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Resumo

A acumulagido de biofilme em equipamentos industriais é problema real com o qual as
industrias se debatem diariamente. Os biofilmes podem ter um impacto negativo na
qualidade dos produtos finais e causar corrosao dos equipamentos. Por outro lado, a sua
remogdo através do uso de produtos quimicos, como biocidas, pode causar impactos
negativos no decorrer do processo, tals como paragens para limpeza, os elevados custos
associados e impactos ambientais. Por esta razao ¢ de extrema importancia a sua eliminagao
atempada e por isso os biofilmes devem ser detectados o mais cedo possivel.

Tém sido realizados muitos estudos sobre monitorizacao de biofilmes. No entanto, ainda
nenhum método foi implementado com sucesso a escala industrial. O objectivo deste
trabalho foi estudar o comportamento de eléctrodos de platina, apds se ter promovido a
formacao de biofilme na sua superficie, baseado em técnicas electroquimicas — Voltametria
Ciclica. Também se estudou uma forma de limpar o eléctrodo iz sitv no final de cada
monitorizacao.

Esta dissertagao encontra-se dividida em trés partes: detec¢ao de biofilmes na superficie de
eléctrodos de platina; estudo do efeito da variagio das condi¢Oes experimentais no
desprendimento e viabilidade do biofilme; e estudo da influéncia da formagao de bolhas de
hidrogénio no desprendimento do biofilme.

Para estudar a possibilidade de se utilizar a Voltametria Ciclica na detec¢ao da formacao de
biofilmes promoveu-se o crescimento de biofilme na superficie dos eléctrodos de platina,
durante diferentes periodos de tempo. No final mediu-se a altura do pico de dessor¢ao do
hidrogénio e determinou-se a percentagem de area do eléctrodo coberta pelo biofilme,
tendo sido demonstrado que a altura do referido pico decresce com o aumento da
percentagem de area coberta.

Na segunda parte do trabalho estudou-se a influéncia das condigdes experimentais, tendo-
se variado a velocidade de varrimento, o pH da solugido electrolitica e os limites de
potencial. Observou-se que o aumento da velocidade de varrimento diminui a remogao
celular, alterando o pH da solugao electrolitica para pH 4 todas as células aparecem mortas
e a remogao ¢ maior, e finalmente, aumentando o limite de potencial positivo até 1.5 V
aumenta o numero de células mortas, no entanto a remocao total das células s6 é
conseguido aumentando o limite negativo até —2.0 V, em que se forma bolhas de
hidrogénio que promovem uma remog¢ao mecanica. Este resultado sugere que para se obter
um eléctrodo completamente limpo ¢ necessario promover uma limpeza mecanica, através
da formacao de bolhas de hidrogénio.

Na terceira parte deste trabalho estudou-se a influéncia da formagdo de bolhas de
hidrogénio no desprendimento de biofilmes de diferentes idades. Verificou-se que o tempo
de formacao de bolhas de hidrogénio necessario para remover o biofilme aumenta com a
idade deste. Contudo para biofilmes mais velhos (7 dias) nido foi possivel limpar
completamente o eléctrodo.

Pode concluir-se que a técnica de Voltametria Ciclica pode ser usada para monitorizar
biofilmes formados em eléctrodos de platina. Pode, também, concluir-se que é possivel
limpar o sensor 7 situ, através da formacao de bolhas de hidrogénio.
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Abstract

The accumulation of biofilms in industrial equipment is a real problem that industry deals
every day. The biofilms can have a negative impact in the final product quality and cause
equipment corrosion. The use of chemical products, such as biocides, to control them can
have negative impacts in the process, like industrial process suspension for cleaning, the
high costs associated and the environmental impact. For these reasons it is very important
to control biofilms in a prior stage of development, and consequently biofilms must be
detected as early as possible.

There are many studies about biofilm monitoring. However no one is still employed in
industrial scale with total success. The aim of this work is to study the platinum electrodes
behaviour after biofilm growth occurred in its surface, based on electrochemical technique
of Cyclic Voltammetry. A mean of cleaning the sensor 7z situ at the end of each monitoring
was also studied.

This work is divided in three parts: detection of biofilms on the platinum electrodes
surface, study of the effect of experimental conditions on biofilm detachment and viability,
and study the influence of hydrogen bubbles formation on the detachment of biofilm.

To study if Cyclic Voltammetry can be used to detect biofilms formation, biofilm with
different growth times was promoted on the platinum electrodes surface. Then the height
of hydrogen dessorption peak was measured and the percentage of electrode covered area
by biofilm determined. It was demonstrated that the height of the hydrogen dessorption
peak decreases with the increase of the covered area.

In the second part the influence of the experimental conditions was studied, by changing
sweep rate, electrolytic solution pH and applied potential range. It was observed that a
decrease in the sweep rate increases the removal of cells and that by changing the
electrolytic solution from pH 7 to pH 4 all the cells appear dead and the removal is more
extensive. Finally, increasing the applied potential range up to 1.5 V increases the number
of dead cells, conversely a total removal of cells are obtained when the negative potential is
increased until —2.0 V, where hydrogen bubbles are formed, promoting a mechanical
detachment. This result suggested that to obtain an electrode completely free of cells a
mechanical cleaning must be promoted, by hydrogen bubbles formation.

In the third part of this work the influence of hydrogen bubbles formation on the
detachment of biofilm growth by different periods of time was study. It was verified that
the time of hydrogen bubbles formation needed to obtain a completely clean surface
increases with the period of time of biofilm formation. However for older biofilms (growth
for 7 days) it was not possible to completely clean the electrode surface.

Therefore it can be concluded that Cyclic Voltammetry can be used as a technique to
monitor biofilm formation on platinum electrodes. In adition, it is possible to clean the
sensor 7 sitn by promoting hydrogen bubbles formation.
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Figura II.2. Fotografia (a) e esquema (b) da célula de vidro e dos eléctrodos de trabalho
(ET), de referéncia (ER) e secundario (ES).....ccccveerirninniniciiceiennieccicicieneeeeeesenenen

Figura IL.3. Fotografia dos eléctrodos de (a) referéncia; (b) secundario e (c)
ErADALNO. ...

Figura IIL.1. Primeiro varrimento obtido por voltametria ciclica, num eléctrodo de
platina coberto com um biofilme de varias idades........c.coovviviiiiiiniivinicininicins

Figura IIL.2. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
da superficie de um eléctrodo de platina com um biofilme de (a) 2 horas; (b) 6 horas; (c)
12 hotas € (A) 24 NOTAS...c.ciiiuiiiiiriririri ettt

Figura IIL.3. Relagcao entre a altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio (PDH) e a
percentagem de area coberta, obtido para (a) o eléctrodo 1; (b) o eléctrodo 2; (c) o
eléctrodo 3 e (d) 0 €léctrodo ..o

Figura III.4. Voltamograma ciclico obtido num eléctrodo de platina em tampao fosfato
pH 7, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e a uma velocidade de varrimento de
0.250 V s”, onde cresceu um biofilme de 2 horas. Os voltamogramas representados
correspondem a0 1% 5% € 135% VAIfIMENTO....ccviuiuiiiiiiiiiiicce e

Figura IIL.5. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas: (a) antes e (b) depois da
voltametria ciclica em tampao fosfato pH 7, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e a
uma velocidade de varrimento de 0.250 V 8™ ..o sses s
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Figura III1.6. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 400X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas, apds voltametria ciclica
em tampao fosfato pH 7, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e a uma velocidade de
varrimento de: (a) 0.150 Vs™ (b) 0.250 Vs € (€) 0.500 V ™ oocvorverirerrieniiesiessiessessiesiens

Figura IIL.7. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 400X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas, apés (a) o eléctrodo ter
sido imerso em tampao fosfato pH 4 durante 30 minutos; apds voltametria ciclica a uma
velocidade de varrimento de 0.250 V s, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e em
tampao fosfato (b) pH 4 e (¢ pH 7 (ap6és imersio em pH

Figura II1.8. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliacao 400X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas, ap6s voltametria ciclica
em tampio fosfato pH 7, a uma velocidade de varrimento de 0.250 V s e entre os
limites de potencial: () -0.5e¢ 1.0 V; (b) -0.5e 1.5V e (c) -2.0 € 1.0 Vu.oovoiiiiivvinniiiicnnas

Figura II1.9. Voltamogramas ciclicos dum eléctrodo de platina em tampao fosfato pH
7, entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V, a uma velocidade de varrimento de (a) 0.150
Vs (b) 0.250 V s7; (c) 0.500 V s e (d) entre os limites de potencial -0.5 e 1.5 V, 2 uma
velocidade de varfimento 0.250 V 8™ .u...vuivriereisneiisssssesssss s ssssessssssssssssssssssesssssssssssssnnns

Figura II1.10. Tempo em que cada eléctrodo esta a uma intensidade de corrente e a um
potencial (a) positivos e (b) negativos. Condi¢does dos varios ensaios: ensaio 1 —
velocidade de varrimento: 0.250 V s”, limites de potencial: -0.5 a 1.0 V, em tampio
fosfato pH 7; ensaio 2 — velocidade de varrimento: 0.150 V s™, limites de potencial: -0.5 a
1.0 V, em tampiao fosfato pH 7; ensaio 3 — velocidade de varrimento: 0.500 V s™, limites
de potencial: -0.5 a 1.0 V, em tampao fosfato pH 7; ensaio 6 — velocidade de varrimento:
0.250 V s7, limites de potencial: -0.5 2 1.5 V, em tampao fosfato pH 7...cc.ovvverereerereennriennnes

Figura III.11. Fotografia de parte da célula electroquimica e do eléctrodo de trabalho (a)
antes da formacao de bolhas; apos a formacao de bolhas (b) inicio; (c) ao fim de 1
minuto; € (d) 20 fim de 10 MINULOS....c.euiuiiriririiiicieicrrr ettt eaesesenenes

Figura III.12. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 4 horas (a) antes da formacao de
bolhas;  apés a formagio de bolhas (b) durante 1 minuto e (c¢) durante 2
ININULOS vttt bbb bbb a bbbt

Figura III.13. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 24 horas (a) antes da voltametria
ciclica; ap6s a formagao de bolhas durante 4 minutos (b) sem varrer o potencial e (c)
apos varrer o potencial nas condigoes do ensaio L.
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Figura III.14. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 3 dias (a) antes da voltametria
ciclica; ap6s a formagio de bolhas durante 10 minutos (b) sem varrer o potencial e (c)
apos varrer o potencial nas condigoes do ensaio L.

Figura III.15. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 5 dias (a) antes da voltametria
ciclica; ap6s varrer o potencial nas condi¢des do ensaio 1 e a formagao de bolhas durante
10 minutos (b) zona da platina e vidro (c) zona do VIidro.......cccccvuviieriviiiciniccnieiicccen

Figura III.16. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 3 dias apds a passagem das

Figura III.17. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia dum eléctrodo de
platina onde cresceu um biofilme de 7 dias (a) antes da voltametria ciclica (ampliagdo
100x); (b) apos varrer o potencial nas condi¢oes do ensaio 1 e a formacao de bolhas
durante 15 minutos seguida de nova formac¢ao de bolhas durante 15 minutos (amplia¢ao

Figura AlL.1. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiininiiiiiieiece e

Figura AL.2. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiieiiiiiiicece s

Figura AL.3. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiiece s

Figura AL.4. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).
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Figura AL5. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).

Figura AL6. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)o

Figura AL.7. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiiiciiiiiiieice e

Figura AL.8. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccveciiininiiiiiicece e

Figura AL.9. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiininiiiiiieiece e

Figura AI.10. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiieiiiiiiicece s

Figura AI.11. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiiece s

Figura AI.12. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).
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Figura AI.13. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).

Figura AI.14. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)o

Figura AI.15. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apos 1 varfimento (b).....cvveiciiciiiieiiiiceeeenes

Figura AI.16. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s7,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvcueiiiiiniiiiiicce e

Figura AI.17. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiininiiiiiieiece e

Figura AI.18. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiccce e

Figura AI.19. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiiece s

Figura AI.20. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V' s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiicece s

119

120

120

121

121

122

122

xvi



Figura AI.21. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).

Figura AI.22. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)o

Figura AI.23. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiiiciiiiiiieice e

Figura AI.24. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvcueiiiiiniiiiiicce e

Figura AI.25. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiininiiiiiieiece e

Figura AI.26. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiccce e

Figura AI.27. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiiece s

Figura AI.28. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiicece s
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Figura AI.29. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).

Figura AI.30. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)o

Figura AI.31. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiiiciiiiiiieice e

Figura AI.32. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvcueiiiiiniiiiiicce e

Figura AI.33. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiininiiiiiieiece e

Figura AI.34. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V' s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiccce e

Figura AI.35. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiiece s

Figura AI.36. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiicece s
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Figura AI.37. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).

Figura AI.38. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)o

Figura AI.39. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiiiciiiiiiieice e

Figura AI.40. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvcueiiiiiniiiiiicce e

Figura AI.41. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiininiiiiiieiece e

Figura AI.42. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiccce e

Figura AI.43. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiiiece s

Figura AI.44. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....ccvceiiininiiiiiicece s
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Figura AI.45. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D).

Figura AI.46. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)o

Figura AI.47. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™,
em tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva
fotografia obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do
mesmo eléctrodo apds 1 varfimento (D)....c.cvceiiiiciiiiiiieice e
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Capitulo I

Introducao

Neste capitulo apresentam-se os fundamentos tedricos necessarios para a execugao deste
trabalho. Pretende-se que o leitor apreenda algumas nogdes basicas nos diversos campos
focados no decorrer desta dissertagao. Deste modo, tenta-se explicar de forma sucinta e
simples, assuntos tao complexos como sao os biofilmes e a voltametria ciclica, bem como

referenciar as varias técnicas que podem ser utilizadas na detec¢ao de biofilmes.
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I.1. Os biofilmes

A deposicao indesejada de materiais em superficies é designada por “fouling” (que em
portugués significa “sujamento”), o qual se pode dividir em varios tipos: fouling mineral
(devido a deposicio de material inorganico), fouling organico (deposi¢do de material
organico, como O6leos, gorduras, proteinas, etc.), fouling de particulas (deposicao de
particulas provenientes da agua, como substancias humicas, argila, silica) e o biofouling

(adesdo e crescimento de microrganismos) (Flemming and Schaule, 1996).

O biofouling resulta de uma tendéncia natural que os microrganismos tém de aderir as
superficies. O desenvolvimento e crescimento destes microrganismos originam a excre¢ao
de produtos de origem polimérica, os quais envolvem as células, formando uma matriz que
as protege das agressoes exteriores. Esta matriz ¢ fundamentalmente constituida por agua
(diz-se que ¢ uma matriz hidratada, ja que contém cerca de 80 a 95% de agua) e por
substancias poliméricas extracelulares (“extracellular polymeric substances” — EPS). Ao
conjunto dos microrganismos e da respectiva matriz da-se o nome de biofilme (Flemming,
1996, Flemming & Schaule, 1996, McFeters e al., 1984, http://www.aquadyntech.com).
Dentro dos biofilmes as células estio mais protegidas do que se estivessem em suspensio,
uma vez que a matriz EPS actua como uma barreira, onde prevalece o transporte por
difusdao relativamente ao transporte por convecgao, através de poros, canais e areas de
densidade menor. Deste modo, apenas moléculas muito grandes tém dificuldade em se
moverem no interior do biofilme enquanto, os nutrientes, que normalmente sao moléculas

de pequenas dimensoes chegam facilmente até as células (Flemming & Schaule, 1996).
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Os biofilmes podem ser constituidos por uma unica espécie microbiana (como por
exemplo alguns biofilmes associados a infec¢oes e biofilmes que crescem na superficie de
implantes médicos), ou, mais frequentemente, por varias espécies, formando aquilo que se
designa por consoércio, que engloba fungos, algas e bactérias. No interior destes biofilmes
podem ainda encontrar-se particulas de matéria inorganicas (particulas abidticas) e
substancias dissolvidas adsorvidas. Quanto maior for a diversidade de nutrientes (na forma
de carbono organico) disponivel, maior serd a diversidade desse consércio (O Toole et al.,

2000, Flemming, 2003).

Dependendo do ponto de vista, os biofilmes podem ser benéficos ou nocivos. Os
biofilmes utilizados nas esta¢des de tratamento de dguas residuais, os que se acumulam nos
leitos dos rios, lagos e ambientes marinhos e os biofilmes presentes nos reactores de
biofilmes, por contribuirem grandemente para a remog¢iao de contaminantes organicos e
inorganicos da agua, sio considerados biofilmes benéficos. Também sao exemplos de
biofilmes benéficos os utilizados nas industrias de fermentaciao e farmacéutica (Characklis
& Wilderer, 1989). No entanto, quando alojados em locais indesejaveis podem trazer sérios

problemas, tais como:

» Nos permutadores de calor aumentam a resisténcia a transferéncia de calor, o que
implica uma elevacao dos custos com limpeza e biocidas, paragens para limpeza e
sobredimensionamento do sistema para compensar as perdas (Characklis &

Wilderer, 1989, Flemming, 1996, McFeters ez al., 1984);

» Em sistemas membranares e outros meios porosos causam problemas de
colmatacio e de contaminagao microbiolégica (Characklis & Wilderer, 1989,

Flemming, 19906);
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» Podem originar problemas de corrosio, a qual pode ser causada por diferentes
motivos: formacao de coldnias localizadas que se alimentam do proprio material
onde estdao aderidas, produ¢do de minerais, de acidos organicos e de amonia e
reducdo do sulfato, entre outros (Flemming, 1996, Sand, 1996, McFeters ¢t al,

1984, http:/ /www.aquadyntech.com);

» O seu aparecimento em catéteres, implantes internos e lentes de contacto pode

causar infec¢Oes graves (Characklis & Wilderer, 1989; Overman, 2000);

» Sio também os maiores tesponsiveis pela contamina¢io da dgua potivel, com
consequéncias a nivel de saude publica e elevados custos associados (Characklis &
Wilderer, 1989, Flemming, 1996, McFeters e al., 1984). Na Figura 1.1 pode ser

observado um biofilme obtido num sistema de 4gua potavel.

