman
GmbH, Dassel, Alemanha), trés amostras de 5 mL de cada suspensdo celular, seguida da
passagem com 15 mL de agua destilada pelo sistema de filtracdo (o branco deste ensaio foi
feito com 20 mL de agua destilada). Os filtros contendo células foram colocados em caixas de
Petri fechadas e armazenadas na estufa para secagem, a 60°C, durante 18 h (até peso
constante). Apds a remocdo da agua das células por evaporagdo, pesaram-se os filtros,
descontando-se a massa do filtro medida antes de se iniciar o ensaio, assim como o do

controlo negativo (ou branco). A concentracdo celular resulta da aplicacdo da Equacdo 1.

mmedida B mcommlo

Concentrag3o celular (g.L™") = Equagao 1

suspensdofiltrada

Apds cada procedimento de crescimento e recuperacdo de biosurfactante foi determinada a
massa do produto apés liofilizagdo (o biosurfactante crude). Desta forma, foi possivel obter o
rendimento de producdo relativamente ao aglcar consumido (substrato) (Y(P/S)), e
relativamente a quantidade de biomassa (Y(P/X)), bem como o rendimento de produgdo de

biomassa em relag&o ao substrato consumido (Y(X/S)) aplicando as Equacgdes 2, 3 e 4.

Y(X /S)(%)=MXIOO Equagdo 2
aglcarc
gbiosmfac tan e -
Y(P/S8)(%)=—""x100 Equagdo 3
aglcarc
8 biosurfac tan te -
Y(P/X)(%)=———x100 Equacdo 4

8 biomassa



2.3 Preparacao dos materiais
O PDMS usado no presente trabalho (Sylgard®184 Dow Corning) foi preparado usando um kit

comercial, que contém dois reagentes, a base liquida da borracha de silicone e um agente de
cura. Estas duas fraccbes sdo misturadas numa propor¢cdo de massas de 10:1 (base
liguida/agente de cura). Apds uma boa homogeneizacdo dos dois constituintes, a mistura foi
vertida para placas de Petri descartaveis, dispondo uniformemente na superficie e evitando ao
maximo o contacto prolongado com o ar. Desta distribuicio obteve-se uma pelicula com
espessura de cerca de 1 mm. As caixas foram colocadas numa superficie horizontal e regular, a
temperatura ambiente (20 °C), durante 24 h para proceder a respectiva cura.

Apds o processo de cura, a borracha de silicone encontra-se pronta a usar nas etapas
posteriores do trabalho. Assim, esta foi cortada em pequenas amostras de 1 cm x 1 cm, que
foram lavadas em &lcool a 96 % (uma vez) e agua destilada (duas vezes), seguindo-se o seu
acondicionamento individual em folha de aluminio e esteriliza¢do (15 min, 121 °C).

As amostras de aco inox 316 L foram gentilmente cedidas por uma empresa portuguesa de
comercializagdo metalurgica (MetaloVilela, Lda.) tendo sido produzidas pela Horainox Ibérica,
S.A. Os exemplares disponibilizados tinham um tamanho padronizado de 1,5 cm x 1,5 cm e
espessura de 2 mm. O processo de limpeza e esterilizacdao utilizado foi similar ao acima
referido para a borracha de silicone.

Os surfactantes quimicos testados (Oxidet® DM20 e Findet® 1214N/23) encontram-se
comercialmente disponiveis e foram gentilmente cedidos pela Doutora Deisi Altmajer Vaz

(Universidade de Granada, Espanha).

2.4 Caracterizac¢ao dos surfactantes

A tensdo superficial foi medida em amostras do produto dialisado apds extrac¢do em PBS, e
nas soluces aquosas dos surfactantes usadas nos ensaios de anti-adesdo. O método adoptado
foi o do anel descrito por Kim et al (2000) (92). O equipamento usado foi o Tensiometro KRUSS
K6, com um anel de platina De Noliy de 1,9 cm de diametro. Para aumentar a precisdo das
medicOes, foi determinada a média das medi¢Ges em triplicado. Todas as medi¢des foram

realizadas a temperatura ambiente (20 °C).

As amostras dos materiais (borracha de silicone e a¢o inox 316 L) foram individualmente
colocadas em pogos de uma placa de cultura de células (placa de 24 pogos no caso da silicone
e de 6 pogos para as placas metalicas). As amostras foram cobertas com as solugGes dos

quatro surfactantes em estudo (Oxidet®DM20, Findet®1214N/23, biosurfactantes de L.



paracasei e de S. thermophilus A), durante 18 h, a 4 °C. Estes ensaios foram conduzidos em
triplicado, sendo que 3 amostras de cada um dos materiais ndo foram condicionadas
(controlos).

Foram medidos os angulos de contacto usando a técnica de gota séssil nos dois materiais, nas
condicBes acima mencionadas (94). As medicGes foram realizadas em triplicado em cada uma
das amostras e em cada condi¢do. Assim, recorrendo ao equipamento Dataphysics Contact
Angle System OCA, foi largada uma gota de dgua ultrapura de 3,0 uL sobre a superficie do
material, aguardou-se 2 min para a interacg¢ao das interfaces e fez-se a medi¢ao do angulo de

contacto entre a gota de dgua e a superficie, usando o software disponivel.

2.5 Ensaios de anti-adesao

Para os ensaios de anti-adesdao foram usadas duas estirpes de leveduras, Candida albicans MFP
22-1 e Candida parapsilosis MFP 16-2 (isoladas de préteses maxilofaciais) e uma estirpe
bacteriana Staphylococcus shleifen MFP 5-1 (também isolada de préteses maxilofaciais).
Inicialmente inoculou-se uma por¢do (15 plL) de cada uma das estirpes de um stock congelado
(em 15 % (v/v) de glicerol) em placas de meio TSB agar (TSB, OXOID, Basingstoke, England),
que foram colocadas durante 18 h, a 37 °C. As placas de agar com os microrganismos foram
armazenadas a 4 °C por um periodo maximo de duas semanas. Posteriormente, foi retirada
uma quantidade consideravel de coldnias das placas, com uma anca, e estas foram inoculadas

em 30 mL de meio TSB, a 37 °C, durante 18 h, com uma agitacdo de 120 rpm.