Para além dos biofilmes indesejaveis acima mencionados, podem ainda ocorrer no interior
de oleodutos, na aquicultura e nos sistemas de ar condicionado (Characklis & Wilderer,

1989).

Figura I.1.  Fotografia de um biofilme formado num sistema de agua potavel. Nesta
imagem ¢ possivel observar (a) a superficie onde cresceu o biofilme; (b) o biofilme e (c)
protozoarios a alimentarem-se do biofilme (imagem cedida por Lucia Chaves e Nuno

Azevedo).
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Os biofilmes podem ser controlados através do uso de biocidas, biodispersantes e da
minimiza¢ao do nutriente limitante. Actualmente, também se recorre ao uso de tecnologias
enzimaticas, que no entanto sio técnicas caras e que podem deixar residuos que podem

contaminar o produto final (http://www.aquadyntech.com).

I.1.1. Etapas de adesio dos biofilmes

Nos ecossistemas terrestres e aquaticos as bactérias aparecem como células livres (estado
planténico) ou sob a forma de biofilmes ligados a suportes sélidos. A formagio e

desenvolvimento dos biofilmes ocorrem em varias etapas, tal como esta esquematizado na

Figura 1.2.

Figural.2. Etapas da formacdo de um biofilme: (a) transporte das espécies até as
superficies; (b) adesao inicial; (c) e (d) maturagio — produgao de polimeros e reproducio

celulat; (e) desprendimento (http://instructl.cit.cornell.edu).

% Transporte até as supetficies

O transporte das bactérias até as superficies pode ocorrer de diferentes modos: difusio
através de movimentos brownianos, transporte por convec¢ao devido ao fluxo de liquido e
transporte activo promovido pelas estruturas de locomocio celulares, como flagelos. Em
determinadas condi¢oes, também a sedimentagdo pode ser uma forma de transporte a

considerar (Ganzer ez al., 1989, Quirynen & Bollen, 1995).
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#* Adesio inicial

A adesdao microbiana apenas pode ser definida em termos de forgas estabelecidas entre as
células e a superficie. A adesdo inicial come¢a quando as bactérias e as superficies
interagem entre si a uma certa distancia, através de forcas de longo e curto alcance. As
forcas de longo alcance (também designadas por forcas DLVO) englobam as for¢as de van
der Waals e as forgas resultantes da interac¢ao da dupla camada eléctrica. As forcas de
curto alcance (também designadas por forcas nao DLVO) agrupam as forcas de repulsiao
de Born, as forcas de hidratacao, as interac¢oes hidrofobicas, as interacgOes estéricas e as
pontes poliméricas (Freter ez al, 1984, Quirynen & Bollen, 1995, Oliveira, 1992, Robb,

1984).

** Maturagio

Apbs a adesdo inicial, as células aderidas podem crescer e reproduzir-se. Na fase de
matura¢ao ocofre um rearranjo na arquitectura do biofilme, com o desenvolvimento de
uma estrutura mais complexa, que engloba a formagao de canais, poros e a redistribuicdao
das bactérias (Stoodley e al, 2002). F nesta fase que se di a producio de grandes
quantidades de exopolimeros, os quais formam a matriz de EPS que protege o biofilme,
altamente hidratada, conferindo-lhe estabilidade e resisténcia aos biocidas e antibioticos
(Bryers, 2000, Fletcher, 1984, O"Toole et al., 2000). Na Figura 1.3 as etapas 2 a 4

representam as varias fases de desenvolvimento da etapa de maturagao.
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Figura I.3.  Diagrama representativo da formacao de um biofilme: 1. Adesao inicial das
células a superficie; 2. Producdo de polimeros extracelulares (EPS), mantendo as células
mais fortemente aderidas; 3. Inicio da formagdo da arquitectura do biofilme; 4.

Desenvolvimento da  arquitectura; 5. Dispersaio de células do biofilme

(http://gnn.tigr.org).

% Desprendimento

Nesta ultima fase ocorre a libertacdo das células (individuais ou em grupo) do biofilme, as

quais podem voltar ao seu estado planténico de crescimento (Stoodley et al., 2002).

De uma forma geral, a libertagio das células pode ocorrer por dois motivos: erosio e
libertacdo de porcSes de biofilme. A erosao é um processo continuo pelo qual pequenas
particulas sio removidas da superficie do biofilme, resultando em pequenas variacbes na
espessura do biofilme e no fluxo de substrato para o seu interior. A libertacio de porcoes
de biofilme é um processo acidental, intermitente e abrupto, pelo qual se perdem grandes
secgoes do biofilme, resultando em variagdes drasticas na espessura local e dos valores de

fluxo (Gantzer ez al., 1989).
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As causas do desprendimento podem ser fisicas, quimicas ou biolégicas. A erosio pode ser
causada fisicamente pelos movimentos brownianos ou pela tensio de corte exercida na
superficie do biofilme pelo fluxo do fluido. O desprendimento de porgdes de biofilme
também pode ser influenciado por factores fisicos. De facto, a tensdo de corte normal
exercida ao longo de fendas presentes na matriz do biofilme pode ser a for¢a motriz deste
processo. Um segundo factor associado a este tipo de desprendimento ¢ a formacdo de
bolhas de gis em certas zonas, criando estruturas fracas na matriz. Finalmente pode ainda
estar relacionado com a existéncia de gradientes de pressio osmotica no interior do
biofilme (Gantzer e7 al., 1989). Quimicamente, a libertacio de por¢des de biofilme pode ser
ocasionada por uma destabilizagio da matriz polimérica, devida a perda ou quelagiao de
catides polivalentes (especialmente calcio), troca idnica, mudangas de pH, mudanga na
concentragao de substrato (podendo originar situacdes de stress, provocadas por fome
(Stoodley e7 al., 2002)), mudanca da forca idnica ou por alteracdes quimicas do substrato
(Gantzer et al., 1989). Finalmente, as causas bioldgicas estao relacionadas com modifica¢oes
na superficie celular, libertagao de microrganismos por surfactantes e divisao celular. Em
culturas policelulares, pode ainda acontecer que determinadas espécies excretem enzimas
que degradem polimeros extracelulares de outras. Pode também haver incompatibilidade
entre polimeros e superficies microbianas levando a criagao de fendas, criando zonas

susceptiveis a ocorréncia de desprendimento de biofilme (Gantzer ez al., 1989).

A fase de maturagdo pode ocorrer em simultaneo com a fase de desprendimento,
estabelecendo-se um equilibrio entre o processo de crescimento e reproduc¢ao das células e
o de libertacao do biofilme. Deste modo, a quantidade de biofilme que permanece na
superficie aderente mantém-se aproximadamente constante a partir de uma certa idade

(Vieira et al., 1993, Bryers, 2000)
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1.1.2. As Pseudomonas fluorescens

As  Pseudomonas  fluorescens sdo  células  procariontes Gram-negativas, aerobias,
quimiorganotréficas  ou  quimiolitoautotroficas  facultativas  da  familia  das
pseudomonadaceae. Tém requisitos nutricionais muito simples (podem utilizar entre 60 e
80 compostos diferentes como fonte de carbono e azoto), apresentam um crescimento a
pH neutro e a temperaturas mesofilas; a sua temperatura 6ptima de crescimento situa-se
entre os 25 e os 30°C, embora se tenha detectado crescimento a 4°C (Madigan e7 al., 1997,

Singleton & Sainsbury, 2001, Gerhardt ez al, 1981, Prescott ¢t al., 1999).

Em determinadas condi¢oes (como em situagoes de caréncia de ferro) as Pseudomonas
fluorescens sao capazes de produzir pioverdina, que é um pigmento fluorescente amarelado e

soluvel em agua (Singleton & Sainsbury, 2001, Prescott ef a/., 1999)

Esta espécie ndo ¢ formadora de esporos, podendo encontrar-se células livres no solo e em
habitats aquaticos. Raramente é patogénica, pois dificilmente se desenvolve a 37°C; pode,
porém, crescer e multiplicar-se no sangue ou em produtos sanguineos refrigerados
(http:/ /www.health.gov.au, Madigan e al, 1997, Singleton & Sainsbury, 2001). Esta
bactéria pode também contaminar carne, leite (mesmo apds pasteurizagdo), ovos e
alimentos maritimos (peixe, frutos do mar) refrigerados, uma vez que cresce a 4°C e
degrada lipidos e proteinas (Hayes et al., 2002, Prescott ¢z al., 1999). Para se ter uma ideia da
resisténcia destas bactérias a ambientes extremos, salienta-se o facto de se ter detectado

crescimento de Pseudononas fluorescens em meteoritos (Mautner, 2002).
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Uma das caracteristicas inerentes as Psexudomonas fluorescens é a capacidade que esta espécie
apresenta para formar biofilme em quase qualquer condi¢ao de crescimento e, por ser
referida muitas vezes como espécie presente em diferentes ambientes, foi a espécie utilizada
neste trabalho. E claro que as caracteristicas do biofilme formado pela bactéria estio
directamente ligadas a factores como temperatura, composi¢ao do meio, pressao osmotica,
pH, ferro e oxigénio dissolvido (OToole ez al., 2000). Na Figura 1.4 podem ser observados
exemplos de biofilmes de Pseudomonas fluorescens. As fotografias foram obtidas por dois tipos

de microscopia, como se refere na legenda da Figura 1.4.

@) (b)

Figura I.4.  Pseudomonas fluorescens: fotogratias obtidas por (a) microscopia electrénica de

varrimento (http://www.agr.kuleuven.ac.be) e (b) por microscopia confocal de vartimento

laser (http://www.nd.edu).
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I.2. Monitorizagao de biofilmes

Tal como foi referido anteriormente a formacio de biofilmes indesejados em sistemas
industriais pode ser muito problematica, com custos associados muito elevados. Deste
modo, a sua monitorizagao atempada ¢é de elevada importancia e essencial para a adopgao
das melhores técnicas para os controlar. Assim, torna-se necessario dispor de técnicas que
permitam determinar iz sitn, em tempo real e de forma nio destrutiva a formacio de
biofilmes. Para Flemming (2003), os sistemas de monitoriza¢ao de biofilmes em linha

podem ser divididos em trés niveis:

» Nivel 1: Sio sistemas que detectam a cinética da deposicio do matetial e a variacio
da espessura da camada de material depositado. Os sistemas classificados neste
nivel sio de grande utilidade, pois permitem obter informacdao em tempo real da
formacao de depdsitos em superficies submersas. No entanto, nao sao capazes de

distinguir os microrganismos dos compostos abioticos dos depositos.

» Nivel 2: Nestes sistemas os componentes bioticos dos depdsitos podem ser
distinguidos dos abidticos, o que pode ser efectuado através da deteccao especifica

de sinais provenientes das biomoléculas.

» Nivel 3: Os sistemas inseridos neste nivel sdo capazes de providenciar informacio
detalhada sobre a composi¢ao quimica dos depdsitos ou mesmo do local exacto

onde os microrganismos estao alojados.

No futuro, podera ser desenvolvido ainda um quarto nivel, no qual sera possivel distinguir

células vivas de mortas (Flemming, 2003).
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De seguida descrevem-se sucintamente as varias técnicas referidas na literatura para a
monitorizacao de biofilmes, incluindo nao sé aquelas que permitem recolher informagao
sobre a acumulagao do depdsito de uma maneira nao destrutiva, como outras que obrigam

a recolha de placas com biofilme formado, que sao analisadas em laboratorio.

I.2.1. Técnicas microscopicas

Em diversas situagoes constroem-se derivagoes da corrente liquida e o biofilme forma-se
em reactores especificamente desenhados para o efeito como é o caso do “Robbins
Device” (Blenkinsopp e al, 1992) e da célula de fluxo (Pereira e al, 2002). Em alguns
casos, as superficies onde os biofilmes se formaram siao removidas do reactor e o biofilme
¢ investigado por técnicas destrutivas (determinac¢ao de massa, por exemplo) e por métodos
microbiolégicos, bioquimicos e microscopicos. Noutras situagdes é possivel observar
microscopicamente o biofilme directamente na camara onde ¢ formado, como ¢ o caso da
camara de fluxo paralelo (Azevedo e# al., 2003). Como no decurso do trabalho executado
no ambito desta tese se observou o biofilme por microscopia, estas técnicas sao detalhadas

a seguir.

> Microscopia de campo claro: F a forma mais comum de microscopia ptica. As
imagens sao obtidas devido a diferenca de contraste entre as células e o meio que as
rodeia (o qual aparece brilhante). Esta diferenca resulta do facto das células
absorverem ou dispersarem luz em varias graduagdes. O facto de determinadas
células serem translicidas pode, por esta razdo, comprometer a sua visualizagao

através desta técnica microscopica, devido a falta de contraste com o meio
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circundante. No entanto, este problema pode ser resolvido através da coloragao das

células (Madigan ez al., 1997, Prescott ez al., 1999, Singleton & Sainsbury, 2001).
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Figura I.5.  Fotografia de bactérias purpuras fototréficas, obtidas por microscopia de

campo claro (Madigan e al., 1997)

» Microscopia de contraste de fase: Este tipo de microscopia foi desenvolvida
para tentar ultrapassar as dificuldades derivadas da falta de contraste entre as células
e o meio, tornando possivel a visualizacdo das células sem ser necessario cora-las.
Baseia-se no principio de que as células diferem do meio relativamente ao indice
refractario e, consequentemente, na direccao dos raios luminosos que passam
através das células. F muito utilizada em investigacio pois permite a visualizacio de
amostras vivas e humidas. F aplicada fundamentalmente, na contagem de bactérias,
protozoarios e esporos e na determina¢ao da forma e estruturas internas das células
(Gerhardt e al., 1981, Madigan et al., 1997, Prescott et al., 1999). Uma variacao deste
tipo de microscopia ¢ a microscopia de contraste de interferéncia diferencial,
pela qual é possivel observar objectos que difiram significativamente ou no indice
refractario ou na espessura, resultando numa retardacio diferencial da luz que muda

de fase. As diferencas de fase sio convertidas em diferentes intensidades por
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objectivas e condensadores especiais. Deste modo é possivel observar objectos nao

corados e células vivas (http://www.tulane.edu).

» Microscopia de campo escuro: O sistema de campo claro foi modificado de
forma a que a luz incida apenas nos lados das espécies. Deste modo a tnica luz
captada pelas lentes é aquela que ¢é dispersa pelas células, levando a que estas
aparecam brilhantes num fundo escuro. F uma boa op¢io para objectos que nio
podem ser visualizados pelos dois tipos de microscopia anteriores e um excelente

meio para o estudo da mobilidade dos microrganismos (Madigan e7 al, 1997,

Singleton & Sainsbury, 2001, Prescott ez al, 1999).

Figura I.6.  Fotografia da mesma amostra de Saccharomyces cerevisiae observadas por
diferentes tipos de microscopia: (a) campo claro; (b) contraste de fase e (c) campo escuro

(Madigan et al., 1997).

» Microscopia de fluorescéncia: é utilizada para observar espécies que fluorescem,
isto é, amostras que emitem luz de uma determinada cor quando luz de outra cor
incide sobre elas. Esta fluorescéncia ocorre quer porque dentro das células existem

substancias (tais como clorofila) que fluorescem naturalmente (neste caso designa-
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se por autofluorescéncia), quer porque as células foram previamente tratadas com
corantes fluorescentes (fluorocromos). Esta técnica é muito utilizada em
microbiologia, em diagnosticos clinicos e em ecologia microbiana (Allen, 2001,
Gerhardt ez al., 1981, Madigan e# al., 1997). Descrever-se-a mais detalhadamente este

tipo de técnica na Pagina 18, uma vez que foi utilizada no ambito deste trabalho.

Figura I.7.  Fotografia de uma amostra proveniente da cavidade bocal, obtida por
microscopia de fluorescéncia. As células vivas aparecem coradas de verde e as mortas de

vermelho (Talaro & Talaro, 1990).

» Microscopia confocal de varrimento laser: é um desenvolvimento muito
importante da microscopia Optica, em que ¢ utilizado o conceito de varrimento,
neste caso concreto de radiagao laser (http://www.coppe.uftj.br). A sua utilizagao
permite a analise tridimensional das amostras, bem como obter dados quantitativos
relativamente a espessura, area e volume das estruturas celulares. A grande
vantagem desta técnica é permitir visualizar varias sec¢Oes das células (cortes), sem

que seja necessario fragmentar o material celular. E muito aplicada em biologia
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molecular, investigagdio veterinaria, tecnologia alimentar, microbiologia,
citogenética, etc. (Keevil, 2003, Rowland & Nickless, 2000). Esta técnica tem sido
largamente aplicada no estudo de biofilmes vivos pois, devido ao seu caracter nao
evasivo e nao destrutivo, permite a reconstituicao tridimensional da estrutura de
biofilmes microbianos 7z vive, bem como o desenvolvimento detalhado do biofilme,
a partir da captacao de imagens do mesmo local ao longo do tempo (Beer & Kiihl,

2001, Nivens e al., 1995, Packroff ez al., 2002, White ez al., 1999, Xavier ef al., 2003).

FiguraI.8.  Fotografia de microrganismos termofilos, provenientes de uma amostra
retirada do Yellowstone National Park, EUA, obtidas por microscopia confocal de

varrimento laser (http://www.erc.montana.edu).

O outro grande grupo de microscopia é a microscopia electronica, a qual é muito utilizada
para estudar em detalhe a estrutura da célula e de depositos. Divide-se, essencialmente, em

duas categorias:

» Microscopia electronica de transmissdo (TEM): Nesta técnica os electrdes sio
usados em substituicio dos raios de luz e os electromagnetes funcionam como

lentes, sendo todo o sistema operado em vacuo, pois caso contrario os electroes
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seriam absorvidos pelas particulas do ar. Os electroes emitidos atravessam a
amostra, o que implica que esta tenha de ser previamente preparada; para tal a
amostra deve ser seccionada num slide fino e rigido, permitindo, assim, que sejam
observadas estruturas internas da célula, como nucleo e mitocondrias. O poder de
resolucdo é muito mais elevado do que em microscopia Optica, 0 que permite
observar espécies de baixo peso molecular, como proteinas e acidos nucleicos, ou

1997,  Getrhardt er  al, 1981,

bl

bl

mesmo  atomos  (Madigan et 4l

http://www.denniskunkel.com).

Figural.9. FPotografia de bactérias em forma de bacilo, obtidas por microscopia

electronica de transmissao (Nester e al., 1998)

» Microscopia electronica de vatrimento (SEM): Neste caso as amostras tém de
ser cobertas por um filme fino de um metal pesado, normalmente ouro. Em SEM
um electrao ¢ emitido directamente para a amostra e reflectido pela sua superficie,
obtendo-se uma imagem a 3 dimensbes. Os electrdes dispersos pelo metal sio
recolhidos e activam um monitor de visualizacido para produzir a imagem. Embora
a amplificagdo seja muito boa, esta técnica apenas permite a visualizagdo da

superficie do objecto (Madigan ez al, 1997, Gerhardt ef al., 1981).
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Figura I.10. Fotografia de bactérias em forma de bacilo, obtidas por microscopia

electronica de varrimento (Nester ¢7 al., 1998).

Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada neste trabalho como técnica auxiliar da técnica
principal desenvolvida para monitorizar biofilmes (voltametria ciclica), ou seja, este tipo de
microscopia foi utilizado para observar o comportamento do biofilme antes e apds a
aplicagao da técnica de voltametria ciclica. Por esta razio, julga-se conveniente realizar uma

descrigao mais profunda da microscopia de fluorescéncia.

A fluorescéncia ¢ um tipo de luminescéncia em que é emitida luz, num curto intervalo de
tempo, por moléculas que absorveram luz (Taylor ez al, 1989). A fluorescéncia ocorre
quando o electrio excitado regressa a sua Orbita de energia (isto é, a um nivel energético

mais baixo) emitindo um fotdo de luz (Nivens e al, 1995, Angell ez al., 1993).

As amostras (células) sio normalmente tratadas com fluorocromos e irradiadas com raios

ultravioleta, emitidos por uma lampada de arco de mercirio ou de tungsténio. A luz
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emitida passa entdo por um filtro de excitagio que transmite apenas a radiagio de
excitagao, a qual ¢ direccionada para a amostra, que pode estar num nivel inferior
(microscopia de fluorescéncia de luz transmitida) ou superior (microscopia de fluorescéncia
de luz incidente ou epifluorescéncia). A imagem da amostra é obtida pela luz que esta
emite. Salienta-se o facto de que o filtro transmite luz de comprimento de onda largo e
retém a luz de comprimento de onda curto, protegendo, deste modo, os olhos e a pelicula
fotografica. Os fluorocromos sdo substancias muito sensiveis a luz branca, perdendo
rapidamente fluorescéncia; para evitar a deterioracao das amostras, estas devem ser sempre
manuseadas no escuro, mesmo durante a observa¢ao ao microscopio (Gerhardt ez al.,

1981, Prescott ez al., 1999, Singleton & Sainsbury, 2001).

Existem varios tipos de corantes que podem ser usados em microscopia de
epifluorescéncia, tais como CTC (5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride), Acridine

Orange (AO), DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) e LIVE/DEAD (LD), entre outtos.

O CTC ¢é um corante que fluoresce de vermelho quando ¢ reduzido quimica ou
biologicamente. Deste modo, apenas é possivel visualizar células vivas, as quais aparecem
coradas de vermelho (Yu et al., 1994; Maukonen ez al., 2000). Os fluorocromos Acridine
orange (AO) e DAPI identificam bactérias vivas e mortas, mas nao as diferenciam, tendo
como base a cor (no caso de se utilizar Acridine orange as células sao coradas de laranja,
enquanto que com DAPI aparecem verdes), tamanho e forma, o que é importante na
distingdo de bactérias, uma vez que nao existe nenhum fluorocromo especifico para cada

tipo de células bacterianas (Kepner ez al, 1994).
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O LIVE/DEAD BacLight Viability Kit, desenvolvido por Molecular Probes Inc., é
composto por uma mistura de dois fluorocromos que se ligam aos acidos nucleicos das
células: SYTO 9 e propidium iodide (PI). Estes diferem entre si devido as suas
caracteristicas espectrais e a sua capacidade de penetrarem em células viaveis. De facto,
enquanto o SYTO 9 ¢é capaz de corar todas as células (de verde), o propidium iodide
apenas consegue penetrar células cuja membrana esteja danificada (células inviaveis ou
mortas), corando-as de vermelho, ou seja, a utilizagdo deste corante permite distinguir
células viaveis (que aparecem coradas de verde) de células nao viaveis (que fluorescem

vermelho); o fundo normalmente nio ¢é fluorescente, nio interferindo deste modo com a

observacao (Maukonen ef al., 2000; Boulos ¢# al., 1999).

Os fluorocromos BacLight tém varias vantagens relativamente aos outros corantes,
nomeadamente por serem fidedignos, rapidos e simples, permitindo contar células viaveis e
totais num sé passo. As amostras sao faceis de ler, devido ao elevado contraste entre a cor

verde das células viaveis e a vermelha das células mortas (Boulos ez a/., 1999).

I.2.2. Técnicas espectroquimicas

Este tipo de técnica baseia-se no facto de que a matéria é capaz de absorver, dispersar e/ou
emitir luz que incida sobre si. Este tipo de interac¢oes pode fornecer informagdes
qualitativa e quantitativa sobre os sistemas biolégicos. Embora a absor¢do de radiagao de
elevada energia (raios gama, raios X e ultravioleta) possa causar fotodecomposicao de

biomoléculas ou mesmo morte celular, a radiagdo na regiao visivel, infravermelhos ou na
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frequéncia radio tem sido largamente utilizada em espectrometria de absor¢ao para detectar

microrganismos vivos em ambientes aquosos (Nivens ¢ a/., 1995).

» Espectrometria de absor¢do de Infravermelhos (IV): Este método ¢ utilizado
para estudar as interac¢oes que ocorrem entre a radiacido IV e a estado energético
das moléculas. De um modo geral, a radiagao IV ¢é absorvida por uma molécula
quando a energia da radiacdo ¢ igual a que seria necessaria para promover o seu
estado de excitacao vibracional. A quantidade de radiag¢ao absorvida é proporcional
ao nimero de moléculas presentes. O facto da absorcao depender da frequéncia
origina um modelo ou espectro de absorvéncia tnico definido pela estrutura da
molécula, ou seja, o espectro infravermelho de qualquer estrutura, como por
exemplo, de células microbianas, é altamente especifico, funcionando como uma
espécie de impressao digital. Para sistemas complexos, como por exemplo
biofilmes, o espectro é a soma de todas as assinaturas espectrais de cada
biomolécula presente na amostra (Naumann e# a/, 2000, Nivens ez al, 1995). De
facto, a frequéncia de radiacio que ¢é absorvida por uma molécula ¢é
maioritariamente determinada pelos seus grupos de atomos especificos (grupos
funcionais) e ndo tanto pela estrutura final da molécula. A frequéncia individual de
radiacdo que ¢é absorvida por cada grupo de atomos ¢ definida como frequéncia
caracteristica, as quais tém sido compiladas de forma a auxiliar na identificagao das

bandas de absorvéncia de IV (Lin-Vien ¢# al., 1991, Naumann ez al., 1991).

O principio do monitor de infravermelhos esta ilustrado na Figura 1.11. Este
monitor esta projectado para determinar a acumulagao de biofilme numa tubagem,

dentro do qual circula o fluido contaminado por microorganismos. A radiacao
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infravermelha dum emissor passa através de uma parede de vidro transparente,
através do biofilme e da parede de vidro do préprio sensor e é recolhida por este,
que absorve a radia¢ao que nao foi absorvida. Para calibrar o sistema recolhe-se em
primeiro lugar a radiagdo apds passar pelo sistema, com o fluido em circulagio,

antes de se comecar a formar biofilme (Tinham & Bott, 2003).
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Figura I.11. Monitor de infravermelhos: (a) esquema do monitor; (b) Correlagao entre a

espessura do biofilme e o valor da absorvéncia obtido (Tinham & Bott, 2003).

Este monitor consegue operar em continuo, dando informagao sobre a acumulagao

do deposito ao longo do tempo (Nivel 1, segundo Fleming).

A aplicagao da transformada de Fourier a espectroscopia de IV, veio desenvolver
uma outra técnica (espectroscopia de infravermelhos — transformada de Fourier
(FTIR)), uma vez que apresenta varias vantagens relativamente a espectroscopia IV
convencional: aumento da velocidade de analise, melhoramento do sinal quando ha

ruido, frequéncia mais exacta e melhoramento do sinal de saida com a mesma
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resolu¢ao (Beech e al, 1999, Naumann e# al., 2000, Nivens e al., 1995) (Nivel 2,

segundo Fleming).
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Figura I.12. Reflectancia — absorvéncia do espectro FTIR de exopolimeros produzidos

pot Pseundomonas sp. em crescimento continuo (Beech ez a/., 1999).

» Espectroscopia fotoacustica: E também uma técnica que permite detectar em

linha e de forma nao destrutiva a formacao de biofilmes. Tem como principio base

o facto de que a energia da radiacao electromagnética absorvida no interior de uma

amostra pode ser convertida em calor, por processos de relaxamento nao

radiactivos que ocorrem nessa amostra. E entdo originada uma curva de pressao, a

qual depende da expansio térmica do meio, e que pode ser detectada em

microfones ou por transdutores piezoeléctricos (Rosencwaig, 1980, Schmid ez a/,

2003) (Nivel 1, segundo Fleming).
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Figura I1.13. Perfil do sinal fotoactstico (A = 532 nm) de um biofilme que se esti a

desenvolver a superficie do sensor (Schmid ez a/., 2003).

» Espectroscopia de fluorescéncia: Como ji foi referido, quando uma molécula
absorve radiacdo visivel ou ultravioleta, ¢ promovida a transi¢io de um electrao do
estado electrénico mais baixo para o estado electronico excitado. Quando o
electrdo volta ao seu estado inicial é emitido um fotao, provocando fluorescéncia.
Normalmente este fotio tem uma energia inferior (maior comprimento de onda) a
da radiagdo que provocou a excitagdo, uma vez que a molécula perde energia
vibracional no estado excitado. Muitas biomoléculas, tais como triptofano,
fenilalanina, tirosina, pigmentos fotossintéticos, riboflavina, NAD reduzido e
oxidado, etc., emitem uma fluorescéncia capaz de ser detectada. O espectro de
fluorescéncia pode fornecer informagoes quantitativas e qualitativas da estrutura
(Nivens et al., 1995). A fluorescéncia é detectada em aparelhos denominados por
fluorimetros, os quais sao fundamentalmente constituidos por uma fonte de
radiagdo, no qual é possivel seleccionar o comprimento de onda de excitagdo, e um
detector da fluorescéncia emitida pela amostra a analisar (Nivens ef /., 1995) (Nivel

2, segundo Fleming).
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Uma técnica de fluorescéncia também muito utilizada é a sonda de fibra 6ptica. A
fibra 6ptica detecta marcadores bioquimicos que apenas estio presentes em células
vivas. A extremidade deste sensor ¢é introduzido cuidadosamente junto do biofilme
e emite uma luz de excitagao que incide nas células, causando autofluorescéncia das
células. A autofluorescéncia retorna através da mesma fibra optica e é captada por
fotodetectores. Quando existe biofilme a luz emitida ¢ diferente (tem maior
intensidade) daquela que é emitida quando nao ha presenca de células. Por outro
lado, quanto maior for a quantidade de células presentes, maior ¢ a intensidade da
fluorescéncia emitida (MacCraith, 1993, Philip-Chandy ez @/, 2000, Saxena et al.,

2002a, Saxena ¢t al., 2002b) (Nivel 3, segundo Fleming).
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Figura I.14. Intensidade da luz emitida por uma superficie sem biofilme e colonizada

por um biofilme (Saxena ez al., 2002b)

» Bioluminescéncia: A bioluminiscéncia é a luz produzida por certos organismos,
tais como pirilampos e alguns tipos de bactérias, e assim utilizada como uma forma
espectroscopia de emissao de luz. Contudo, ao contrario do que acontece na
fluorescéncia niao necessita de uma fonte de radiacio, uma vez que 7 vivo, as

reac¢des bioquimicas inerentes ao organismo, induzem a excitagao de biomoléculas
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com subsequente emissao de fotdes (Nivens ez al., 1995, Angell ez al. 1994) (Nivel 3,

segundo Fleming).

> Técnica de reflectometria de frequéncia ultra-sénica: F uma técnica
relativamente recente de deteccao de biofilmes, de forma nido destrutiva. Nesta
técnica ¢é utilizado um microscopio acustico para detectar o biofilme. A deteccao do
biofilme ¢ realizada a partir de modifica¢Ges nas caracteristicas acusticas reflectidas.
A medida que o biofilme se forma verifica-se uma variacio do sinal de amplitude da
frequéncia, ou seja, quanto mais velho ¢ o biofilme e consequentemente quanto
maior é a sua espessura, menor ¢ a amplitude do sinal emitido, como mostra o

grafico da Figura 1.15 (Fonseca ez al., 2002).
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Figura I.15. Varia¢ao da amplitude com a frequéncia para cada idade de biofilme, obtida

para um sensor reflectometria de frequéncia ultra-sonica ( Fonseca ez al., 2002).
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I.2.3. Técnicas piezoeléctricas

A aplicagdo de campos eléctricos em alguns materiais (como determinados cristais,
ceramicas, polimeros e plasticos) pode originar realinhamento dos atomos, resultando em
deformagdes — tais como, flexGes, curvas, contracgoes e expansoes. Este fenémeno ¢é
conhecido por efeito piezoeléctrico (Cady, 1964). Um campo eléctrico alternado pode, por
outro lado, causar uma deformacdo de tras para a frente ou movimentos vibracionais no
seio do material, sendo esta a base dos sensores piezoeléctricos (Nivens e# al., 1995) (Nivel

1, segundo Fleming).

A Microbalanga de Cristal de Quartzo (MCQ) é um sensor piezoeléctrico que mede a
varia¢do da frequéncia de ressonancia provocada por alteragdes na massa do material da
superficie de discos de quartzo, resultando num método bastante sensivel (Nivens e 4/,
1995, Rudh ez al, 2002, Hartman e al., 2002). Uma deposi¢ao de massa a superficie do
eléctrodo ird causar uma diminui¢ao da frequéncia de vibragao (Figura 1.16), a qual sera
monitorizada com um contador simples de frequéncia (Marx ez /., 2001, Rudh ez al., 2002,
Hartman ez al.,, 2002). Se o material depositado tiver propriedades acusticas similares as do
quartzo, a alteracao da massa é proporcional a variacao da frequéncia (Hartman e a/., 2002)

(Nivel 1, segundo Fleming).
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Figura I.16. (a) Ilustracdo esquematica do principio de funcionamento do QCM e
variacdo da frequéncia obtida: (b) curva de decaimento quando um corpo de massa rigida
esta aderido e (c) curva de decaimento quando o corpo aderido é de massa viscosa (Rudh ez

al,, 2002).

I.2.4. Técnicas electroquimicas

As técnicas electroquimicas sao uma outra forma nao destrutiva e continua de monitorizar
biofilmes. Nesta técnica estudam-se as variagoes do potencial ao longo do tempo. Podem

dividir-se em trés tipos:

» Eléctrodos de metal de grande area: As variacdes de potencial ocorrem em
eléctrodos de elevada area metalica, tipicamente superior a 1 cm de diametro. O
potencial ¢ medido como uma diferenca de potencial entre o eléctrodo onde ocorre
deposicao de matéria (eléctrodo de trabalho) e um eléctrodo de referéncia. Sio a
quimica interfacial e a quimica do eléctrodo que determinam o potencial do
sistema. A presenca de biofilme é capaz de alterar a quimica interfacial e, deste
modo, alterar o potencial do sistema, cuja magnitude e direc¢ao esta dependente do
tipo de metal, do consércio e tipo de microrganismos e condi¢des ambientais

(temperatura, luz, salinidade, etc.) (Nivens e a/, 1995) (Nivel 1, segundo Fleming).
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» Microeléctrodos de analise selectiva: Os microeléctrodos tém uma dimensio
normalmente inferior a 50 Um e sio utilizados para determinar a actividade
(concentragao) de varias espécies quimicas, a partir de variagdes na intensidade de
corrente ou no potencial dentro do sistema de eléctrodos (Nivens ez a/, 1995). Sao
capazes de detectar oxigénio (Baumgiard & Lubbers, 1983, Revsbech, 1989), pH
(Revesbech & Jorgensen, 1986, vanHoudt ez a/, 1992), nitratos (de Beer & Sweerts,
1989), glucose (Cronenberg ez al., 1991), etc. A utilizagao deste tipo de eléctrodos
em sistemas em linha tem sido muito util para a compreensio de muitos processos
fisiolégicos que ocorrem no interior dos biofilmes (Nivens ez al, 1995) (Nivel 2,

segundo Fleming).