A actividade anti-adesiva dos surfactantes relativamente aos microrganismos referidos no item
2.5.1 foi quantificada usando o procedimento descrito por Heinemann et al (2000) (95). Foram
colocados 200 pL dos quatro surfactantes (Oxidet®DM20, Findet®1214N/23, biosurfactantes
de L. paracasei e de S. thermophilus A), em quatro concentrag¢des diferentes (0,5 g/L, 1 g/L, 2
g/Le 4 g/L, para a S. schleifen e C. parapsilosis, e 0,25 g/L, 0,75 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L para a C.
albicans). Estes ensaios foram conduzidos em triplicado. O controlo negativo continha apenas
PBS. A placa foi incubada durante 18 h a 4°C, ao fim das quais foram retirados os surfactantes
e cada um dos pocos foi lavado duas vezes com 200 pL de PBS. Em seguida, 200 uL de
suspens3o celular (concentracdo de 0,36 a 0,44 g/L para a S. scheifen; 1 x 10’ células/mL para
as estirpes de Candida) foram adicionados aos pogos e as placas foram colocadas a 4°C
durante 4h. A suspensdo celular foi entdo retirada e as células ndo aderidas removidas através
da lavagem, por trés vezes, de cada um dos pogos, com 200 uL de PBS. Os microrganismos

aderidos foram fixados com 200 pL de metanol (99 % de pureza) em cada pogo, sendo o



mesmo descartado ao fim de 15 min e as placas foram deixadas a secar abertas a temperatura
ambiente (20 °C). Depois de os pocos se encontrarem devidamente secos, foram adicionados
200 uL de violeta de cristal a 2 % (v/v) durante 5 minutos. No final deste periodo, as placas
foram lavadas em agua corrente até se remover o violeta de cristal excedente. Seguidamente,
as placas foram deixadas a secar de novo ao ar. Quando 0s pog¢os se encontravam secos,
adicionou-se 200 pL de acido acético glacial a 33 % (v/v) para resolubilizar as células aderidas.
Finalmente, a absorvancia foi lida a 595 nm.

A percentagem de inibicdo microbiana as diferentes concentragdes foi entdo calculada a partir
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quagao 5.
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Onde a Abs é a absorvancia média das réplicas de cada uma das condi¢des; Abs

amostra negativo

é a absorvancia média das réplicas do branco (sem células), constituindo o erro associado ao

método e aparelho de leitura de absorvdncia usado; Abs é a média das réplicas da

positivo
adesdo celular numa superficie ndo condicionada com surfactantes.
Este ensaio permitiu estimar a concentracdo de surfactante a partir da qual a inibicdo da

adesdo microbiana se torna efectiva (9).

Este estudo teve por objectivo a avaliacdo da inibicdo da adesdao microbiana em dois dos
materiais mais usados em proteses maxilofaciais (silicone e aco inox 316 L) com e sem
condicionamento da superficie com surfactantes. Para este ensaio usou-se a mesma
concentracdo para todos os surfactantes, estimada no ensaio descrito em 2.5.2,
nomeadamente 1 g/L. As estirpes microbianas testadas nestes ensaios foram a C. albicans MFP
22-1 e a S. shleifen MFP 5-1 isoladas de préteses maxilofaciais.

Os materiais foram fixados no fundo dos pocos de placas de cultura de células de 24 pocgos (no
caso da silicone) e de 6 pogos (para o metal), de modo a ndo ocorrer interferéncia de uma
possivel adesdo a superficie inferior, uma vez que se pretende fazer uma analise relativamente
a area de superficie em contacto (superficie superior).

Comecou-se por colocar 1 mL de solugdo de cada um dos surfactantes nos pogos com silicone
e 3 mL nos pogos com as amostras de aco inox, de modo a cobrir toda a superficie dos

materiais. Estes ensaios foram efectuados em triplicado. O controlo era constituido apenas por

|g



PBS. As placas foram ent3o incubadas a 4 °C durante 18 h. No final deste periodo de contacto,
as solugdes de surfactantes foram retiradas dos pocos e os mesmos foram lavados duas vezes
com 1 mL e 3 mL de PBS, respectivamente. Depois de ajustada a concentragdo inicial de
microrganismos (as mesmas referidas em 2.5.2) adicionou-se 1 mL e 3 mL de meio de cultura
com as células e procedeu-se a sua incubacdo durante 4 h a 4 °C. No final desta etapa de
contacto entre os microrganismos e os materiais, o meio foi retirado e os pocos foram lavados
duas vezes com PBS (sempre utilizando as mesmas propor¢des descritas acima). Depois de
removidas as células ndo aderidas, os materiais foram transferidos para novas placas de pogos,
com o auxilio de uma pinca, onde se adicionou 1 mL e 3 mL de PBS. De modo a destacar as
células aderidas as superficies dos materiais, as placas foram colocadas num banho de ultra-
sons durante 2 min, usando para o efeito o equipamento Bransonic®35MOMT (frequéncia de
40 kHz). Nesta fase, os microrganismos aderidos passam da superficie para o meio liquido,
ficando em suspensdo. A partir desta suspensdo foram realizadas as diluicdes necessarias ao
uso do método de contagem de unidades formadoras de colénias — CFUs. As células foram
dispersas em placas de meio sélido de TSB e incubadas a 37 °C por 48 h, ao fim das quais se
procedeu a contagem do nimero de coldnias formadas. Todas as condi¢Ges e diluigcdes foram

feitas em triplicado.



3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Caracterizacao da producdo dos biosurfactantes

Tal como referido na seccdo de materiais e métodos, foram utilizadas curvas de calibracdo
adequadas para determinar as concentracdes de aclcar e biomassa nas amostras finais. O
consumo de acucar foi estimado em 4,5 g/L para a S. thermophilus A e 17,9 g/L para a L.
paracasei.

Relativamente ao crescimento de biomassa ao final de 48 h, determinou-se uma concentragao
de 1,7 g/L para a S. thermophilus A e de 3,8 g/L para a L. paracasei.

A Tabela 4 apresenta os resultados do rendimento em biomassa, ou seja a relagdo entre a
biomassa produzida e o aglcar consumido; o rendimento de producdo de biosurfactante em
funcdo do agulcar consumido e em fungdo da biomassa produzida; e ainda a produtividade de
cada uma das estirpes (quantidade de biosurfactante produzida relativamente ao tempo de

producao).

Tabela 4 — Rendimentos de crescimento e producgdo de biosurfactante e respectivas produtividades

Y (X/S) (%) Y (P/S) (%) Y (P/X) (%) Produtividade (g/(L.h))
S. thermophilus A 39,5 0,4 1,1 4,17 x10"
L. paracasei 21,1 0,2 1,0 7,9x10™

Os resultados revelaram que a S. thermophilus A tem um rendimento em biomassa,
relativamente as exigéncias de substrato, superior a L. paracasei.

Relativamente a producdo de biosurfactantes foi possivel confirmar que este é um processo
com rendimentos muito baixos (Tabela 4). Ou seja, sdo necessarios muitos recursos para se
conseguir produzir uma pequena quantidade deste tipo de produtos. Comparando as duas
estirpes usadas, percebe-se que ao nivel da produgdo de biosurfactante, as duas estirpes
lacticas em estudo tém rendimentos muito semelhantes (Y (P/X)).

No entanto, dadas as condi¢des de produgdo estipuladas a partida, a produtividade da L.
paracasei é superior. Isto é, se por um lado o processo exige um gasto maior de fonte de
carbono, por outro, nas condi¢cdes usadas, foi possivel obter uma maior quantidade de
surfactante num mesmo periodo de tempo, comparativamente com a S. thermophilus A (20

mg/L e 38 mg/L, respectivamente).



As quantidades de biosurfactante alcancadas a partir do cultivo das bactérias lacticas sdo,
regra geral, inferiores relativamente a outros microrganismos como Bacillus subtillis ou
Pseudomonas aeruginosa, estando compreendidos entre 20 e 100 mg/L (36) (78) (96). Pelos
valores acima referidos, verifica-se que, tanto o biosurfactante da L. paracasei, quanto o da S.
themophilus A, estdo incluidos neste intervalo de valores.