» Biogeorge: O Biogeorge'™ é um sistema electroquimico de monitorizacio da
actividade do biofilme, o qual tem sido desenvolvido para monitorizacdes em linha
(Garrett & Licina, 1995, Licina e# al., 1993). O sensor consiste numa série de discos
metalicos onde estio inseridos dois eléctrodos nominalmente idénticos e
electricamente isolados. Um dos eléctrodos ¢ polarizado relativamente ao outro por
um curto periodo de tempo, normalmente um hora por dia. A aplicagao deste
potencial de polarizagdo causa uma corrente que circula entre os eléctrodos.
Quando um biofilme se acumula nos sensores, origina uma via mais condutora para
a corrente aplicada, aumentando significativamente o fluxo de corrente em relacao
ao valor de base (Bruijs ¢z a/, 2001, http://geothermal.id.doe.gov) (Nivel 1,

segundo Fleming).
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™

Figura I.17. Esquema de um monitor de Biogeorge ™ (http://geothermal.id.doe.gov).

1.2.5. Técnica de eléctrodos vibrantes de varrimento

Existem pequenos microeléctrodos de platina que sao utilizados para varrer a superficie
metalica de cupdes, onde cresceu biofilme, de forma a determinar o campo de potencial.
Nesta técnica, ¢ inserido um eléctrodo vibrante de platina 100 Wm acima da superficie dos
cupdes, criando um sinal de potencial alternado, o qual pode ser filtrado e transformado
em ruido. Obtém-se entdo um mapa que mostra as regioes anoddicas e catddicas, estando as

regioes anddicas relacionadas com corrosiao (Angell ef al., 1994, Nivens ef al., 1995) .
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I.3. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica foi a técnica electroquimica seleccionada para desenvolver um
monitor no decurso deste trabalho. Devido a complexidade desta area, torna-se, assim,

fundamental fazer uma pequena introdugao ao que ¢ a electroquimica.

I.3.1. Conceitos fundamentais em electroquimica

A electroquimica consiste em utilizar a electricidade para promover alteracbes quimicas
e/ou em utilizar reac¢oes quimicas para produzir electricidade, sendo, em qualquer dos
casos, o reagente principal o electrdo. As reac¢des electroquimicas ocorrem em dispositivos
denominados células electroquimicas. Estas podem dividir-se em células galvanicas ou

electroliticas (Atkins & Beran, 1992, Brady, 1990, Chang, 1991).

Nas células galvanicas ocorrem reacgdes quimicas espontaneas, que sao aproveitadas para
produzir corrente eléctrica. O seu nome deriva de Luigi Galvani, fisiologista italiano que
estudou a electricidade a partir da observagao da reac¢do dos musculos de sapo quando
lhes era aplicada corrente. Uma célula galvanica é constituida por dois eléctrodos
(condutores metalicos que estabelecem o contacto eléctrico com o conteido da célula) e
por um electrélito (meio condutor idnico). Nestas células, a oxidagdo ocorre num
eléctrodo (anodo), para o qual as espécies que sao oxidadas libertam electroes. A redugao
ocorre no outro eléctrodo (catodo), o qual liberta electroes que sio captados pelas espécies

reduzidas (Atkins & Beran, 1992, Brady, 1990, Chang, 1991).
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Nestas células é muito importante considerar o potencial, que representa a capacidade que
a reac¢ao tem de atrair ou repulsar os electroes através do circuito. Por esse motivo, este
potencial é muitas vezes denominado por forga electromotriz. O potencial padrio de
reducdo refere-se ao potencial quando todas as espécies se encontram nos seus estados
padrio, geralmente 1 atm para gases e 1 mol L' para ides. Por outro lado, o potencial
padrio de reducdao de um eléctrodo é o potencial padrio relativamente ao eléctrodo de
hidrogénio. Isto permite determinar em que sentido uma reacgao é espontanea; assim,
quando o potencial padrio de redu¢io ¢ negativo significa que, nas condi¢oes padrao, essa
espécie tem tendéncia a reduzir os ides de hidrogénio a hidrogénio gasoso. Por exemplo,

no caso do zinco, cujo potencial padriao de redugao ¢ —0.76 V, a reac¢ao espontanea é:

Zn (s) + 2H" (aq) = Zn’" (aq) + H, (9)

Por outro lado, um potencial padrao de redu¢io positivo indica que o hidrogénio tende a
reduzir os ides dessa espécie. No caso do cobre, cujo potencial padrio de redugao é +0.34

V, a reacc¢do espontanea ocorre no sentido:

Cu’’ (aq) + H, (g) = Cu (5) + 2H" (aq)

As reacgbes redox que ndo ocorrem espontaneamente podem ser promovidas
electroquimicamente. Uma reac¢do que ocorra no sentido nio-espontineo através da
passagem de uma corrente eléctrica designa-se por electrélise. Estas reac¢des ocorrem no
interior de células electroliticas, nas quais a corrente eléctrica ¢ proveniente de uma fonte
externa, de forma a conduzir a reac¢ao no sentido nao espontaneo. Estas células diferem

das células galvanicas, principalmente no facto dos dois eléctrodos compartilharem o
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mesmo compartimento e das concentragdes e pressoes das espécies se afastarem bastante

dos valores padrao (Atkins & Beran, 1992, Brady, 1990, Chang, 1991).

Para promover a electrdlise ¢ necessario que a fonte de corrente externa produza um
potencial superior aquele que a reacgao inversa (reacgao espontanea) produz. Por exemplo,
no caso da agua o potencial para a reaccdo espontanea ¢ —1.23 V. Para que a reacgao

inversa ocotra:

2H,0 () = 2H, (g) + O, (g)

¢ necessario aplicar uma corrente no minimo de 1.23 V. Deve, contudo, ser aplicado um
potencial adicional, cujo valor depende do eléctrodo utilizado. Este potencial denomina-se
por sobretensio. No caso dos eléctrodos de platina o valor de sobretensao para a produgao
de agua a partir de hidrogénio e oxigénio ¢é cerca de 0.6 V, ou seja ¢ necessario cerca de 1.8
V (0.6 + 1.23 V) para se dar a electrélise da agua. Quando existe mais do que uma espécie
redutivel/oxidavel em solucdo, aquela que tem maior potencial de reducio/oxidacio é a
que é preferencialmente reduzida/oxidada (Atkins & Beran, 1992, Brady, 1990, Chang,

1991).

Industrialmente, a electrdlise pode ser utilizada para produzir aluminio e magnésio, extrair
metais dos seus sais, preparar cloro, fluorina e hidréxido de sédio, na purificagao de cobre

e em processos de cromagem (Atkins & Beran, 1992, Brady, 1990, Chang, 1991).
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I.3.2. Cinética das reacgdes de eléctrodo

¢ Natureza das reacgdes de eléctrodo

A reaccao de eléctrodo ¢ um processo quimico heterogéneo que envolve a transferéncia de
electrbes de ou para uma superficie, a qual pode ser um metal ou um semicondutor. Esta
reac¢ao pode ser um processo anddico onde as espécies sao oxidadas pela perda de

electrdes do eléctrodo. Por exemplo,

2H,0 —4e — O, + 4H"

No caso de reacgOes catddicas as espécies sao reduzidas pelo ganho de electrdes no

eléctrodo

2H,0 + 2¢ — H, + 20H

Por convengao a intensidade de corrente é positiva nos processos anddicos e negativa nos
catédicos, como ¢ possivel ver na Figura 1.18. Salienta-se ainda o facto de que quando
ocorre uma reaccao anddica no eléctrodo de trabalho ocorre a reaccao catédica no

secundario e vice-versa (Greef ¢f al., 1993, Stewart al., 1999, Skoog & Leary, 1992).
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Figura I.18. Voltamograma ciclico obtido para uma solu¢ao 6.0 mM K Fe(CN), e 1.0 M
KNO,; (Skoog & Leary, 1992).

Tal como foi referido anteriormente, os eléctrodos encontram-se ligados a um circuito
externo que permite o controlo dos eléctrodos, isto ¢, a extensao e o sentido em que uma
reacgao de eléctrodo ocorre. De facto, para que ocorra uma redugdo o potencial tem de ser
suficientemente negativo, de forma a assegurar que os electrdes a transferir tenham a
energia minima para que a transferéncia ocorra. Por outro lado, se é pretendida a
ocorréncia de uma oxidagdo, ¢ necessario a aplicagio de um potencial (em volts)
suficientemente positivo, de forma a que o nivel desocupado no eléctrodo tenha uma

energia maxima e, deste modo, possa receber os electrdes das espécies em solucao (Brett &

Brett, 1993).

A equagdo geral de transferéncia de electrdes numa reducdo pode ser representada da

seguinte forma:

O +ne-<—R
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onde O ¢ a espécie oxidada e R a espécie reduzida. No caso de uma oxidagio, entao a

equagdo toma a seguinte forma:

R & O + ne-

No entanto, as reacgoes de eléctrodo nio podem ser consideradas de uma forma tio

simplista, devendo ter-se em considera¢ao outros factores, tais como o facto de o reagente

poder ser inorganico, organico ou biorganico, poder ser solido (incluindo o préprio

eléctrodo), gasoso ou a existéncia de espécies dissolvidas, entre outros factores. Deste

modo, as reac¢Oes de eléctrodo ocorrem em varios passos fundamentais, tais como

transferéncia de electrdes e transporte de massa. Por exemplo, a equagdo de redugao pode

ocotrer em trés passos (Greef ez al., 1993, http:/ /www.bath.ac.uk, Pletcher, 1991):

O transferéncia de massa N O )
bulk eléctrodo
transferéncia de electrées R
eléctrodo 4 eléctrodo
transferéncia de massa R
eléctrodo 7 ¥ bulk

Os passos fundamentais que também podem ocorrer incluem:

Reacgdes quimicas: A transferéncia de electrdes pode originar um composto instavel no

meio electrolitico, o qual, por essa razao, dara origem ao produto final, mais estavel.

Adsorgao: As reacgdes ocorrem na superficie do eléctrodo e como tal é necessario que

reagentes, intermediarios e produtos adsorvam a superficie do eléctrodo, para que a reacgao

de oxidacao ou reducdo ocorra.
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Formagao de fase: Por vezes as reacgoes que ocorrem nos eléctrodos sao acompanhadas
pela mudanca de fase dos produtos, como por exemplo formac¢ao de bolhas de gas (Greef

¢t al., 1993, Pletcher, 1991).

+ Transferéncia de electrdes

Para que uma reacgao de eléctrodo ocorra é fundamental que seja aplicado ao eléctrodo um

potencial (Volt). De facto, se considerarmos as unidades que estao na base do volt

1
Volt = Joule

Coulomb

Verifica-se que 1 volt ¢ a energia (em Joule) necessaria para mover carga (em Coulomb).
Isto significa que uma vez que as cargas possuem energia, entao a aplicagio de uma
potencial pode alterar a energia dos electrdes que estdo inseridos num eléctrodo de metal
ou semicondutor, originando a que esse eléctrodo ceda ou receba electroes (Greef ef al.,

1993, http:/ /www.bath.ac.uk,).

Quando as reaccoes de eléctrodo atingem o equilibrio ndo ha variagdo na concentragao das
espécies oxidadas e reduzidas. Este equilibrio é normalmente detectado a partir do valor do
potencial do eléctrodo de trabalho, o qual passa a ser constante. Para a reaccio de

eléctrodo geral:

pP +qQ + ne- & xX +yY

o valor do potencial no equilibrio (E.) pode ser calculado a partir da equagao de Nerst:
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2.3RT
E.= ES + log " .

nF a

em que E°, ¢ o potencial padrio de redugio (potencial de equilibrio em que todos os
reagentes e produtos estao nos seus estados padrao), R é a constante dos gases ideais, T a
temperatura, F a constante de Faraday e a concentragao das varias espécies (Greef ez al.,

1993).

% Transporte de massa

Tal como foi visto anteriormente, uma reac¢ao electroquimica tipica envolve a
transferéncia de carga entre o eléctrodo e as espécies em solugao, a qual se realiza em varios

passos, como esta esquematizado na Figura 1.19.

bulk
Reagents (O) Produto (R)

transpotte

2+ e —F
| eléctrodo |

Figura I.19. Esquema do transporte dos reagentes e produtos do seio da solugdo para a

superficie do eléctrodo e deste para a solugao, respectivamente (http://www.bath.ac.uk).

De uma forma geral, nos sistemas electroquimicos é necessario considerar trés modelos de

transporte de massa: difusdo, convecg¢ao e migragao.
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A difusdo é o movimento de espécies a favor do gradiente de concentragao, isto é, de
meios mais concentrados para meios mais diluidos. Deste modo, as espécies que se
formam vao sendo removidas da superficie do eléctrodo (onde estio mais concentradas) e
as espécies que se gastam vao sendo transportadas para a mesma supetficie (onde estio em
menor concentragao do que no seio da solucdo electrolitica). A difusdo é o processo de
transferéncia de massa mais significativo na maioria das reac¢oes de electrolise (Greef e al.,

1993, http:/ /www.bath.ac.uk, Pletcher, 1991).

A migragdo é o movimento de espécies carregadas a favor de um gradiente de potencial
(campo eléctrico), sendo este o mecanismo através do qual as cargas passam através do
electrélito. E a forma de transferéncia de massa que estd directamente dependente da
aplicacao de potencial aos eléctrodos, onde € criada uma interface carregada nos eléctrodos.
Nesta interface qualquer espécie carregada ¢ atraida ou repelida pelas forgas electrostaticas.
E deste modo, necessario haver um equilibrio entre a corrente de electrdes que passa no
circuito externo e os ides que passam na solugdo entre os eléctrodos (os catides para o
catodo e os anides para o anodo) (Greef es al, 1993, http://www.bath.ac.uk, Pletcher,

1991).

Finalmente, a convecgdo ¢ o movimento das espécies devido a for¢as mecanicas. Pode ser
devida a vibragoes, agitacio ou borbulhamento de gas. Contudo, é uma situagao

dificilmente  reprodutivel e, consequentemente, as experiéncias devem = ser

b
preferencialmente realizadas sem que haja convecgao, de forma a que sejam efectuadas

sempre nas mesmas condi¢oes de operacao (Greef ¢ al, 1993, http://www.bath.ac.uk,

Pletcher, 1991).
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As concentragoes das espécies oxidadas e reduzidas, sio diferentes na superficie do
eléctrodo e no seio da solugiao electrolitica. Existe uma zona perto da superficie do
eléctrodo (denominada camada limite), a qual vai aumentando com o tempo até encontrar
um estado estacionario, que demora cerca de 10 segundos a ser alcangado. Isto significa
que até se atingir este estado estacionario a variagao das concentragdes perto da superficie
do eléctrodo ¢é resultado de difusdao, enquanto que depois deste estado ser atingido as

concentragoes passam a ser controladas por convecgao (se existir) (Greef et al, 1993).

O tipo de transferéncia que ocorre nas experiéncias electroquimicas é determinante da
reversibilidade das reac¢oes. De facto, se uma reacciao ¢ controlada pelo transporte de
massa, a reacgao ¢ reversivel, pois o transporte das espécies para a superficie do eléctrodo é
lenta comparada com o transporte electrénico. Pelo contrario, se a reac¢ao é controlada
pela transferéncia de electroes, entao ocorre uma reacgao irreversivel, a qual nao pode ser
aplicada a lei de Nerst. Todavia, uma reac¢do pode ser inicialmente controlada pela
transferéncia de electroes e posteriormente pela transferéncia de massa (Greef ef al., 1993;

Pletcher, 1991).

% Aplicabilidade dos eléctrodos

Os eléctrodos sio cada vez mais utilizados em investigagao 7 vivo e in vitro. Nos ultimos
anos a sua aplicacao na biologia e medicina tem alcangado grande destaque, nomeadamente
no que diz respeito a eléctrodos selectivos de ides (Schlue ef al, 1997, Giinzel & Schlue,

1997, Lewandowski e# al., 1993, Scheller ¢z al., 1997, Holthoff & Witte, 1997), na deteccao

de capacidade antioxidante e de compostos de baixo peso molecular em plasma ou soro de
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doentes renais, permitindo avaliar a eficacia da hemodialise (Psotova ef al, 2001), na
imobilizac¢ao de sondas de DNA ou enzimas em eléctrodos, para identificagao de bactérias
e processos bacterianos (Cordes & Rechnitz, 1999, Poitry ez al., 1997), no desenvolvimento
de sondas que permitam detectar compostos e medir o pH no interior de biofilmes (de
Beer ¢t al., 1997, Horn, 1994, Ruan ¢# al., 2002; VanHoudt ¢ al., 1992, Xu ¢t al., 1998 ) e na
detec¢do de crescimento de células em suspensio (Subrahmanyam e al, 2001a,

Subrahmanyam ez a/, 2001b).