Estudos anteriores revelaram que a producdo de biosurfactantes por bactérias probidticas
devera estar associada ao crescimento celular. Assim, uma optimizacdo do meio de cultura,
levara a um crescimento celular superior e, consequentemente, aumento da criacdo de
subprodutos, como os biosurfactantes (79) (97) (98) (96).

Desta forma, a determinagao dos parametros cinéticos é importante para a percepg¢ao das
quantidades de producdo expectaveis do processo, bem como para a definicdo de estratégias
de optimizacdo do mesmo, e consequente diminuicdo dos custos de produgdo. Os resultados
conseguidos no presente trabalho vém corroborar a informacgdo ja existente na literatura, ou
seja, que as bactérias probidticas tém elevadas exigéncias nutricionais para o seu crescimento
(77) (91) (96). Estando o mesmo directamente associado a maior producdo de biosurfactantes,
é de elevado interesse investigar soluces alternativas que diminuam os custos de producao,
tornando os biosurfactantes solu¢des mais atractivas para diversas aplicacdes, associadas a
engenharia biomédica, a industria alimentar ou petrolifera. Rodrigues et al (2006c) estudaram
0s parametros cinéticos para diversas composi¢oes dos meios de cultura da L. /lactis 53 e S.
thermophilus A, passando por alternativas como o soro do leite (que constitui a grande maioria
dos residuos na producdo de lacticinios) e ainda o melago da cana-de-agucar, ou ainda uma
maior quantidade de aglcar (glucose ou lactose) disponivel nos meios MRS ou M17 (50 g/L).
Os parametros determinados nesse estudo foram substancialmente superiores aos obtidos no
presente trabalho. Desta forma, pode-se depreender que uma maior quantidade de aglcar
disponivel podera significar um aumento da produgdo de biomassa (para a S. thermophilus A) e
as solugdes alternativas ao meio de cultivo poderdo constituir uma boa aposta em
investigacOes posteriores (77).

No que concerne a determina¢do dos parametros cinéticos e de produc¢do de biosurfactante
pela L. paracasei, é de referir que ndo existe qualquer relato na literatura. Ndo obstante,
Gudina et al (2011) avaliaram o impacto de varias modificacdes do meio MRS-Lac (usado neste
trabalho) na producdo de biomassa e biosurfactante. Aqui foram obtidos valores de biomassa

com o MRS-Lac de 2,5 g/L, ou seja, inferior ao valor obtido no presente trabalho (3,8 g/L) (96).



3.2 Caracterizacao dos surfactantes e superficies

A avaliacdo do poder tensioactivo de cada um dos surfactantes em estudo foi efectuada com
recurso a determinac¢do das tensdes superficiais, comparando-as com a tensdo superficial da
do PBS (referéncia). A concentragdo das solugbes foi padronizada em 1 g/L (concentracdo
usada nos ensaios de anti-adesdo na borracha de silicone e aco inox 316 L). A Tabela 5

apresenta os valores dessas medicgdes.

Tabela 5 — Tensdo superficial da tensao superficial relativamente a dgua destilada

Biosurfactante Biosurfactante
PBS Findet®1214N/23  Oxidet®DM20
S. thermophilus A L. paracasei
Tensao superficial
71,3+0,8 37,5+0,5 346+1,1 56,2+0,8 56,5+ 1,3

(mN/m)

Através das medi¢Oes efectuadas pode-se verificar que a maior reducdo da tensdo superficial
foi obtida com o surfactante sintético Oxidet®DM?20 (34,6 + 1,1 mN/m). No que concerne aos
surfactantes de origem microbiana, estes apresentam valores muito semelhantes,
considerando o desvio-padrao associado as leituras. Os surfactantes sintéticos demonstraram,
assim, uma maior acg¢do sobre as forcas de coesdo entre as moléculas de agua relativamente
aos biosurfactantes em estudo.

Rodrigues et al (2006d) reportaram uma tensdo superficial para o crude de biosurfactante de
S. thermophilus A de 37 mN/m, bastante inferior ao aqui encontrado. No entanto, é de notar
gue a concentragdo micelar critica deste crude é de 20 g/L, e a concentracdo usada para a
medicdo no estudo referido foi de 40 g/L (80). Ou seja, usando-se nestas medi¢cdes uma
concentracdo bem abaixo da cmc (1 g/L), seria expectavel que a tensdo superficial fosse
superior, tal como se verificou.

Gudina et al (2010b) realizaram as mesmas medicGes, para o crude de biosurfactante de L.
paracasei, também com a concentracdo de 1 g/L, tendo obtido 45,5 mN/m, ou seja um valor
ligeiramente inferior ao obtido neste trabalho (Tabela 5) (91). As diferencas observadas podem
ser devidas a diferentes graus de pureza dos crudes uma vez que nestas misturas coexistem
varias moléculas e quanto mais puro o biosurfactante menor serd naturalmente a tensdo
superficial. Adicionalmente, o processo de didlise poderd ndo ter sido completo e
permanecerem na mistura, alguns componentes do meio que terdo um efeito na tensdo

superficial.



Gudifia et a/ (2010b) (91) e Van Hoogmed et al (2000) (81) testaram o método de precipitacdo
acida no crude de biosurfactante de L. paracasei e S mitis BMS, respectivamente, resultando
na obtencdo de uma fraccdo com maior poder tensioactivo.

Da mesma forma, Rodrigues et al (2006d), através de cromatografia de interaccdo hidrofdbica,
fizeram a separacdo do crude de biosurfactante de S. thermophilus A, obtendo uma frac¢ao
também com tensdo superficial inferior ao crude (80). Por conseguinte, a continuacdo da
investigacdo de possiveis metodologias de purificagdo das fracgbes e caracterizagao das
moléculas, poderd levar a uma optimizacdo do produto final, tornando-o numa solucdo
competitiva. Contudo, é de referir que a introducdo de processos adicionais a jusante da
producdo (processos de recuperagao e purificacdao de biosurfactante) vai naturalmente tornar

0 processo mais dispendioso.

A determinacdo dos angulos de contacto constitui um procedimento relevante na
caracterizacdo da superficie em estudo. No presente trabalho teve como principal finalidade
aferir a possivel alteragdo das caracteristicas hidrofébicas das superficies dos materiais como
consequéncia do seu condicionamento com solug¢Bes surfactantes. Varios estudos tém
reportado a diminuicdo da adesdo microbiana como consequéncia da alteracdo de uma
superficie, conferindo-lhe caracteristicas hidrofilicas (5) (34). Desta forma, o objectivo foi
modificar as superficies dos materiais pela adsor¢dao de surfactantes e averiguar um possivel
aumento da hidrofilicidade.

Os angulos de contacto foram medidos unicamente na superficie metalica de aco inox 316 L.
Uma vez que existem publicacdes que descrevem estas medi¢cdes no mesmo tipo de borracha
de silicone (Sylgard® 184 Down Corning) com e sem modificagdo com biosurfactantes, foi dada
primazia a este material em detrimento do PDMS. Esta restricdo no estudo dos materiais
deveu-se essencialmente a limitacOes de tempo para a realizacdo deste trabalho (35) (82).
Contudo, determinou-se o dngulo de contacto para a borracha de silicone ndo modificada
(106,9 + 5,0 °), apenas para confirmar a similaridade do material com o anteriormente
reportado.