1.3.3. Tipos de voltametria

Define-se voltametria como sendo uma técnica electroquimica, cuja informagao sobre a
solugiao a analisar é obtida a partir da varia¢ao da intensidade de corrente, em fungao do
potencial aplicado, que em determinadas condi¢es promove a polarizagao do eléctrodo de
trabalho, isto ¢, é aplicado um potencial ou série de potenciais, monitorizando-se em
seguida a intensidade de corrente correspondente (http://www.bath.ac.uk, Skoog & Leary,

1992, Pletcher, 1991).

A voltametria ¢ amplamente usada em quimica inorganica, fisica e biolégica com objectivos
nao analiticos, incluindo estudos fundamentais dos processos de oxidagdao e redugao em
varios meios, processos de adsor¢io em superficies e mecanismos de transferéncia de

electroes em superficies de eléctrodos modificados quimicamente (Skoog & Leary, 1992).

Em voltametria, aplica-se uma variacio de potencial ao eléctrodo ou microeléctrodo. A
perturbacdo origina uma resposta caracteristica na forma de intensidade de corrente, na

qual o método ¢é baseado. De facto, o perfil do potencial aplicado define as quatro formas

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 41



Monitorizagdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Introdugio

de voltametria mais comuns, como pode ser visto na Figura 1.20. De uma forma sucinta
tem-se: o varrimento linear, que origina a voltametria hidrodinamica e a polarografia.
Neste caso o potencial aplicado na célula aumenta em fungio do tempo, comecando num
potencial inicial e terminando num potencial final, como pode ser observado na Figura 1.20
(a) (Skoog & Leary, 1992, http://www.bath.ac.uk, http://www-biol.paisley.ac.uk). A
perturba¢ao em impulso pode ser um impulso diferencial ou uma onda quadrada, como
se pode verificar na Figura 1.20. (b) e (c). No primeiro caso temos a polarografia de
impulso diferencial e no segundo a voltametria de onda quadrada. Em ambos os casos a
intensidade de corrente é avaliada em diversos tempos durante o curso de vida desses
impulsos (Skoog & Leary, 1992). Finalmente, a voltametria ciclica fundamenta-se por uma
variacio do potencial de forma triangular, representada na Figura 1.20 (d), e pode ser
considerada como uma extensio da voltametria de varrimento linear. Neste caso o
potencial ¢ varrido entre dois valores, aumentando, primeiro, linearmente até um valor
maximo e, posteriormente, decrescendo linearmente, com o mesmo declive, até ao valor

original (http://www.bath.ac.uk, Fisher, 1996, Skoog & Leary, 1992, Pletcher, 1991).

tempo

TRINPO =l tempo ——tp-
(eMpPO  smaipe

(2) (b) © C)

Figura I.20. Variagao do potencial ao longo do tempo em voltametria: a) varrimento
linear; b) impulso diferencial; ¢) onda quadrada e d) forma triangular (Skoog & Leary,
1992).
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I.3.4. Variaveis mais importantes em voltametria ciclica

Tal como foi referido anteriormente em voltametria ciclica o potencial varia linearmente
em funcao do tempo, tendo a perturbagao a forma triangular (Figura 1.21). De uma forma
geral, o potencial ¢ varrido entre os limites de potencial, entre os quais ocorrem as reacgoes
de eléctrodo antes de se inverter o sentido do varrimento, de forma a que o produto
resultante da transferéncia de electrOes seja estavel ou entdo de forma a que os
intermediarios da reac¢do ou o produto final sejam electroactivos. Para tal é possivel
controlar os limites de potencial (E,, E, e E;), a direc¢do inicial do varrimento (pode ser
varrimento directo ou inverso) e a velocidade de varrimento (), como se pode observar na
Figura 1.21 (Pletcher, 1991). A grande vantagem desta técnica é a de permitir que os
produtos resultantes da transferéncia de electrdes ocorrida no varrimento anterior voltem

a0 seu estado primitivo (reagentes) no vatrimento seguinte (http://www-biol.paisley.ac.uk,

Pletcher, 1991).

slope, o

Figura I.21. Perturbacdo de forma triangular, usado em voltametria ciclica (Pletcher,

1991).

Dos trés limites de potencial acima referidos, dois definem as reac¢des que podem ocorrer

no eléctrodo. Normalmente as experiéncias sao iniciadas num potencial em que nao haja
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reacgoes de eléctrodo (Intensidade de corrente = 0) e varridas no sentido positivo para
estudar oxidagdes ou no negativo para estudar redugoes. A velocidade de varrimento esta
relacionada com a escala de tempo em que a reac¢do quimica em estudo ocorre (Evans ef
al., 1983; Pletcher, 1991). Quando a velocidade de varrimento ¢ muito baixa as espécies
reduzidas e oxidadas difundem-se para o seio da solucdo e consequentemente nao podem

ser novamente oxidadas e reduzidas, respectivamente, no varrimento inverso (Greef ez al.,

1993).

Nas experiéncias de voltametria ciclica também ¢é muito importante a considera¢gio do
numero de varrimentos. O resultado obtido quando se para um varrimento num potencial
seleccionado durante um certo periodo de tempo e depois se recomega o varrimento ¢é
diferente daquele que é obtido com uma série de varrimentos ininterruptos. Do mesmo
modo, o primeiro varrimento ¢é diferente do iésimo. Apenas o primeiro pode ser utilizado
no calculo dos parametros cinéticos, ja que apenas ¢ possivel definir as condi¢oes iniciais
para o primeiro varrimento. Por outro lado o iésimo varrimento é caracterizado por
apresentar picos normalmente maiores, devidos a acumulaciao de produtos dentro da zona
de reaccao (Greef ez al, 1993, Pletcher, 1991). Podem ainda ser alteradas outros parametros

de reacgio, tais como reagentes, pH, temperatura, etc. (Pletcher, 1991).

1.3.5. Parametros experimentais

#* Os eléctrodos

Em voltametria ciclica é necessario a utilizagdo simultanea de trés tipos de eléctrodos:

referéncia (ER), secundario (ES) e trabalho (ET).
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Os eléctrodos de referéncia tém um potencial fixo e servem como referéncia da variagio
do potencial de outros eléctrodos, sendo o valor apresentado como uma diferenca de
potencial (Greef ez al., 1993; Brett & Brett, 1993; Lohrengel, 1997). Este eléctrodo deve ter
um valor de potencial extremamente estavel com o tempo, temperatura e a pequenas
alteragoes do sistema. Os ER podem dividir-se em dois grupos: potencial fixo (como ¢é o
caso do eléctrodo de hidrogénio, eléctrodo de calomelanos e o eléctrodo Ag/AgCl) e
indicadores (como eléctrodo de vidro, eléctrodo de metal/ides metalicos, eléctrodo de ides

selectivos) (Greef et al, 1993; Brett & Brett, 1993).

O eléctrodo de hidrogénio é o ER mais importante, por ser muito reprodutivel (eléctrodos
de hidrogénio diferentes tém diferencas de potencial inferiores a 10 WV) e sdao os utilizados

para definir a escala de potenciais dos eléctrodos padrao (Brett & Brett, 1993).

O eléctrodo secundario (ou auxiliar) tem como fun¢iao passar a corrente para o eléctrodo
de trabalho sem influenciar a resposta da célula (Greef e al, 1993; Brett & Brett, 1993;
Lohrengel, 1997). Inicialmente esta fun¢do estava atribuida ao ER, no entanto em certas
situagOes originava problemas de variagio do seu potencial e, por isso, foi criado um
sistema de trés eléctrodos, em que o ET passa a corrente para o ES (com area maior) e o
ER serve exclusivamente como potencial de referéncia. O ES pode ser um fio de platina

enrolado em espiral, ou uma folha ou rede de platina (Brett & Brett, 1993).

E no eléctrodo de trabalho que ocorrem a reac¢des que se pretendem estudar (Skoog &
Leary, 1992). Estes eléctrodos podem ter a forma de pequenas esferas, pequenos discos ou

a forma de um fio curto, ou também podem ser um simples cristal de um semicondutor ou
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metal, uma pelicula fina evaporada ou discos e pellets de p6 prensado. Contudo, os
eléctrodos mais comuns sio feitos de material solido, inerte, nomeadamente de metais
nobres (tal como platina, ouro, rédio, paladio, entre outros, pois tém uma elevada

resisténcia a corrosao) ou carbono vitreo (Greef ez al., 1993; Woods, 1976).

Os eléctrodos de trabalho devem receber um tratamento especial de modo a serem obtidos
resultados consistentes, ou seja, devem apresentar uma superficie de morfologia e estado de
oxidagao reprodutiveis e livres de impurezas. Para tal os eléctrodos devem ser polidos

numa camurc¢a impregnada com particulas de alumina de tamanho inferior a 1 Um e

posteriormente com alumina de diametro inferior a 0.05 um. Finalmente o eléctrodo deve
ser colocado num banho de ultra-sons para remover particulas abrasivas que possam ter

ficado a sua superficie, e que poderiam afectar a cinética da reaccao (Greef ¢f al, 1993; Brett

&Brett, 1993).

% Células electroquimicas

As células electroquimicas sio normalmente construidas de vidro, mas, ocasionalmente,
podem ser de quartzo. No entanto, para trabalhos efectuados em meios corrosivos e em
electrélitos com sais dissolvidos, as células podem ser construidas numa gama variada de
polimeros. Na Figura 1.22 esta representado o esquema de uma célula electroquimica

(Greef et al., 1993, Brett & Brett, 1993)
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Figura I.22. Esquema de uma célula electroquimica e compartimentos onde sao

inseridos os eléctrodos (Greef ef al,, 1993).

Para que a resisténcia entre os eléctrodos de trabalho e de referéncia seja minima e deste
modo o potencial seja controlado com precisao, a distancia entre estes dois eléctrodos deve
ser a minima possivel. A proximidade dos dois eléctrodos nem sempre ¢é possivel e, nestes
casos, ¢ utilizado o capilar de Luggin (Figura 1.22), o qual consiste num tubo de vidro
com uma ponta alongada. No seu interior é inserido o ER e a ponta conflui para o ET,

podendo ser facilmente ajustado (Greef e al., 1993; Brett &Brett, 1993; Heinze, 1984).

% Solugio electrolitica

A solugio electrolitica é o meio que esta no interior da célula electroquimica entre os
eléctrodos. Consiste num solvente com uma elevada concentracao de sais ionizados e
espécies electroactivas. Pode também conter outros materiais como agentes complexantes,

tampoes, etc.
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Esta solu¢ao tem essencialmente trés funcdes:

¢ Aumentar a conductividade da solucio e assim diminuir a resisténcia entre os

eléctrodos de trabalho e secundario;

® Minimizar a variagao do potencial, suprimindo o efeito da dupla camada eléctrica

na cinética da reaccio;

¢ Eliminar a migra¢ilo como modo de transferéncia de massa das espécies

electroactivas.

Salienta-se ainda o facto das reaccbes de eléctrodo serem extremamente sensiveis a
presenca de impurezas, pelo que se deve ter o maximo de cuidado na preparacio das

solucoes electroliticas (Greef ef al., 1993; http:/ /www.bath.ac.uk; Evans ez al., 1983).

I.3.6. Dupla camada eléctrica

Ja foi anteriormente referida a existéncia de uma interface entre a solugao electrolitica e o
eléctrodo. Esta interface “rasga” a solucao electrolitica, ja que as interac¢Oes que ocorrem
entre o solido e o electrdlito sao consideravelmente diferentes das interac¢des que ocorrem
em solucido. Nos eléctrodos que sio controlados por potenciostatos existe uma influéncia
adicional nas cargas que estio no eléctrodo. Estes diferentes factores resultam em
interaccdes fortes que se estabelecem entre os iGes e as moléculas da solugao e a superficie
do eléctrodo, originando uma regido denominada “dupla camada eléctrica” (Greef ¢f al,

1993; http:/ /www.bath.ac.uk).
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Existem varios modelos que descrevem a dupla camada eléctrica, os quais vao ser descritos

sucintamente de seguida:

O modelo mais simples pertence a Helmholtz, e defende a ideia de que o excesso de carga
do metal deve ser neutralizada por uma monocamada de ides de carga oposta (Figura 1.23
(a)). Este modelo foi mais tarde desenvolvido por Gouy e Chapman que verificaram que as
cargas sdo livres para se moverem na solugdo electrolitica, as quais estdo sujeitas a
movimentos térmicos. Estes autores permaneceram com a teoria electrostitica para
descrever as interac¢oes ionicas dos metais, mas introduziram a nogao de que os ides se
moviam (Figura 1.23 (b)). Isto resultou numa teoria em que a camada eléctrica era
constituida por cargas difusas, em que a concentragao de ides era superior perto da
superficie do eléctrodo e diminufa a medida que se afastava para o seio da solugdo. A falha
desta teoria estava no facto de se negligenciar o tamanho finito dos ides. Foi Sten que
postulou nao ser possivel as cargas aproximarem-se do eléctrodo, cobrindo-o totalmente,
exactamente devido ao seu tamanho (Figura 123 (c)) (Greef e al, 1993;

http://www.bath.ac.uk).

@) (b) ©

Figura I.23. Modelo esquematico da distribui¢do de a) ides; b) potencial e ¢) de carga na

direc¢ao perpendicular do plano do eléctrodo, descrito por 1) Helmholtz; 2) Gouy e
Chapman e c¢) Gouy, Chapman e Sten. Os circulos representam os ides; ---- representam o

¢ o limite interface-solucao (Greef e al., 1993).

plano interior de Helmholtz;
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1.3.7. Reacgbes reversiveis e irreversiveis

A equagdo seguinte representa uma reac¢ao geral de transferéncia de um tnico electrao

O+e R

em que k., e k, representam a constante de velocidade da transferéncia electréonica de
reducdo e oxidagao, respectivamente. Estes dois parametros definem o tipo de reac¢ao que
esta a decorrer no eléctrodo. Se k., e k. sdo elevados a reaccao diz-se reversivel, ja que a
energia de activagdo ¢é baixa ou nula para ambos os sentidos, manifestando-se num
equilibrio no sistema redox. Supondo que apenas O esta presente, no inicio da voltametria
ciclica comega por ocorrer a redugao desta espécie. Quando o varrimento ¢é invertido, entao
a espécie R presente a superficie do eléctrodo vai ser oxidada — a reacgdao ocorre em ambos
os sentidos descritos. Isto significa que uma ligeira alteracio no potencial aplicado leva a
grandes mudancgas na intensidade de corrente medida. Inversamente, quando ¢ necessario
uma grande alteragao no valor do potencial para se verificar alteragbes nos valores da
intensidade de corrente, entdo a barreira de energia de activagao ¢ muito elevada e as taxas
de oxidacdo e reducdo sio baixas. Isto significa que as reacg¢des sao lentas, ocorrendo
adsorcao dos produtos e reagentes, ndo permitindo que ocorra a segunda etapa da reacgdo
(reaccdo inversa). Hstas reac¢Oes chamam-se por isso irreversiveis. Existe ainda uma
reaccao de comportamento intermédio, a qual se denomina por quasi-reversivel
(http:/ /www.bath.ac.uk, http://www-biol.paisley.ac.uk, Greef ez al, 1993; Brett & Brett,
1993, Heinze, 1984, Pletcher, 1991). Na Figura 1.24 pode observar-se o exemplo de uma

reaccdo reversivel e de uma reaccio irreversivel.
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Figura I.24. Exemplo de uma reaccao reversivel e de uma irreversivel (Brett & Brett,

1993).

I.3.8. Adsorgdo do hidrogénio e oxigénio

Os voltamogramas obtidos quando se aplica voltametria ciclica sio sempre idénticos para
as mesmas condig¢oes (velocidade de varrimento, limites de potencial aplicado, electroélito,
eléctrodos construidos com o mesmo material), representando uma espécie de “impressao
digital” do eléctrodo. Na Figura 1.25 estio representados alguns voltamogramas de metais
nobres obtidos em 4cido sulfirico de concentragio 1 mol dm”. Como o potencial varia de
uma regiao onde nao ha adsor¢do até uma regido onde ocorre a adsor¢do, entio pode
dizer-se que a corrente flui devido ao processo de transferéncia de carga envolvido, isto é,

devido a adsor¢ao do hidrogénio segundo a reacgao da direita para a esquerda
H, 5 2H,,, S 2H (aq) + 2¢

O registo da corrente nestes voltamogramas ¢ causado pelo rompimento das moléculas de
agua, formando-se hidrogénio ou oxigénio na superficie do eléctrodo (Woods, 1976). Na
realidade estes eléctrodos funcionam como anodo e catodo consoante a intensidade de

corrente ¢ positiva ou negativa, como se pode observar na Figura 1.18. Na Figura 1.25.
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Estao representados os picos inerentes as cargas Q" e Q", as quais estao associadas com a
adsorcao e dessor¢ao do hidrogénio, e as cargas Q. e Q" associadas com a adsor¢io e

dessor¢ao do oxigénio (Woods, 1970).
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Figura I.25. Voltamogramas ciclicos em H,SO, 1 M a 25 °C; velocidade de varrimento

40 mV s™', num eléctrodo de trabalho de (a) platina; (b) ouro e (c) rédio (Woods, 1976).