A Tabela 6 apresenta os resultados medidos na superficie de a¢o inox 316 L, com e sem

adsorcdo dos diferentes surfactantes, bem como o material ndo modificado (controlo).



Tabela 6 — Angulos de contacto (°) em aco inox 316 L com e sem modificagdo dos surfactantes

Ago inox 316 L Biosurfactante Biosurfactante
Findet®1214N/23  Oxidet®DM20
(sem modificagdo) S. thermophilus A L. paracasei
Angulo de
47,5+4,7 51+0,5 73,0+3,8 9,3+4,3 8,7+1,8

contacto (°)

Durante a realizagdo dos ensaios de medicdo dos dngulos de contacto verificou-se alguma
irregularidade na forma das gotas de agua ultrapura nas diferentes superficies. Esta
heterogeneidade na forma da gota acarreta um aumento do erro de medicao, reflectido no
desvio-padrdo inerente as experimentacGes. Esta irregularidade na forma da gota podera
dever-se principalmente a algumas imperfeicdes da superficie metdlica, uma vez que a mesma
nao era completamente lisa.

Pela analise dos resultados obtidos foi possivel, ndo sé confirmar o caracter hidrofilico do
metal em estudo (47,5 + 4,7 °), como perceber que o mesmo é ainda consideravelmente
superior ao reportado por Tang et al (2006) que utiliza também um aco inox 316 L (Duwon
Company in Daejeon, Coreia) com um angulo de contacto (dgua desionizada) de 72,7 ° (99), ou
mesmo do estudo de Meylheuc et al (2006) que utiliza um aco inoxidavel 304 L (Good-fellow,
Lille, Franca) cujo 4ngulo de contacto entre a gota de dgua e a superficie medido foi de 86 °
(48).

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas, possuindo uma zona hidrofilica e outra hidrofdbica
(76). No entanto, pelos resultados da Tabela 6 percebe-se que ndo deverdo ter sido as
interacgGes hidrofdbicas que predominaram na interacgdo interfacial, pois excepto no caso da
superficie modificada pelo Oxidet®DM20, o material tornou-se ainda mais hidrofilico.

O material em estudo é um metal, como tal possui electrdes livres na sua superficie que |he
conferem uma carga superficial negativa. Desta forma, devera ter sido esta caracteristica
intrinseca dos metais que prevaleceu nas interac¢cdes com os surfactantes, pois caso contrario
o aco, sendo hidrofilico, interagiria com a parte hidrofilica das moléculas, ficando a cadeia
hidrofdbica voltada para o exterior da interface, ou seja seria expectavel que a superficie se
tornasse mais hidrofdbica. Tal ndo se verificou com o condicionamento com Findet®1214N/23
e os dois biosurfactantes (de S. thermophilus A e L. paracasei).

Nestas variaces (Findet®1214N/23, BS - S. thermophilus A e BS - L. paracasei), tratando-se de
produtos ndo idnicos e tendo em conta que poderdo nao ser as interacgdes hidrofdbicas as
predominantes na ligacdo, o fendmeno inerente a este resultado podera estar associado a

formac&do de um dipolo induzido nas moléculas e/ou formac&o de micelas na solugdo.



No caso especifico do Findet®1214N/23, uma vez que este se encontrava numa concentracdo
superior a sua concentracdo micelar critica — cmc - (0,021 g/L), as moléculas encontram-se
orientadas em solugdo sob a forma de micelas, ficando com as cadeias hidrofilicas voltadas
para o exterior. (100) Desta forma, apenas esta zona da molécula poderia interagir com a
superficie, tornando o material ainda mais hidrofilico como se constatou na pratica.

No caso dos biosurfactantes, o produzido por S. thermophilus A tem uma cmc de 20 g/L (80) e
o de L. paracasei de 2,5 g/L (91). Ou seja, em ambos os casos as cmcs encontram-se bem acima
da concentragdo utilizada (1 g/L). E importante referir que estes biosurfactantes apresentam
valores de cmc bastante elevados como consequéncia de ndo serem substancias puras, mas
sim misturas crude obtidas dos caldos fermentativos sem qualquer processo de purificagao.

O caracter negativo da superficie do aco podera promover a formagao de um dipolo positivo
na cadeia hidrofébica, sendo esta forca superior a for¢a de repulsdo entre hidrofobicidade
desta cadeia e a hidrofilicidade do metal, aumentando portanto a hidrofilicidade da superficie.
As estruturas quimicas destas moléculas sdo ainda pouco conhecidas, o que dificulta a andlise
do fendmeno de interaccdo. Como tal, ndo é possivel afirmar qual o grupo especifico das
moléculas que é afectado e como ocorre a interacgdo.

Comparando o caso dos trés surfactantes ndo idnicos (Findet®1214N/23, BS - S. thermophilus A
e BS - L. paracasei), ndo existe diferenca significativa entre os resultados, tendo em conta o
erro associado que é bastante elevado. Assim, poder-se-a induzir que o tipo de interaccdo
entre as partes hidrofilicas das moléculas e a superficie do metal sdo similares para os trés
surfactantes avaliados. A ligeira superioridade do Findet®1214N/23 podera ser explicada pelo
facto de este ser o produto em que existe uma maior reducdo da tensao superficial (Tabela 5),
comparativamente com os dois biosurfactantes.

Esta diminuicdo do angulo de contacto (aumento da hidrofilicidade) com o condicionamento
de superficies metdlicas com biosurfactantes fora ja detectado e reportado por Meylheuc et al
(2006), que estudaram a influéncia da adsor¢do de biosurfactantes produzidos por
Pseudomonas fluorescens 495 e Lactobacillus helveticus 1181 (48). Contudo, a reducdo
verificada no presente trabalho com os biosurfactantes de S. thermophilus A e L. paracasei e o
surfactante sintético Findet®1214N/23 foi substancialmente superior. Enquanto Meylheuc e
seus colaboradores conseguiram uma reducdo mdaxima de 14 ° (com o biosurfactante
proveniente de L. helveticus 1181), neste estudo verificou-se uma diminuic3o entre 38 °a 42 °
(entre os trés surfactantes referidos). Conseguiu-se, assim, uma redugdo praticamente maxima
(&4ngulo de contacto muito préximo de 0 °).

O estudo efectuado por Tang et al (2005) procurou aumentar a hidrofilicidade do a¢o inox 316

L, tendo obtido uma maior variacdo do angulo de contacto medido na condi¢do ideal



encontrada (dentro das alternativas estudadas). A superficie inicial apresentava caracteristicas
mais hidrofébicas (4ngulo de contacto da superficie ndo modificada de 72,7 °) (99). Todavia, o
melhor resultado deste estudo (11,8 °) encontra-se dentro da ordem de grandeza obtida com
o condicionamento das superficies com os surfactantes estudados. Desta forma, depreende-se
a competitividade do método de modificacido de superficies com biosurfactantes,
relativamente as alternativas com plasma.

De acordo com o descrito na literatura, sabe-se que o Oxidet® DM20 pode apresentar-se em
solu¢do como ndo iénico ou catidnico (101). O resultado obtido (aumento da hidrofobicidade)
indicia que esta molécula se dissociou na solucdo aquosa sob a forma de um catido. Tal como
anteriormente referido, a superficie do material é negativa. Assim, e como consequéncia das
forgas electrostdticas, a parte hidrofilica da molécula do surfactante (catidnica) sera atraida
pela superficie do aco, ficando a hidrofébica voltada para o exterior. O material torna-se entdo
mais hidrofébico. Estes dados poderdo indicar ainda que o tensioactivo estard abaixo da sua
cmc, dado que ainda nao foi reportada na literatura. A formacao destas estruturas resultaria
num complexo hidrofilico na parte exterior, e consequentemente a zona hidrofdbica ficaria
inacessivel, logo ndo seria possivel aumentar a hidrofobicidade, facto que se verificou nos

ensaios realizados.



3.3 Anti-adesao

3.3.1 Ensaio de anti-adesdao em placas de poc¢os
Varios biosurfactantes tém demonstrado actividades anti-adesivas, antibacterianas,
antifungicas e antivirais, tornando-as moléculas de interesse para o combate as infecgdes (9)
(34) (67) (102) (103).
Ndo obstante, este tipo de estudo com surfactantes sintéticos foi abordado somente por Vaz
et al (2011), para dois tipos de bactérias comumente envolvidas nas infec¢des associadas aos
dispositivos médicos (Staphylococcus aureus e Escherichia coli) (104).
Neste sentido, de modo a averiguar a actividade anti-adesiva de surfactantes microbianos e
quimicos, bem como a sua variacdo com a concentracdo, executou-se o método descrito por
Heinemann et al (2000) (95).
As superficies de poliestireno das placas de pogos de cultura de células foram condicionadas
com quatro surfactantes: biosurfactante (BS) de L. paracasei e BS de S. thermophilus A,
Oxidet® DM20 e Findet® 1214N/23. A inibicdo foi considerada relativa ao poliestireno ndo
condicionado. Os resultados com trés estirpes microbianas colonizadoras de proéteses
maxilofaciais (S. schleifen MFP 5-1, C. parapsilosis MFP 16-2 e C. albicans MFP 22-1) estdo

ilustrados nas Figuras 5, 6 e 7, respectivamente.
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Figura 5 — Inibicdo da adesdo (%) da S. schleifen MFP 5-1 nas superficies de poliestireno adsorvidas com
os diferentes surfactantes.

Pela andlise da Figura 5 consegue-se perceber que o surfactante que inibe de forma mais
significativa a adesdo da S. schleifen é o biosurfactante da S. thermophilus A, com reducdo da
ades3o de 60,2 £ 2,1 % para uma concentragdo de 1 g/L e 71,6 £ 1,9 % com uma concentragdo

de 4 g/L. O surfactante sintético Findet® 1214N/23 alcanca também bons resultados (maximo



de 58,5 + 2,3 % numa concentragdo de 1g/L). Para ambos os surfactantes referidos, a inibicdo
é ja relevante com uma concentracdo de apenas 0,5 g/L.

A excepcdo do BS de S. thermophilus A, que revela uma inibic3o crescente com a concentracdo
da solucdo tensioactiva (nas proporcGes avaliadas), os restantes surfactantes mostraram um
comportamento em parabola, com pico maximo na concentragdo de 1 g/L. Esta constatagdo
pode dever-se a diversos factores, nomeadamente as diferengas nas interac¢ées das moléculas
com a superficie de poliestireno e com a parede celular da bactéria, quando se encontram em
micelas ou ndo. O BS de S. thermophilus A ndo estd sob esta conformacao, pois a sua cmc é de
20 g/L (80), bem acima da concentragdo maxima testada. Os resultados indiciam o aumento da
sua potencialidade em concentra¢des superiores, permitindo uma maior interac¢do com as
células microbianas, inibindo assim a sua adesdo na superficie do material.

Pelo contrério, o tensioactivo quimico Findet® 1214/N (cmc 0,021 g/L) esta organizado em
micelas em todas as condi¢Bes estipuladas. No entanto, conseguiu-se obter resultados bem
mais satisfatérios com esta estirpe bacteriana (S. schleifen) do que com a Escherichia coli (3,9
%) ou a Staphylococcus aureus (-18,6 % - nao inibiu chegando a potenciar a adesdo) reportados
por Vaz et al (2011) com uma concentracdo de 1,5 g/L (104). Verifica-se, assim, que este
tensioactivo de origem sintética poderd ser mais eficiente com esta estirpe, tornando-se
interessante para aplicacGes na cavidade oral, onde as bactérias testadas por Vaz et al (2011)
nao sdo predominantes. No entanto, convém ressalvar a inexisténcia de estudos que permitam
verificar a aplicabilidade destes produtos em contacto com tecidos biolégicos, nomeadamente,
na cavidade oral.

No que respeita ao Oxidet® DM20, este é o primeiro estudo a avaliar a sua capacidade anti-
adesiva. Pelos resultados com a bactéria testada percebe-se que este ndo consegue actuar
satisfatoriamente sobre os microrganismos, sendo os seus valores em qualquer uma das
concentragOes usadas, bem inferiores aos restantes tensioactivos.

Relativamente ao BS recuperado da cultura de L. paracasei, os resultados indiciam que podera
ser mais eficaz numa concentragdo muito proxima da sua cmc (2,5 g/L (91)). Este
comportamento verificado com a S. shleifen ndo é concordante com o obtido por Gudiia et al
(2010a) anteriormente, em que testaram concentragdes crescentes (todas bem acima da cmc)
com varias estirpes bacterianas e algumas leveduras, e onde se verificou que numa
concentragdo de 50 g/L a inibicdo da adesdo chega a ser superior a 70 % com estirpes
bacterianas também responsaveis pela colonizacdo de dispositivos médicos, como a S. aureus,

S. epidermidis e Streptococcus sanguis (9).
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Cerca de 50 % das infec¢Oes associadas aos cuidados de saude advém de infecgdes associadas
aos dispositivos médicos. As consequéncias deste tipo de infeccGes podem ser desastrosas;
incluindo infecgOes sistémicas e o mau funcionamento do dispositivo, levando a necessidade
de remocdo do mesmo (5) (49). O controlo deste tipo de infec¢es constitui, assim, um grande
desafio. O numero de infec¢Ges associadas aos dispositivos médicos devido a diversas espécies
de Candida é cada vez maior. Variacdes de Candida como a albicans e parapsilosis sdo duas
das principais e mais preocupantes, pela sua existéncia comensal e caracteristicas oportunistas

(105) (106) (107).

80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A
10 -
0 -
-10 -
-20 -
-30 -

Inibicdo da Adesao (%)

.

W BS- L. paracasei MBS -S. thermophilus A m Oxidet DM20 m Findet 1214N/23

Concentragdo (g/L)

Figura 6 - Inibicdo da adesdo (%) da C. parapsilosis MFP 16-2 nas superficies de poliestireno adsorvidas
com os diferentes surfactantes.

Observando a Figura 6 verifica-se que os biosurfactantes tém um maior impacto e eficiéncia
sobre a ades3o da C. parapsilosis (66,0 + 7,7 % e 69,3 + 8,2 % para o BS de L. paracasei a 1 g/L
e 2 g/L, respectivamente; 51,1 + 10,6 % e 53,1 + 5,6 % com o BS de S. thermophilus A nas
concentragdes de 2 g/L e 3 g/L).