1.3.9. Problemas mais comuns

Os problemas mais comuns que podem afectar os resultados em voltametria ciclica

dividem-se, principalmente, em duas categorias:

Ruido: de forma a minimizar os problemas associados ao ruido todas as ligagoes da célula
e do potenciostato devem ser o mais curtas possivel, a resisténcia do eléctrodo de
referéncia e do capilar de Luggin deve ser baixa e, em ultimo caso, deve colocar-se a célula

dentro de uma gaiola de Faraday (caixa de material paramagnético) (Greef ez al, 1993).

Nio se observa resposta ou a resposta observada ¢é incorrecta: deve proceder-se a

testes com a célula de simulagao, devem testar-se os crocodilos de ligagdo aos eléctrodos
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(sofrem facilmente corrosio o que aumenta a resisténcia), as ligacdes do eléctrodo
(nomeadamente a ligagdo do fio de cobre ao de platina, por exemplo, que partem
facilmente), o eléctrodo de referéncia (pode ocorrer bloqueamento deste) e o capilar de

Luggin (pode ter bolhas de ar ou estar tapado) (Greef ez al., 1993)

1.3.10. Aplicagdes da voltametria ciclica

Tal como ja foi referido, a passagem de corrente eléctrica através do eléctrodo de trabalho é
detectada num potenciostato, o qual detecta como resposta uma intensidade de corrente
eléctrica. Os graficos obtidos denominam-se por voltamogramas ciclicos, os quais sio
caracterfsticos de um determinado eléctrodo em certas condicbes. A forma destes
voltamogramas pode ser usada para detectar varia¢cOes nas caracteristicas da superficie dos
eléctrodos durante o processo de activagao (Heinze, 1984; Woods, 1996). De facto, a
voltametria ciclica ¢ uma técnica muito popular, nomeadamente no que diz respeito a
estudos iniciais de novos sistemas, como determinacdao de parametros cinéticos, devido a
rapidez e facilidade do tratamento de dados (sem ser necessario recorrer a calculos muito
complexos) obtidos a partir desta técnica (Evans ef al, 1983; Greef et al, 1993;
http:/ /www-biol.paisley.ac.uk; Pletcher, 1991). Pode ainda ser utilizada para detectar
reac¢des quimicas que precedem as reacgoes electroquimicas ou determinar o potencial

redox (http://www-biol.paisley.ac.uk).

A voltametria ciclica tem sido amplamente utilizada no estudo de varios tipos de processos
interfaciais que dependem do potencial, dos quais se destacam processos de adsorcao,
fenémenos de electrocristalizagio e reac¢oes de transferéncia de carga em eléctrodos

semicondutores ou em electrolitos imisciveis (Heinze, 1984).
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Na pratica esta técnica tem sido utilizada na detecgdo de compostos e no estudo do
desenvolvimento de reac¢oes (Malgor ef al, 1998, Nolan & Kounaves, 2000; Amaral &
Miller, 1999, Tavares e/ al, 2001), bem como em investigagdo no campo da biologia e
medicina, como, por exemplo, na deteccao da capacidade antioxidante e de compostos de
baixo peso molecular (Psotova ez a/., 2001); na imobilizagao de sondas de DNA ou enzimas
em eléctrodos, permitindo identificar bactérias e processos bacterianos (Cordes &
Rechnitz, 1999, http://www.ice.ot.jp); no desenvolvimento de sondas que sejam capazes
de detectar compostos e medir o pH no interior de biofilmes (Ruan e# a/., 2002; VanHoudt
et al., 1992) e no estudo de culturas de células em suspensao (Subrahmanyam ez a/, 2001a,

Subrahmanyam e# al., 2001b).

Estudos anteriores revelaram ser possivel utilizar a voltametria ciclica na detecgdo de
biofilmes e mesmo na remog¢ao de parte do biofilme do eléctrodo (llsley ez al., 1997; Vieira
et al., 2003). De facto, estudos revelaram que a corrente eléctrica pode influenciar, de
alguma forma, o comportamento dos microrganismos, nomeadamente no que diz respeito
a sua viabilidade (Blenkinsopp ¢ al, 1992; Dhar et al., 1982, Okochi et Matsunnaga, 1997,

Okochi ¢t al., 1999, Woods et al., 1999).

Com este trabalho pretende-se desenvolver um sensor que, através da aplicagdo de
voltametria ciclica em eléctrodos de platina, seja capaz de detectar biofilmes, sem no
entanto alterar as suas caracteristicas. Foi também fundamental aprofundar o
conhecimento da influéncia da voltametria ciclica no comportamento das células, de forma

a que, adoptando as condi¢des de operagao adequadas, fosse possivel, quando necessario,
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limpar o eléctrodo 7 situ, obtendo-se deste modo um sensor completamente livre de

células, pronto a ser utilizado numa nova monitorizagao.
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A execugao experimental correspondente a este trabalho pode ser dividida em trés partes:
monitorizacao de biofilmes pela técnica de voltametria ciclica, influéncia das condi¢oes
utilizadas na voltametria ciclica na viabilidade e remoc¢io do biofilme e estudo da influéncia
da formagio de bolhas de hidrogénio na remogio do biofilme. Efectuaram-se
procedimentos comuns, nomeadamente a cultura das células bacterianas e sua observacao

por microscopia de epifluorescéncia.

Promoveu-se a formacdao de biofilmes formados por uma sé espécie microbiana
(Pseudomonas fluorescens) nas superficies dos eléctrodos de platina a partir da imersao desses
eléctrodos num reactor, onde foram mantidas as condi¢bes Optimas para a adesdo e

crescimento dos biofilmes.

II1.1. Microrganismo: crescimento e formagdo de biofilmes

O microrganismo utilizado no decurso do trabalho experimental foi Pseudomonas fluorescens
ATCC 13525, proveniente de uma cultura pura (Pereira & Vieira, 2001). Inicialmente
inoculou-se um reactor de 0.50 L de volume, arejado e agitado (Figura II.1 (a)), o qual
permaneceu em descontinuo até se atingir a fase exponencial de crescimento. Atingida esta
fase, passou-se a operar em continuo. Este reactor passou a ser alimentado, utilizando uma
bomba peristaltica (Figura II.1 (c)), com um meio concentrado, cuja composicio se
encontra na Tabela I1.1, tamponado a pH 7, com tampao fosfato (4.3 g ' Na,HPO,2H,O
e 3.75 g L' KH,PO,) de modo a obter uma taxa de diluicio de 0.02 h'. Este reactor
alimentou continuamente um segundo reactor (de 0.50 L de volume, arejado e agitado —

Figura II.1 (b)), funcionando como fonte de bactérias. O segundo fermentador era também
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alimentado com um meio diluido (composi¢ao na Tabela II.1), recorrendo a uma bomba

peristaltica (Figura I1.1 (c)), de modo a obter uma taxa de dilui¢io de 0.8 h', a qual

assegurava que o crescimento do biofilme na superficie dos eléctrodos imersos no reactor

prevalecia sobre o crescimento de células em suspensao (Vieira ez al, 1993). O esquema da

instalagao encontra-se na Figura II.1.

Os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem a 121°C e 1 atm, durante 15

minutos.

Tabela I1.1. Composi¢io do meio concentrado, para o crescimento de Pseudomonas

fluorescens, e do meio diluido, onde foram imersos os eléctrodos para a formagio de biofilme

na sua superficie.

Meio Meio
concentrado diluido
Glicose (g L) 5.0 0.050
Peptona (g L) 2.5 0.025
Extracto de levedura (g L) 1.25 0.0125
Caudal (L h) 0.010 418
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Figura I1.1. Fotografia da instalacio. (a) Reactor para crescimento de bactérias; (b)

Reactor para imersao dos eléctrodos e formagao de biofilme; (c) Bombas peristalticas.
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I1.2. Voltametria Ciclica

A técnica de voltametria ciclica foi aplicada num sistema descontinuo, constituido por uma
célula de vidro, onde sdo inseridos trés eléctrodos: o eléctrodo de referéncia (ER), o de

trabalho (ET) e o secundario (ES), de acordo com a Figura I1.2.

——ET ER

(b)

Figura I1.2. Fotografia (a) e esquema (b) da célula de vidro e dos eléctrodos de trabalho

(ET), de referéncia (ER) e secundario (ES).

O eléctrodo de referéncia (Figura 11.3 (a)) é de Ag/AgCl (Metrohm, ref. 6.0702.100). O
eléctrodo secundario (Figura I1.3 (b)) consiste num eléctrodo de platina em espiral e o
eléctrodo de trabalho (Figura I1.3 (c)) consiste num disco de platina com 1 mm de diametro
(area correspondente igual a 7.85x107 m?® preparado a partir da insercio de um fio de
platina num tubo de vidro e posterior polimento com pé de alumina (inicialmente com um
diametro 0.1 Wm e posteriormente com um diametro inferior a 0.05 lm, da marca Struers)
numa camur¢a de polimento (Brett & Brett, 1993). O fio interno da platina, quer para o ET,
quer para o ES, estava soldado a um fio de cobre e era este que promovia o contacto com o

exteriot.
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Figura I1.3. Fotografia dos eléctrodos de (a) referéncia; (b) secundario e (c) trabalho.

Os eléctrodos de trabalho antes de serem imersos no tanque foram deixados 3 horas em
etanol 70°, polidos numa camurca embebida em etanol 70° polidos numa camurca
embebida em agua destilada, limpos electroquimicamente (voltametria ciclica, velocidade de
varrimento: 0.250 V s, limites de potencial: -0.5 a 1.0 V), esterilizados com etanol e secos a

chama.

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos a partir da utilizagio de um potenciostato
AUTOLAB-PGSTAT 10, através da operagio do programa GPES 4.5. Apos se ligar o

computador, entrou-se no programa GPES Manager e em “Methods” seleccionou-se
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“Cyclic Voltametry (staircase)”. Definiram-se, entdo, os parametros, tais como velocidade

de varrimento, limites de potencial e nimero de varrimentos e clicou-se em “start”.

Utilizaram-se oito eléctrodos em cada um dos ensaios aos quais se aplicavam as técnicas de

voltametria ciclica e um ao qual nao foi aplicada esta técnica, que se utilizou como branco.

I1.2.1. Monitorizagdo de biofilmes pela técnica de voltametria ciclica

Nesta etapa promoveu-se o crescimento de biofilme com varias idades (2 horas, 6 horas, 12
horas e 24 horas) na superficie do eléctrodo de trabalho, como descrito em II.1. Apds o
tempo de formacgdo pretendido, retirou-se o eléctrodo do reactor e introduziu-se
cuidadosamente na célula de voltametria ciclica, contendo tampao fosfato. Posteriormente,
aplicou-se 1 tunico varrimento de voltametria ciclica em tampao fosfato pH 7 (ver
composi¢ao na Tabela 11.3), velocidade de varrimento 0.250 V s, entre os limites de
potencial -0.5 a 1.0 V. Procedeu-se entdo a medigdo da altura do pico de dessor¢ao do
hidrogénio (determinada no préprio programa de aquisicaio de dados, GPES 4.5) do
voltamograma ciclico obtido e relacionou-se com a cobertura da superficie, determinada por
um sistema de analise de imagem (SigmaScan Pro 5, SPSS), ap6s observacao da superficie
do eléctrodo por microscopia, como descrito em II.3. Efectuaram-se 3 ensaios para cada

situacdo estudada, utilizando 4 eléctrodos em cada ensaio.

O objectivo desta parte do trabalho foi o de relacionar a resposta electroquimica com a
cobertura da superficie, para verificar se esta técnica electroquimica permite monitorizar a

presenca de biofilmes na superficie.
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I1.2.2. Influéncia das condig¢bes de voltametria ciclica na viabilidade e remogio do

biofilme

No estudo da influéncia das condigdes experimentais foram utilizados biofilmes com a
mesma idade (2 horas), variando-se apenas as condi¢des de aplicagdo da técnica
electroquimica: velocidade de varrimento, pH da solugao contida na célula de vidro (tampao
fosfato) e limites do potencial aplicado, como pode ser visto na Tabela I1.2. Na Tabela 11.3
encontra-se a composi¢cao do tampao fosfato utilizado na voltametria ciclica, para os dois

valores de pH utilizados.

Tabela II.2. Condi¢oes de operacgao utilizadas nos varios ensaios.

Velocidade de Limites de
Ensaio vartrimento pH da potencial
4 solugdo
Vs )

1 0.250 7 -0.521.0
2 0.150 7 -0.521.0
3 0.500 7 -0521.0
4 0.250 4 -0521.0
5 0.250 7 -0.521.0
6 0.250 7 -05a15
7 0.250 7 202a1.0

*. . . L, . . .
Este ensaio difere do 12, no facto dos eléctrodos com biofilme terem sido previamente mergulhados em

tampao fosfato pH 4.

No intuito de se verificar qual a influéncia do tampao fosfato pH 4 nas células bacterianas

foram imersos 2 eléctrodos com biofilme de 2 horas, num goblé contendo tampao fosfato
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pH 4. Posteriormente, observou-se o eléctrodo por microscopia de epifluorescéncia sem se

aplicar voltametria ciclica.

Tabela I1.3. Composigao do tampao fosfato utilizado na voltametria ciclica.

pH 4 pH7
NaH,PO,.H,0 (g L") 434.7 13.8
Na,HPO,.12H,0 (g L") 0.716 22.7

I1.2.3. Estudo da influéncia da formagao de bolhas de hidrogénio na remogdo do

biofilme

Os ensaios referentes ao estudo da influéncia da formagio de bolhas de hidrogénio na
remocao do biofilme efectuaram-se com biofilmes de diferentes idades (de 2 horas até 7
dias), formados na superficie do eléctrodo de platina como descrito em II.1. Promoveu-se a
formaciao de bolhas de hidrogénio pela aplicagao do potencial —2.0 V, com o objectivo de
verificar se este procedimento pode ser utilizado para efectuar limpeza de superficies de
eléctrodos. Variou-se o tempo de formagao destas bolhas consoante a idade do biofilme,
como se pode verificar na Tabela 11.4. Estudou-se, também, a influéncia de se varrer o

potencial entre —0.5 e 1.0 V, a uma velocidade de varrimento de 0.250 V s”, antes da

formacgdo da bolhas de hidrogénio. No caso de biofilmes com 7 dias, experimentou-se ainda

uma outra estratégia: formagao de bolhas, remo¢ao mecanica das bolhas formadas e nova

formacao de bolhas de hidrogénio.
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Tabela II.4. Tempo de formagao de bolhas e tempo de varrimento do potencial a uma
velocidade de varrimento de 0.250 V s”, entre os limites de potencial de -0.5 a 1.0 V, para

cada idade de biofilme formado.

Tempo de formagio de | Tempo de varrimento
Idade do bolhas do potencial
biofilme
(min) (min)
2 horas 1 -
1 -
4 horas
2 -
2 30
24 horas 4 -
4 30
8 30
3 dias 10 -
10 30
10 -
5 dias
10 30
10 30
7 dias 15 30
15+15 30
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I1.3. Observagio das superficies com e sem biofilme

Todos os eléctrodos (branco e eléctrodos aos quais foi aplicada voltametria ciclica) foram
corados com “LIVE/DEAD Bac Light Viability kit” (LD) (o qual permite distinguir as
células vivas das células mortas por apresentarem diferentes cores). De seguida, observou-se
a superficie dos eléctrodos por microscopia de epifluorescéncia (Microscopio de
Epifluorescéncia Zeiss Axioskop, Catl Zeiss, Germany), através do seguinte procedimento:

Imobilizacao do eléctrodo numa lamina com recurso a plasticina, adigao de 150 ul de LD

composto A (SYTO 9), adicao de 150 pul de LD composto B (propidium iodide) e
incubacdo durante 15 minutos no escuro. Ao fim destes 15 minutos os eléctrodos foram
observados por microscopia de epifluorescéncia, utilizando um filtro de comprimento de
onda de 470 nm. Utilizando este filtro as células vivas aparecem coradas de verde (pelo
composto A) e as células mortas coradas de vermelho (pelo composto B). Este método ¢é
ainda eficaz na detec¢do dos polimeros extracelulares produzidos pelas células e que

compdem o biofilme, corando-os de verde-amarelado.

As imagens obtidas foram adquiridas digitalmente com uma camara fotografica digital
(AxioCam, HRc Zeiss, Carl Zeiss, Germany). A cobertura de superficie foi determinada a
partir das imagens obtidas recorrendo a um sistema de analise de imagem (SigmaScan Pro 5,

SPSS). Observaram-se, pelo menos, 20 campos de cada superficie estudada.
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Capitulo III

Resultados e Discussao

O capitulo Resultados e Discussio encontra-se dividido em trés partes de acordo com o
procedimento experimental. Inicialmente, estudou-se a relagao entre a altura do pico de
dessor¢ao do hidrogénio dos voltamogramas ciclicos obtidos e a idade do biofilme
formado na superficie dos eléctrodos. Numa segunda etapa, estudou-se a influéncia das
condi¢des de operacao (tais como velocidade de varrimento, pH da solugdo electrolitica e
limites de potencial utilizados) no desprendimento e viabilidade do biofilme. Finalmente,
estudou-se a influéncia da formacgdo de bolhas de hidrogénio no desprendimento de

biofilmes de diferentes idades.
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ITI.1. Monitorizagao de biofilmes pela técnica de voltametria ciclica

Estudos preliminares demonstraram que a forma do voltamograma ciclico relativamente ao
primeiro varrimento varia de acordo com a idade do biofilme formado na superficie do
eléctrodo, como se pode observar na Figura III.1, onde se apresentam os primeiros
voltamogramas ciclicos obtidos em eléctrodos com biofilmes depositados de 2, 4 e 24
horas. Esta Figura mostra que no caso de biofilmes mais velhos, o pico de dessor¢ao do
hidrogénio diminui. Outros autores ja tinham verificado que a adsor¢do de insulina na
superficie de eléctrodos de platina é capaz de modificar a forma do voltamograma ciclico

(http:/ /www.clectrode.org).
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Figura ITI.1. Primeiro varrimento obtido por voltametria ciclica, num eléctrodo de

platina coberto com um biofilme de varias idades.

Vieira et al. (2003) referem que o pico de dessor¢ao do hidrogénio é o pico mais sensivel a
variacao da area disponivel para que as reacg¢Oes electroquimicas de redu¢ao e oxidagdao

ocorram na superficie do eléctrodo. Observando a Figura II1.1., verifica-se que o pico de
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dessor¢ao do hidrogénio é o unico cuja altura diminui com a idade do biofilme.
Relativamente aos outros picos parecem nao ter nenhuma regularidade no comportamento,
isto ¢, a altura dos outros picos nio se relaciona com a idade do biofilme, ja que a altura do
pico de dessor¢ao do oxigénio do voltamograma ciclico obtido para um eléctrodo coberto
com um biofilme de 24 horas é menor do que o obtido para um de 4 horas, contudo maior
do que para 2 horas. Por outro lado, o pico de adsor¢cao do hidrogénio referente a um
voltamograma ciclico obtido para um eléctrodo coberto com um biofilme de 2 horas tem

um altura superior ao de 4 horas e igual ao de 24 horas.

Para se averiguar a existéncia de uma relagdo entre a altura do pico de dessor¢io de
hidrogénio e a quantidade de biofilme formado, promoveu-se o crescimento de biofilmes
de varias idades na superficie dos eléctrodos, de acordo com o que esta descrito no
Capitulo Materiais e Métodos, aplicou-se voltametria ciclica aos eléctrodos e observou-se
por microscopia de epifluorescéncia. Tal como se mostra na Figura I11.2, 2 medida que a
idade do biofilme aumenta, a cobertura da superficie do eléctrodo de platina é maior.
Posteriormente, mediu-se a altura do pico de dessor¢ao de hidrogénio, do primeiro
varrimento, e relacionou-se com a percentagem de area de eléctrodo coberta, a qual se
determinou a partir de imagens capturadas por microscopia de epifluorescéncia (no Anexo
I apresentam-se todos os voltamogramas obtidos e uma fotografia representativa de cada
eléctrodo). Efectuaram-se 3 ensaios para cada um dos 4 eléctrodos diferentes, para cada

uma das condi¢cOes testadas.
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© d)

Figura III.2. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)

da superficie de um eléctrodo de platina com um biofilme de (a) 2 horas; (b) 6 horas; (c) 12

horas e (d) 24 horas.

Com o objectivo de verificar a relagdo entre a cobertura da superficie e a altura do pico de

dessorcao do hidrogénio, construiram-se os graficos da Figura II1.3.
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Figura ITI.3. Relagdo entre a altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio (PDH) e a

percentagem de area coberta, obtido para (a) o eléctrodo 1; (b) o eléctrodo 2; (c) o

eléctrodo 3 e (d) o eléctrodo 4.

Como se pode constatar, a partir da observagdo da Figura I11.3, quanto maior ¢ a idade do
biofilme, maior ¢ a area coberta e menor ¢é a altura do pico de dessor¢io do hidrogénio,
verificando-se que existe uma relacao entre estes dois parametros. Tal comportamento ja
era esperado, uma vez que os voltamogramas traduzem reacgdes de superficie e, 2 medida
que o biofilme ocupa uma area maior menor ¢ a area disponivel para ocorrerem as reac¢des
de superficie. Deste modo, a forma dos voltamogramas ciclicos sao directamente
influenciados pela area de eléctrodo disponivel. Tal como anteriormente verificado, os
resultados mostram que o pico correspondente a dessor¢ao do hidrogénio é o pico mais

sensivel a estas variagoes, pois os outros trés picos sao influenciados pelas reac¢oes do

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 71



Monitorizagdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Resultados e Discussio

oxigénio (Vieira e# al., 2003). Consequentemente, quanto mais “sujo” estiver o eléctrodo,
menor sera a altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio. Inclusivamente, foi obtido num
dos eléctrodos um biofilme de tal forma espesso, que o voltamograma ciclico resultante era
totalmente deformado (ver Anexo I, Figura Al.43). Este voltamograma ¢é semelhante ao
obtido quando se cobre a platina com pelicula de teflon, ndo permitindo a condugio de

corrente eléctrica entre o sistema de eléctrodos.

No Anexo I apresentam-se todos os voltamogramas ciclicos e uma Figura representativa de

cada eléctrodo, referentes a cada uma das experiéncias efectuadas.

Relativamente ao desvio-padrao obtido para a média dos trés ensaios realizados para cada
um dos 4 eléctrodos utilizados, salienta-se o facto de se ter tido como base de trabalho a
idade do biofilme. No entanto, sao ensaios feitos em dias diferentes e, por este motivo, a
quantidade de biofilme formado no mesmo espago de tempo pode ser significativamente
diferente entre eléctrodos e no caso do mesmo eléctrodo podem existir diferencas
dependentes das condigoes do ensaio. Note-se que as condi¢oes do meio siao
preponderantes na formagao e nas caracteristicas do biofilme. Deste modo, obtém-se
valores elevados no desvio-padrio calculado para a média da percentagem de area coberta.
O facto de haver uma quantidade de biofilme diferente na superficie do eléctrodo vai
originar valores da altura do pico de dessor¢ao de hidrogénio também diferentes, para a
mesma idade do biofilme, tal como seria de esperar. Por outro lado, os eléctrodos de
trabalho foram polidos com alumina entre cada ensaio, o que pode alterar ligeiramente a
forma dos voltamogramas ciclicos, nomeadamente a altura do pico de dessor¢ao de
hidrogénio, mesmo antes do crescimento do biofilme, o que origina valores

significativamente diferentes da altura do referido pico para a mesma idade de biofilme e,

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 72



Monitorizagdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Resultados e Discussio

consequentemente, valores elevados do desvio-padrao calculado para a média da altura do

pico de dessor¢ao de hidrogénio.

Salienta-se ainda o facto de que, embora a aplicacao repetida de voltametria ciclica (ou seja,
a aplicagao de varios varrimentos seguidos) seja destrutiva para o biofilme (como se podera
ver posteriormente) se apenas for efectuado um tunico varrimento, as caracteristicas do
biofilme nio se alteram. Este facto foi verificado na observa¢do por microscopia de
epifluorescéncia dos biofilmes formados na superficie dos eléctrodos, antes e apods

aplicagao da voltametria ciclica.
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III.2. Influéncia das condi¢gées de voltametria ciclica na viabilidade e

remoc¢ao do biofilme

Com o objectivo de avaliar o efeito da aplicagao da voltametria ciclica nos biofilmes
formados na superficie dos eléctrodos, efectuaram-se uma série de experiéncias, que
englobaram a realizagdo de varrimento do potencial a diferentes velocidades de varrimento,
entre diferentes limites de potencial e em solugdes electroliticas de diferentes pH.
Realizaram-se todos os ensaios com biofilmes formados na superficie dos eléctrodos

durante 2 horas.

Na Figura IIL.3. pode observar-se que a medida que o potencial é varrido (condi¢oes de
operagio: velocidade de varrimento 0.250 V' s”, tampio fosfato pH 7 e limites de potencial
entre -0.5 e 1.0 V) os voltamogramas ciclicos vao adquirindo uma forma mais definida, a
qual se aproxima da forma caracteristica de um eléctrodo limpo. Este facto poderia sugerir

que tinha ocorrido a completa remocao do biofilme.
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Figura II1.4. Voltamograma ciclico obtido num eléctrodo de platina em tampao fosfato
pH 7, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e a uma velocidade de varrimento de 0.250
V s', onde cresceu um biofilme de 2 horas. Os voltamogramas representados

correspondem ao 1%, 5% e 135° varrimento.
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Como se pode constatar pela observagao da Figura 111.4, a aplicagao de voltametria ciclica
detecta a formagao de depdsitos a superficie do eléctrodo, ja que o 1° varrimento ¢ bastante
deformado. Por outro lado, a medida que o potencial vai sendo varrido, o voltamograma
torna-se progressivamente mais definido, com especial interesse na forma do pico de
dessor¢ao de hidrogénio, que nao sé se torna mais bem definido, mas cuja altura também
aumenta. Teoricamente, isto seria indicativo de um eléctrodo limpo, ou seja, livre de
qualquer impureza a sua superficie. Contudo, a observagao da superficie do eléctrodo por
microscopia de epifluorescéncia revelou que a remogio das células nio tinha sido total, mas

que ainda permaneciam muitas células na superficie do eléctrodo (Figura 1115 (b)).

@) (b)

Figura ITI.5. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas: (a) antes e (b) depois da
voltametria ciclica em tampao fosfato pH 7, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e a

uma velocidade de varrimento de 0.250 V s™.

Comparando a Figura II1.5 (a) com a Figura IIL5 (b), denota-se que, efectivamente, existe
uma diminui¢do do nimero de células bacterianas na superficie. Observa-se ainda, que
algumas das células remanescentes na superficie do eléctrodo se encontram mortas (uma

vez que se encontram coradas de vermelho). O aparecimento de células bacterianas mortas
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pode estar relacionado com as variagoes de pH que ocorrem durante o varrimento do
potencial, no entanto discutir-se-4 este assunto posteriormente. Nesta fase ndo foi
efectuada a quantificagao das células pois o que se pretendia era verificar se ocorria uma
remog¢do completa das células, de forma a que o sensor estivesse, no final de cada

monitorizagdao, completamente livre de células e, assim, apto para novas medi¢es.

Dado que uma das finalidades do trabalho era a obten¢do de um eléctrodo limpo, e assim
pronto para uma nova monitoriza¢do, o passo seguinte foi o estudo das condi¢bes que
permitiriam a remogao total de células, tendo sido estudado o efeito da velocidade de
varrimento, pH e limites de potencial, conforme o exposto no Capitulo Material e

Métodos.

Variagao da velocidade de varrimento

Variou-se a velocidade de varrimento entre 0.150 e 0.500 V s'. Em nenhum dos casos
estudados se conseguiu remogao total das células bacterianas da superficie. Contudo,
observou-se que para velocidades de varrimento menores existe mais remogao (Figura III.
6). Tal como foi visto no Capitulo Introdugio, a velocidade de varrimento esta relacionada
com o tempo em que eléctrodo esta exposto ao potencial, sabendo-se que, para velocidades
muito baixas, as espécies se vao difundindo para o seio da solu¢ao. No Capitulo Introdugao
as espécies referidas sio espécies moleculares, e portanto muito mais pequenas do que as
células bacterianas. Contudo, pde-se a hipétese de poder ocorrer o mesmo fenémeno com
as células (voltar-se-a a este assunto mais adiante). Quando o potencial ¢ varrido, o
eléctrodo de platina (eléctrodo de trabalho) durante cada varrimento passa da zona de

potencial positivo para a zona de potencial negativo, e regressa novamente a zona de

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 76



Monitorizagao de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Resultados e Discussio

potencial positivo (voltametria ciclica). Embora a Pseudomonas fluorescens apresente carga
superficial negativa tal como a platina, existem forcas de atrac¢do superiores que se
sobrepoem a repulsao natural que poderia existir, promovendo ligagdes entre bactérias e
platina (Oliveira, 1992). Quando o potencial é varrido na parte negativa, a superficie de
platina fica muito mais negativa, ocorrendo maior repulsao entre as duas superficies e,
consequentemente, libertacio das células bacterianas. Deste modo, para velocidades de
varrimento menores a bactéria Pseudomonas fluorescens esta mals tempo exposta a zona
negativa do potencial antes de regressar a positiva. Deste modo, havendo mais tempo de
uma situagdo que promove a repulsio ocorre uma maior libertagdo das células. Este
assunto ira ser discutido com mais detalhe adiante, quando se estudar a influéncia das

condi¢bes de operagao na viabilidade e remogao do biofilme.

(b) ©

Figura III.6. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 400X)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas, apés voltametria ciclica em
tampao fosfato pH 7, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e a uma velocidade de

varrimento de: (a) 0.150 V's™ (b) 0.250 Vs™ e (c) 0.500 V s

Utilizagao de solugoes electroliticas de diferente pH

Com o objectivo de avaliar se o pH da solugdo electrolitica influenciava a remogao das
células, realizaram-se experiéncias utilizando solu¢des electroliticas de diferentes pH. De

facto, se se comparar a Figura I11.6 (b) e a Figura I11.7 (b) verifica-se que a variagao do pH
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da solucio electrolitica nao ¢ relevante em termos de remocao celular. No entanto, no final
dos ensaios electroquimicos, no caso em que se utilizou pH 4, todas as células estavam
mortas (Figura II1.7 (b)). Para se averiguar as causas da morte celular, mergulharam-se os
eléctrodos com biofilme de 2 horas, durante 30 minutos, numa solu¢ao contendo tampao
fosfato pH 4 e observaram-se ao microscopio, sem ser aplicada voltametria ciclica.
Constatou-se, entao, que o pH da solu¢ao por si s6 foi suficiente para provocar a morte de
todas as células (Figura IIL.7 (a)). Isto ocorreu porque a Pseudomonas fluorescens cresce a pH
neutro ¢ em meio tamponado, e uma variacao do pH ¢ toxica e letal para esta espécie. Por
outro lado, nao se nota maior remogao de células relativamente ao caso em que se aplica
voltametria ciclica nas condi¢des do ensaio 1 (velocidade de varrimento: 0.250 V s, limites
de potencial: -0.5 a 1.0 V, em tampao fosfato pH 7), o que pode ser indicativo de que se
estabelecem forgas relativamente fortes de atraccdo entre a superficie das células e da
platina, independentes da viabilidade das células. De facto, Chen & Stewart (2000) ja
tinham referido que variagbes no pH nao sido suficientes para provocar remociao de

biofilmes, embora sejam capazes de provocar morte celular.

@) (b)

Figura III.7. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 400X)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas, apds (a) o eléctrodo ter
sido imerso em tampao fosfato pH 4 durante 30 minutos; apos voltametria ciclica a uma
velocidade de vartimento de 0.250 V s, entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V e em

tampao fosfato (b) pH 4 e (c) pH 7 (ap6s imersao em pH 4).
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Variacio dos limites de potencial

Por ultimo modificaram-se os limites de potencial. Em primeiro lugar variou-se o limite
positivo, tendo este sido aumentado até 1.5 V. Verificou-se existir menos remogao celular,
mas todas as células estavam mortas (Figura II1.8 (b)). Isto vai de encontro ao que foi
observado anteriormente, ou seja, que a remogao do biofilme é independente da viabilidade
das células, tal como ja tinha sido publicado por Chen & Stewart (2000) que sugerem que
os métodos que sao eficazes na remogao celular ndo sao necessariamente capazes de as
inviabilizar e os que conseguem provocar a morte das células podem nao ser capazes de as

remover.

@) (b) ©)
Figura III.8. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 400X)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 2 horas, apds voltametria ciclica em

tampio fosfato pH 7, 2 uma velocidade de varrimento de 0.250 V s e entre os limites de

potencial: (a) -0.5e¢ 1.0 V; (b) -0.5e1.5Ve(c)-20e 1.0 V.

Quando o potencial ¢ varrido podem ocorrer dois tipos de influéncias: do potencial e da
intensidade de corrente, o que pode explicar os dois tipos de resultados diferentes: maior

remog¢do e maior morte celular, como se passa a explicar:
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% Potencial positivo

Quando o potencial é positivo, a carga superficial da platina torna-se positiva. Portanto,

como a carga superficial das bactérias é negativa aumenta a atrac¢ao entre as superficies.

% Potencial negativo

Quando o potencial aplicado ¢ negativo a carga da platina torna-se ainda mais negativa.
Note-se que a carga original da platina é também negativa, e, por essa razao, aumenta ainda

mais a forga de repulsdo entre as bactérias e a platina.

% Intensidade de corrente positiva

Obter uma intensidade de corrente positiva como resposta as reac¢oes que estao a ocorrer

na superficie do eléctrodo (de trabalho), significa que este esta a funcionar como anodo e
, + Yy - 23 3 s s .

portanto esta a formar-se H" a superficie do eléctrodo, o qual é toxico para as células, pois

origina um abaixamento do pH.

% Intensidade de corrente negativa

Se a intensidade de corrente obtida como resposta for negativa entao o eléctrodo esta a

funcionar como catodo, formando-se OH ™ a superficie do eléctrodo.
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De facto, observando a Figura II1.9 (voltamogramas ciclicos obtidos em eléctrodos de
platina com biofilme de 2 horas na superficie) pode verificar-se que alterando as condigdes
de operagio, a intensidade de corrente obtida varia, o que se traduz numa diferenga na

forma dos voltamogramas ciclicos.
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Figura IT1.9. Voltamogramas ciclicos dum eléctrodo de platina em tampao fosfato pH 7,
entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V, 2 uma velocidade de varrimento de (a) 0.150 V s™;
(b) 0.250 V s7; (c) 0.500 V s' e (d) entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.5 V, a uma

velocidade de varrimento 0.250 V s™.