O mesmo comportamento em parabola verificado com a estirpe bacteriana, referida
anteriormente, foi constatado com esta espécie de Candida para o biosurfactante de L.
paracasei, embora ndo de forma tdo pronunciada quanto com a S. schleifen. Verificou-se ainda
que, a semelhanca do que se pode ver na Figura 5, também com a C. parapsilosis a reducdo da
adesdo é mais pronunciada a medida que se aumenta a concentracdo de biosurfactante de S.
thermophius A.

Relativamente aos surfactantes quimicos em avaliacdo, verificou-se que nenhum conseguiu

reduzir significativamente a adesao da C. parapsilosis.



Desta forma, o combate as candidiases (infec¢des provocadas por espécies de Candida, com
maior relevancia e frequéncia nas areas oral e urogenital) conseguido por bactérias lacticas, e
reportado por alguns autores, podera dever-se a producdo de biosurfactantes pelas mesmas

(66) (108) (109).
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Figura 7 - Inibicdo da adesdo (%) da C. albicans MFP 22-1 nas superficies de poliestireno adsorvidas com
os diferentes surfactantes.

Os resultados evidenciados na Figura 7 mostram que nenhum dos surfactantes estudados
reduz consideravelmente a adesdo da C. albicans. O Unico que produziu algum efeito na
adesdo deste microrganismo (apesar do erro elevado) foi o Findet® 1214N/23, com uma
reducdo da adesdo de 32,5 + 13,4 %, na concentragdo mais baixa (0,25 g/L).

Gudifia et al (2010a) também constataram que a ac¢do do biosurfactante de L. paracasei é
pouco eficaz na reducdo da adesdo da C. albicans a superficie do poliestireno, onde obtiveram
apenas uma reducgdo de 29,5 + 1,6 %, com uma concentracdo de 50 g/L, tendo sido nula para
concentragdo mais baixa testada (3,12 g/L) (9).

N3o obstante, pode aferir-se, pela diferenca considerdvel no erro associado ao método
aplicado, que existe uma tendéncia de maior dispersdo nos valores medidos com as Candidas
do que com bactérias. Este fendmeno pode dever-se ao facto das estirpes utilizadas poderem
apresentar-se em diferentes conformacdes. Isto é, a C. albicans é um microrganismo
polimorfo, podendo manifestar estruturas de levedura, pseudohifa e hifa. A C. parapsilosis
pode mostrar as duas primeiras (levedura e pseudohifa). Esta polimorfia caracteristica pode
acarretar a dispersdo da radiacdo nas estruturas de maior dimensdo (pseudohifas e hifas),
provocando assim um maior erro associado a estes métodos, com estes microrganismos (110)
(111) (112).

Fazendo uma avaliagdo comparativa entre os microrganismos testados consegue-se perceber

que os resultados foram mais evidentes e satisfatérios (maior reducdo da adesdo microbiana)



com os tensioactivos origindrios das bactérias lacticas, e com tendéncia a serem ainda
superiores com concentra¢do mais elevada do biosurfactante da S. thermophilus A.

Todavia, para a C. albicans esta solugdo com recurso a adsorcdo de tensioactivos ndo parece
ser ainda uma boa op¢do para a diminuicdo da sua adesdo a polimeros hidrofébicos (como o
poliestireno). Por outro lado, Gudifia et al (2010) reportaram a relevancia do uso do
biosurfactante como agente antimicrobiano sobre esta estirpe (inibiu completamente o
crescimento — 100 % - com uma concentracdo de 50 g/L) (9). Ou seja, se por um lado, a
interacgdao entre o biosurfactante e a superficie ndo é suficiente para inibir a adesdo desta
espécie de Candida, por outro podera ser um agente importante como alternativa a
antifungicos convencionais, tal como sugerem também as investigacGes de Del Re et al (2000)
(109), Schachtsiek et al (2004) (108) e Singh et al (2004) (66). Apesar disto, Fracchia et al
(2010) recuperaram um crude de biosurfactante derivado de Lactobacillus sp. CV8LAC que
revelou actividade anti-adesiva com duas espécies de Candida albicans em 70 — 80 %, numa
concentragdo baixa (100 pg/mL) (113).

Considerando os resultados globais (Figuras 5 e 6), dado tratar-se de um estudo bastante
moroso e dispendioso, decidiu-se estipular uma concentragdo dos surfactantes Unica para
testar nas superficies de ago inox 316 L e borracha de silicone. Desta forma, decidiu-se usar

uma concentracdo de 1 g/L nos ensaios de anti-adesdo a estes materiais.



A ades3ao microbiana a préteses é um dos principais factores de faléncia das mesmas. Varios
investigadores tém dirigido os seus estudos no sentido de minimizar este factor. Rodrigues et
al (2004a (34) e 2006a (36)) mostraram que o uso de biosurfactantes pré-adsorvidos a
borracha de silicone inibe a adesdo de microrganismos, possibilitando a diminuicdo da
ocorréncia de infec¢Ges associadas a estes biomateriais (83).

Nesta fase do trabalho foram testados os diferentes surfactantes (biosurfactante de L.
paracasei e biosurfactante de S. thermophilus A; Oxidet® DM20 e Findet® 1214N/23)
colocados em contacto com as superficies durante 18 h, a uma concentracdo de 1 g/L. Os
testes de adesdo foram realizados com duas espécies microbianas, nomeadamente a S.

schleifen MFP 5-1 e a C. albicans MFP 22-1. Os resultados estao ilustrados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8 - Numero de unidades formadoras de coldnias (CFU) de S. schleifen MFP 5-1 por cm’ PDMS
(Sylgard® 184) condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo ndo tem qualquer substancia
adsorvida.

A Figura 8 mostra a tendéncia na reducdo da adesdo bacteriana semelhante a verificada no
poliestireno (Figura 5). Ou seja, a reducdo da adesdo microbiana numa superficie hidrofébica
modificada com os surfactantes, a excepcdo da borracha de silicone condicionada com Oxidet®
DM20. No entanto, aqui conseguiu-se uma reducdo ainda superior a obtida para poliestireno,
verificando-se uma inibicdo da adesdo na ordem dos 81-90 % para Findet® 1214N/23,
biosurfactante de L. paracasei e biosurfactante de S. thermophilus A. Estes resultados vao de
encontro ao reportado por Rodrigues et al (2006a) em que verificaram uma reducdo da adesdo
de varias estirpes de bactérias de 89-97 % com a adsor¢do de biosurfactante de S.
thermophilus A, numa camara de adesdo dinamica com fluxo laminar (36). Pela comparagao

entre os resultados destes autores com os conseguidos no presente estudo, percebe-se que os



tensioactivos testados tém comportamento similar sobre as bactérias, demonstrando
percentagens de reducdo préximas entre si e bastante consideraveis.

Apesar de ndo terem sido feitas as medicGes dos angulos de contacto com as amostras de
silicone condicionadas com os tensioactivos, consegue-se perceber (pelos resultados
apresentados na Figura 8) que a adsorcdo foi efectiva, havendo, provavelmente, uma grande
moderac¢do na hidrofobicidade do material. Rodrigues et al (2006a) referem uma reducdo de
109 + 2 ° para 58 + 7 ° da superficie da borracha de silicone com crude de biosurfactante de S.
thermophilus A adsorvido na superficie (36). Pinto et al (2011) conseguiram ligar
quimicamente quatro biosurfactantes: de S. thermophilus A, S. thermophilus B, L. lactis 53 e L.
paracasei ao PDMS; obtendo uma redugdo do dngulo de contacto do PDMS de 112 + 3,3 ° para
44,0 + 3,3 ° 43,7 + 3,8 % 51,4 + 3,3 ° e 49,3 + 3,5 °, respectivamente (82). Desta forma,
consegue-se perceber que a adsor¢do do biosurfactante promove um aumento da
hidrofilicidade do material semelhante ao adquirido pela abertura de radicais livres na
superficie do PDMS e liga¢do dos biosurfactantes através dos mesmos, demonstrando que esta
podera ser uma boa alternativa para uma ligacdo mais duradoura e efectiva dos tensiactivos a
este tipo de biomaterial. Contudo, ndo devem ser descurados os testes fisicos e mecanicos de
modo a que a modificacdo quimica incutida na estrutura do PDMS ndo comprometa o seu
desempenho, nem biocompatibilidade. E de realcar que, para a maioria dos dispositivos
médicos implantaveis, os revestimentos dos materiais devem ser duradouros e ndo podem
colocar em risco o desempenho mecanico, mantendo ou incrementado a sua

biocompatibilidade (4).
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Figura 9 - Numero de unidades formadoras de coldnias (CFU) de C. albicans MFP 22-1 em PDMS
(Sylgard® 184) condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo ndo tem qualquer substancia

adsorvida.

Ao contrario do demonstrado por Rodrigues et al (2006a), ndo se conseguiu verificar uma

reducdo na adesdo da C. albicans a superficie do PDMS modificado com o biosurfactante de S.



thermophilus A. Estes autores verificaram uma reduc¢do da adesdo de diversas leveduras entre
67-70 %. Ndo obstante, também constataram uma diferenga significativa na adesdo da C.
albicans ao PDMS, mesmo nao modificado com os tensioactivos, apresentando valores
significativamente inferiores as restantes estirpes de levedura estudadas (36).

Mais uma vez, os erros associados as experimentac¢des com a C. albicans sdo bem superiores
aos obtidos com a bactéria estudada, evidenciando possiveis limitacGes dos métodos
experimentais para as mesmas.

Todavia, o surfactante sintético Findet® 1214N/23 demonstra alguma capacidade de reduzir a
adesdo desta levedura, em cerca de 60 %. Todos os outros parecem promover a sua adesao,
apesar dos grandes erros associados, como ja referido.

Apesar de se ter conseguido alcancar alguns resultados satisfatérios, é de salientar o facto de
terem sido repetidas por diversas vezes estes ensaios de anti-adesdo. Em alguns ensaios
verificou-se alguma contaminagdo por outros organismos que ndo os usados nos testes em
causa. Neste sentido, foram desenvolvidas varias estratégias para remover organismos
contaminantes dos extractos de biosurfactantes. Isto é, verificou-se que, apds a recuperacio
do biosurfactante da cultura celular e preparada a solugcdo a 1 g/L, esta possui ainda
microrganismos capazes de colonizar as amostras e contaminar as contagens das CFUs das
espécies testadas. Este fendmeno nao seria esperado a partida, uma vez que o sobrenadante
recuperado ¢é filtrado com filtros de 0,45 e 0,22 um. Uma vez que nem todos os
biosurfactantes podem ser submetidos a altas temperaturas, pela possibilidade de perderem
as suas caracteristicas tensioactivas, a solucdo final encontrada foi filtrar novamente com os

filtros de seringa de 0,22 um (filtros de acetato de celulose, Syringe Filter Sterile-R) (91) (104).
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3.3.3 Ensaios de anti-adesdao em a¢o inox 316 L
Os resultados obtidos nos testes de anti-adesdo em placas metalicas de aco inoxidavel 316 L

estdo ilustrados nas Figuras 10 e 11, com a S. schleifen e C. albicans, respectivamente.
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Figura 10 — Numero de unidades formadoras de coldnias (CFU) de S. schleifen MFP 5-1 por cm” de aco
inox 316 L condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo ndo tem qualquer substancia
adsorvida.
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Figura 11 - Ndmero de unidades formadoras de coldnias (CFU) de C. albicans MFP 22-1 por cm’ de aco
inox 316 L condicionado com os diferentes tensioactivos. O controlo ndo tem qualquer substancia
adsorvida.

Apesar do grande aumento da hidrofilicidade das superficies metalicas (Tabela 6), bem
superior ao reportado por Meylheuc et al (2006) com os biosurfactantes de P. fluorescens e L.
helviticus também em superficie de ago inoxidavel (304 L) (48), as alteragbes na adesdo
microbiana ndao foram tdo significativas, num cémpito geral, quanto as destes autores com

quatro estirpes de L. monocytogenes.
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Poderdao existir algumas justificacbes para o comportamento observado, nomeadamente
podera ter ocorrido a remocdo do surfactante adsorvido na superficie do metal. Ao contrario
do realizado aquando da preparacdo das superficies para a medicdo dos dngulos de contacto,
as amostras usadas nos ensaios anti-adesivos ndao foram previamente secas. Assim, esta ndo
remocdo da agua da superficie podera ter interferido no processo de interac¢do entre as
moléculas de surfactante e as moléculas de dgua do meio celular. Ou seja, tratando-se de uma
adsorg¢do e ndo uma ligacdo quimica, a existéncia de moléculas de dgua poderd permitir uma
maior dispersdo das moléculas tensioactivas da superficie para o meio celular. Tratando-se de
uma superficie hidrofilica, o espalhamento da dgua sobre a superficie tendera a promover essa
difusdo. Este fendmeno podera ficar diminuido com a secagem, potenciando assim o aumento
da forca da adsorgdo. Esta eliminagcdo da 4gua da superficie metdlica foi tida em conta
aquando dos ensaios desencadeados pelos autores acima mencionados, corroborando esta
possibilidade. Assim, seria desejavel a repeticdo dos ensaios de anti-adesdo nas placas
metadlicas de ag¢o inox 316 L, de modo a averiguar esta possibilidade na interferéncia dos
resultados. Todavia, dada esta limitacdo verificada pela adsor¢do, pois trata-se de um
biomaterial, por si sé, bastante hidrofilico, uma solugdo ideal passaria pelo estudo de
condicionamento com os biosurfactantes através de uma ligacdo quimica irreversivel, desde
gue a mesma ndo incorresse na alteracdo do desempenho mecanico nem da
biocompatibilidade do material.

Ndo obstante, foi ainda possivel constatar alguma reducdo da adesdo da S. schleifen ao ago
inox 316L adsorvido com os surfactantes de origem microbiana (cerca de 59 % com o crude da
L. paracasei e 34 % com o crude de biosurfactante da S. thermophilus A).

Esta bactéria foi pouco estudada e ndo existem ainda referéncias na literatura sobre as suas
caracteristicas especificas. No entanto, pelos resultados que foram sendo obtidos no presente
trabalho, depreende-se que, apesar de ser um microrganismo da flora oral e colonizador de
proteses maxilofaciais, os surfactantes constituem um método potencialmente eficaz na
diminuicdo da sua adesdo a biomateriais como os polimeros hidrofébicos similares ao
poliestireno, PDMS e aco inox 316 L.

Foram realizadas todas as diluicdes em triplicado, bem como o nimero de amostras de cada
condicdo, avaliando-se assim a repetibilidade e reprodutibilidade do método. Contudo, é de
salientar a grande variabilidade verificada, reflectindo-se num erro elevado na grande maioria
dos casos.

Fazendo uma analise comparativa entre os dois materiais submetidos ao mesmo
procedimento (aco inox e borracha de silicone), com a S. schleifen, a adesdo global, ao

contrario do que seria expectdvel (devido a maior hidrofobicidade do segundo), foi superior na
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superficie metalica do que na borracha. Este comportamento pode dever-se a alguma
rugosidade das placas metalicas usadas. Tal como referido no ponto 3.2.2, observou-se alguma
irregularidade na forma das gotas de agua, devido a visivel irregularidade da superficie do aco.
Varios autores tém associado o aumento da colonizacdo por agentes infeciosos dos
dispositivos médicos com a rugosidade da superficie do biomaterial usado (114) (115). Neste
sentido, seria uma boa opcdo promover uma maior regularidade da superficie nos processos
de fabrico do material, ja que o mesmo possui muito boas propriedades de hidrofilicidade.
Adicionalmente, é de referir que as amostras utilizadas nos estudos ndao foram produzidas
especificamente para aplicagdes biomédicas, dai ndo ter existido uma preocupacdo prévia com
a homogeneidade da superficie.

No que concerne aos dois microrganismos testados — uma bactéria Gram-positiva e um fungo
— verificou-se que os resultados com a C. albicans ndo mostraram qualquer tendéncia no seu
comportamento adesivo com os quatro tensioactivos, nos diferentes materiais testados, tendo
ainda revelado uma grande dispersao dos resultados. Estes resultados podem remeter para a
ndo adequacdo dos procedimentos usados para o estudo da adesao de Candidas. Sabe-se que
0s mecanismos de interac¢do sdo varidveis, e 0os meios pelos quais se estabelecem sdo
distintos entre diferentes espécies microbianas (27). A adesdo da C. albicans é promovida por
proteinas da membrana, nomeadamente, as adesinas (107) (116). Este tipo de adesdo é,
portanto, bastante mais forte e efectiva do que a que acontece com bactérias. Tendo o
método utilizado sido reportado anteriormente somente para bactérias (L. monocytogenes) é
possivel que este apresente alguma limitagao para fungos (48). Uma possibilidade podera ser
decorrente do tempo e condi¢cdes do banho de ultrassons. Ou seja, este podera ndo ser
suficiente para desagregar as células da superficie, dadas as caracteristicas especificas da
adesdo da C. albicans. Neste sentido, seria interessante fazer-se um estudo dos métodos mais
eficazes de remover diferentes microrganismos de materiais diferentes, sem incorrer na
inviabilidade dos mesmos, e permitir a sua transferéncia total para o meio liquido. Desta forma
ter-se-ia maior confianca nos testes anti-adesivos que sao realizados, permitindo ainda a sua

padronizacao.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os crudes dos surfactantes de origem microbiana foram recuperados no curso deste trabalho
tendo-se obtido rendimentos reduzidos. Verificou-se que sao requeridos muitos recursos para
o cultivo das bactérias lacticas, recuperando-se ainda uma pequena quantidade de produto
tensioactivo. Os custos de produgdo sdo, assim, muito elevados quando comparados com os
tensioactivos quimicos. Neste sentido, varias investigacdes tém sido feitas para criar
alternativas aos meios de cultura, através do uso de residuos da industria alimentar, por
exemplo. Um outro percurso a ter em consideragdo nas préximas pesquisas é o conhecimento
das moléculas no sentido de averiguar qual o principal grupo responsdvel pelas suas
capacidades tensioactivas, anti-adesivas e antimicrobianas, aumentar o rendimento de
recuperagao e incrementar a pureza do produto, podendo levar a reducdo da quantidade
necessaria para a altera¢do das propriedades superficiais.

Todos os surfactantes usados neste trabalho revelaram boa capacidade na redugdo da forga de
coesdo das moléculas de agua, reduzindo a tensdo superficial da mesma. As superficies dos
materiais foram modificadas e, apds o estudo desenvolvido é possivel concluir que os
biosurfactantes de S. thermophilus A e de L. paracasei e o surfactante sintético
Findet®1214N/23 apresentam caracteristicas de interesse que permitem a reducdo da adesdo
bacteriana (S. schleifen) a materiais como o poliestireno, PDMS e ac¢o inox 316 L. Porém, os
biosurfactantes foram os Unicos capazes de reduzir significativamente a adesdo da C.
parapsilosis, pelo que se deveria continuar a estudar o seu efeito com outras estirpes
recorrentes na coloniza¢do de dispositivos médicos.

Apesar de alguns resultados satisfatérios, é de realcar que existem ainda muitas limitacGes a
nivel experimental. Como tal, sugere-se a optimizacdo dos métodos de investigacao,
nomeadamente para as espécies de C. albicans, permitindo uma mais correcta avaliacdo do
poder anti-adesivo destes produtos sobre o microrganismo.

Dados os bons resultados conseguidos com estes materiais, seria importante extrapolar estes
estudos para materiais recorrentes na engenharia biomédica, (e.g. poly(lactic) acid (PLLA)
(117), polycepralactone (PCL) (118), ultra high molecular weight polyetilene (UHMWP) (119))
podendo alargar a sua utilizagao.

Nao existe ainda investigacdo sobre a biocompatibilidade e citotoxidade que esta modificacao
nos biomateriais (adsor¢do de surfactantes de origem bioldgica ou quimica) pode acarretar.
Sera entdo um passo importante a ter em consideragao para o uso em contacto directo com os
tecidos biolégicos. E ainda relevante o estudo da adesdo em condi¢des dindmicas, uma vez que

o corpo humano ndo é um sistema estaciondrio, havendo circulagdo de fluidos,
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nomeadamente sangue (interessante pela aplicabilidade do PDMS em cateteres, por exemplo),
secre¢des e sucos digestivos (no tracto oral, esofagico, digestivo e urindrio, relevantes nas
aplicagcbes em proéteses maxilofaciais, da fala, algaliacdo, entre outras).

Em suma, é possivel afirmar que os surfactantes, destacando-se os de origem bioldgica,
constituem uma solugdo possivel e interessante para a redu¢do da adesdo microbiana aos
dispositivos médicos. A realizacdo de estudos ao nivel da genética (com microrganismos hiper-
produtores), meios de cultura optimizados a custos reduzidos, recuperagdo mais eficiente
(desde a liofilizagdo controlada até ao processo de esterilizacdo), bem como métodos de
ligacdo as superficies dos biomateriais mais fortes e duradouras, que conservem ou
incrementem as caracteristicas mecanicas e de biocompatibilidade, serdo os principais

desafios a enfrentar nos préximos anos.
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