A partir dos resultados obtidos, calculou-se o tempo em que o potencial era negativo (igual

para todos os eléctrodos dentro do mesmo ensaio, isto é, nas mesmas condi¢des de
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operagao) e o tempo médio em que a intensidade de corrente era negativa (variou
ligeiramente para cada um dos eléctrodos dentro de cada ensaio), construindo-se os
graficos da Figura II1.10. Note-se que cada ensaio corresponde a diferentes condi¢es de
operacao. Os exemplos de calculo encontram-se no Anexo III, e as Tabelas com todos os

valores retirados encontram-se no Anexo IV.

4 ; R 4 O Intensidade < 0 I
14,00 O Intensidade > 0 10,00 1
. 1 B Potencial < 0
12,00 B Potencial > 0 9,00
' 8,00
10,00 700
= = i
o 8,00 1 a 6,00
& 500
€ 6,00 § 4001
H ot |
4,00 3,00
2,00
2,00 100 1
0,00 0,00
ensaio 1  ensaio 2 ensaio 3 ensaio 6 ensaio 1 ensaio 2 ensaio 3  ensaio 6
- NG )

(@) (b)

Figura II1.10. Tempo em que cada eléctrodo esta a uma intensidade de corrente e a um
potencial (a) positivos e (b) negativos. Condi¢oes dos varios ensaios: ensaio 1 — velocidade
de varrimento: 0.250 V s’ limites de potencial: -0.5 a 1.0 V, em tampio fosfato pH 7,
ensaio 2 — velocidade de varrimento: 0.150 V s”, limites de potencial: -0.5 a 1.0 V, em
tampio fosfato pH 7; ensaio 3 — velocidade de varrimento: 0.500 V s, limites de potencial:

-0.5 2 1.0 V, em tampio fosfato pH 7; ensaio 6 — velocidade de varrimento: 0.250 V s

b

limites de potencial: -0.5 a 1.5 V, em tampao fosfato pH 7.

Como ¢ de esperar, aumentando a velocidade de varrimento diminui o tempo total de cada
ciclo, ja que os limites de potencial sio os mesmos. Consequentemente, o tempo durante o
qual cada eléctrodo esta exposto a cada zona de potencial (positiva ou negativa) ¢ menor.
Para a intensidade de corrente, a analise da Figura anterior demonstra que existe uma
diminui¢io do tempo ao qual cada eléctrodo funcionou como anodo e como catodo
(intensidade de corrente positiva e negativa, respectivamente) com o aumento da

velocidade de varrimento. Quando se aumenta o limite de potencial até 1.5 V, o tempo
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durante o qual o eléctrodo estd a uma intensidade de corrente negativa aumenta (o valor é
semelhante a0 obtido para o ensaio 2, em que a velocidade de varrimento ¢ 0.150 V s™),
mas o tempo em que o eléctrodo se encontra a um potencial negativo permanece igual ao
obtido para o ensaio 1 (limites de potencial entre -0.5 e 1.0 V e velocidade de varrimento

0250 V s ).

obtém-se

b

Quando se varre o potencial a uma velocidade de varrimento de 0.150 V s
maior remoc¢ao celular, a qual foi atribuida ao facto de, nestas condi¢des, o eléctrodo
permanecer muito mais tempo ao potencial negativo do que quando se varreu o potencial
nas outras condi¢oes de operacdao. Deste modo, o eléctrodo devera ter estado o tempo
suficiente para que as forcas de repulsio exercidas entre a platina e as células tenham
quebrado as ligacoes que foram estabelecidas e, assim, ocorra libertagao das células. Isto é,
como foi referido anteriormente embora a platina e a superficie das células sejam negativas,
estabelecem-se forgas superiores as forgas de repulsdao natural entre estas duas superficies e
que promovem a adesao. No entanto, quando o potencial é varrido a valores negativos a
superficie da platina torna-se muito mais negativa, originando forgas de repulsio muito
maliores, que acabam por ser superiores as for¢as anteriormente estabelecidas. Quando o
potencial ¢ varrido a uma velocidade de varrimento de 0.250 V s™ (ensaio 1) e 0.500 V s’
(ensaio 3), o intervalo de tempo durante o qual o eléctrodo esta sujeito a um potencial
negativo nao ¢ suficientemente elevado para promover o rompimento dessas ligagoes,
enquanto que varrendo o potencial 2 uma velocidade de 0.150 V s™(ensaio 2), o tempo de

repulsao foi suficiente para quebrar essas ligacoes.

Por outro lado, quando o potencial é varrido entre -0.5 ¢ 1.5 V todas as células parecem

estar mortas, a semelhan¢a do que aconteceu quando se mergulharam os eléctrodos na
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solu¢ao tampao pH 4. Isto sugere que ocorrem mudangas de pH locais, resultado da
hidrélise da 4gua, com consequente formacio de H', o tempo suficiente para provocar a

morte das células.

Observando a Figura II1.10 (a), quando se varre o potencial nas condi¢oes do ensaio 1 (-
0.52 1.0 V) e nas condi¢oes do ensaio 6 (-.05a 1.5 V) o tempo durante o qual o eléctrodo
esta a funcionar como anodo (isto ¢é, a esta sujeito a uma intensidade de corrente positiva),
com consequente producio de H' (Stewart e al, 1999), é semelhante nos dois casos,
porém ainda se podem observar bastantes células vivas no primeiro caso. Deste modo, nao
parece ser a producio de H" a responsavel pela morte celular. Por outro lado, quando se
varre o potencial 2 uma velocidade de varrimento de 0.150 V s, o tempo durante o qual o
eléctrodo esta a funcionar como anodo é muito superior ao tempo em que o eléctrodo
funciona como anodo nas condi¢es do ensaio 6 (-0.5 a 1.5 V), no entanto as células
remanescentes estdo vivas, o que vem reforcar a ideia de ndo ser o H™ o responsavel pela
morte celular. Deste modo, mesmo que as células estejam expostas durante algum tempo a
ides H', o tempo e a concentracio de ides formados a partir da hidrélise da 4gua nio sio
suficientes para que ocorra morte celular total. De notar que mesmo assim, aparecem

algumas células mortas.

A Figura I11.10 (b) demonstra que quando o potencial ¢ varrido entre -0.5 e 1.5 V obtém-se
como resposta uma intensidade de corrente negativa durante mais tempo do que para as
condi¢oes do ensaio 1 (limites de potencial -0.5 e 1.0 V e velocidade de varrimento 0.250 V
™). Quando a intensidade de corrente é negativa, significa que, nesta zona, o eléctrodo de
trabalho esta a funcionar como catodo (Figura 1.18) havendo formacao de OH ', que leva a

um aumento do pH local, o que, neste caso, parece ser a razao para tornar as células
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bacterianas inviaveis, ja que ¢ o unico parametro que difere relativamente aos ensaios 1 e 3
(velocidade de varrimento 0.250 e 0.500 V s, respectivamente, e limites de potencial entre
—0.5 e 1.0 V). Quando o potencial é varrido entre -0.5 ¢ 1.0 V a 0.150 V s, o tempo
durante o qual a intensidade de corrente obtida é negativa ¢ ligeiramente inferior ao tempo
de quando se varre o potencial entre -0.5 e 1.5 V (ensaio 6), mas embora haja muito mais
remogdo celular, de facto constata-se que a maioria das células remanescentes esta viva

(Figura IIL.6 (a)), o que demonstra ser a produgao de OH' a responsavel pela morte celular.

Voltando novamente a Figura I11.8, na fotografia assinalada com (c), pode observar-se que
a superficie do eléctrodo esta quase totalmente limpa (sem células). Quando o potencial é
varrido até limites de potencial tdo negativos ocorre a formagao de bolhas de hidrogénio
que podem provocar uma libertagio mecanica das células aderidas. Estudos anteriores ja
tinham sugerido que a passagem de bolhas de gas poderiam impedir a adesao das células
(Dhar e# al., 1982) ou mesmo promover a remogao de células (Gémez-Suarez e al., 2001a)
ou de outras particulas (Gémez-Suarez ez al., 2001b) de superficies onde estejam aderidas.
Todavia, com este trabalho constatou-se que estas também podem ser eficazes na remog¢ao
de biofilme, e com a diferenga de se formarem as bolhas 7z situ, pelo método de voltametria

ciclica.

Concluiu-se entdo que a formagao de bolhas pode ser um parametro a considerar para a
erradicagdo de biofilmes. Tornou-se, assim, necessario investigar as melhores condi¢es

para a libertacdo de biofilmes de varias idades da superficie dos eléctrodos.
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III1.3. Estudo da influéncia da formagao de bolhas de hidrogénio na

remoc¢ao do biofilme

No subcapitulo anterior o facto de se levar o potencial a valores muito negativos (-2.0 V)
foi determinante na remog¢ao do biofilme, alertando para o facto das bolhas gasosas
formadas causarem uma libertagio mecanica das células bacterianas. O potencial era,
porém, varrido entre -2.0 e 1.0 V, e, portanto, a formacao das bolhas nao era continua.
Nesta parte do trabalho manteve-se o potencial a -2.0 V, em que as bolhas se formaram
ininterruptamente. Na Figura II1.11 observa-se o desenvolvimento da formagao das bolhas,

quando o potencial esta a -2.0 V durante 10 minutos.

© d)

Figura III.11. Fotografia de parte da célula electroquimica e do eléctrodo de trabalho (a)

antes da formacao de bolhas; ap6s a formagao de bolhas (b) inicio; (c) ao fim de 1 minuto;

e (d) ao fim de 10 minutos.
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Pela a analise da Figura II1.11 constata-se que, inicialmente, se formam bolhas muito
pequenas, as quais vao aumentando de tamanho (por coalescéncia) a medida que o
potencial é varrido e se formam mais bolhas, até atingirem um volume que as obriga a
libertarem-se da superficie do eléctrodo. Ao libertarem-se empurram e varrem o biofilme
da supetficie do eléctrodo. E agora necessirio investigar a relagio entre o tempo de
formacao de bolhas necessario para libertar o biofilme acumulado na superficie dos
eléctrodos de platina (que depende da idade do biofilme). Para tal testaram-se diferentes
tempos de formacao de bolhas em biofilmes de diferentes idades. Na Tabela IIL.1 estio
sumariadas as condi¢oes testadas e os resultados obtidos. De notar que para idades de
biofilme maiores do que 4 horas, se efectuou um varrimento do potencial entre -0.5 e 1.0
V, previamente a formac¢ao de bolhas. A formagao das bolhas de hidrogénio foi efectuada

por um potencial a -2.0 V.

A tabela III.1. mostra claramente que o tempo de formagiao de bolhas necessario para

promover a limpeza do eléctrodo de platina aumenta com a idade do biofilme
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Tabela III.1. Remocio de biofilmes de diferentes idades e condigdes experimentais

aplicadas.

Idade do Formacgio de bolhas” Varrimento do Rerflogio do
biofilme (min) potencial™ biofilme
2 horas 1 - Total

1 - Parcial
4 horas
2 - Total
2 30 Parcial
24 horas 4 - Parcial
30 Total
8 30 Parcial
3 dias 10 - Parcial
10 30 Total
10 - Parcial
5 dias
10 30 Total
10 30 Parcial
7 dias 15 30 Parcial
15+15 30 Parcial

“ A formagido de bolhas foi promovida por um potencial a -2.0 V.

O varrimento do potencial foi efectuado entre os limites de potencial —0.5 ¢ 1.0 V, a uma
velocidade de varrimento de 0.250 V s,

Tal como ja foi referido anteriormente, se o potencial for varrido a valores muito baixos ou

altos, ocorre a formacao de bolhas de gas (hidrogénio e oxigénio, respectivamente), como

resultado da electrélise da agua. Quando o potencial ¢ varrido a -2.0 V o eléctrodo de

trabalho funciona como catodo, formando-se bolhas de hidrogénio segundo a reacgao

(Stewart ez al., 1999)

2H,0 + 2¢ — H, + 20H
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Em biofilmes muito novos as células aderidas nao cobrem na totalidade a superficie do
eléctrodo, sendo por isso muito rapidamente removidas: 1 minuto de formacao de bolhas
in sitn é suficiente para limpar um eléctrodo que tenha na sua superficie um biofilme de 2
horas. Para um biofilme de 4 horas, a formacio de bolhas durante 1 minuto nio ¢é
suficiente para erradicar totalmente o biofilme (Figura II1.12 (b)). Contudo se se aumentar

a duracio de bolhas para 2 minutos ja se obtém uma limpeza total (Figura I11.12 (c)).

©

Figura III.12. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 4 horas (a) antes da formagio de

bolhas; apods a formagao de bolhas (b) durante 1 minuto e (c) durante 2 minutos.

Para biofilmes mais velhos a formagao de bolhas a superficie do eléctrodo por si s6 nao é
capaz de remover o biofilme. Experiéncias efectuadas revelam que ¢é necessario varrer o
potencial nas condi¢des estabelecidas para o ensaio 1 (limites de potencial —0.5 ¢ 1.0 V, a
uma velocidade de varrimento de 0.250 V s') e conjugar com o tempo de formagio de
bolhas. Assim, para um biofilme de 24 horas ¢ necessario varrer o potencial durante 30
minutos e manter o potencial a -2.0 V durante 4 minutos, para obter a limpeza da

superficie.

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 89



Monitorizagao de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Resultados e Discussio

@) ©

Figura III.13. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 24 horas (a) antes da voltametria
ciclica; ap6s a formagao de bolhas durante 4 minutos (b) sem varrer o potencial e (c) apos

varrer o potencial nas condi¢oes do ensaio 1.

Pela a analise da Figura I11.13 (a) pode ainda constatar-se que um biofilme de 24 horas ja
entrou na fase de maturagiao, com producio de polimeros, que sdo as manchas verde-

amareladas.

Biofilmes de 3 e 5 dias necessitam de um elevado tempo de formagao de bolhas para serem
removidos, que ascende aos 10 minutos, ap6s varrimento do potencial durante 30 minutos.
Neste caso a quantidade de biofilme formado é muito elevada, havendo também
quantidades apreciaveis de polimeros. O facto de biofilmes de diferentes idades (3 e 5 dias)
poderem ser removidos com o mesmo tempo de formagao de bolhas pode ser explicado
tendo em consideragio que, em certos casos, a fase de maturagdo pode ocorrer em
simultaneo, com a fase de desprendimento (neste caso fala-se do desprendimento natural
que ocorre em certas zonas dos biofilmes) e, consequentemente a quantidade de biofilme
ser praticamente igual (Bryer, 2000). Na Figura III1.14 (a) representa-se um biofilme de 3
dias, onde se pode contemplar a grande quantidade de polimeros formados, que quase

cobrem a superficie do eléctrodo.
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(@) (b) ©
Figura III.14. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 3 dias (a) antes da voltametria
ciclica; ap6s a formagao de bolhas durante 10 minutos (b) sem varrer o potencial e (c) apds

varrer o potencial nas condi¢oes do ensaio 1.

Na Figura II1.15 pode observar-se um biofilme de 5 dias. Salienta-se o facto de haver uma
quantidade muito grande de polimeros que praticamente cobrem a superficie do eléctrodo,

bem como a quantidade de biofilme que se encontra na zona de vidro, que rodeia o

eléctrodo.

@) (b) ©
Figura III.15. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)
dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 5 dias (a) antes da voltametria
ciclica; ap6s varrer o potencial nas condigoes do ensaio 1 e a formagao de bolhas durante

10 minutos (b) zona da platina e vidro (c) zona do vidro.

Em biofilmes mais velhos, quando apenas se promove a formagdo de bolhas por um
potencial a -2.0 V estas nao sio suficientes para remover o biofilme, quer porque a

quantidade de biofilme formado ja é consideravelmente elevada (existe uma grande
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quantidade de células aderidas, bem como de polimeros extracelulares), quer porque se
supoe que as for¢as de ligagdo com a superficie ¢ no biofilme sejam mais fortes. Admite-se,
deste modo, que o varrimento do potencial vai, de algum modo, enfraquecer essas ligagcdes
deixando um espaco (ainda que microscopico) entre as células e a superficie de platina, que
sera ocupado por agua. Assim, existe uma area maior onde se podem formar as bolhas de
hidrogénio que varrem e empurram o biofilme, libertando-o da platina e da zona do vidro
que circunda a platina. Salienta-se, porém, o facto de que mesmo sem que o potencial seja
varrido, a formacao de bolhas é capaz de remover grande quantidade de biofilme (Figuras
II1.13 (b) e 111.14 (b)). Isto acontece porque a formagao de bolhas devido a electrélise da
agua niao ocorre somente Nos espacos vazios (sem biofilme), mas também em zonas de
platina cobertas por biofilme. De facto, o biofilme é constituido maioritariamente por agua
(cerca de 90%), logo pode ocorrer a hidrdlise da agua presente no biofilme, originando
bolhas de gas quando o potencial é muito baixo. Na realidade essas bolhas que se formam
empurram o biofilme da superficie. Para além disso, quando as bolhas se afastam da zona
de formagcio, junto a superficie, fazem o “varrimento” do biofilme da superficie, mesmo
daquelas zonas (vidro) onde ndo se formam bolhas. As bolhas que eventualmente se
formam no interior da matriz podem enfraquecer a estrutura da matriz, conduzindo ao

desprendimento de parte do biofilme (Gantzer ez al., 1989)

Com o objectivo de ilustrar estes fenémenos apresenta-se a Figura II1.16 onde ¢ possivel
observar um eléctrodo de platina com um biofilme de 3 dias, ap6s ter sido promovida a
formagdo de bolhas. Nesta imagem é bem visivel uma zona do vidro, mais afastada da
platina, mais densamente colonizada (zona corada a laranja). A zona indicada pelas setas é
ainda vidro, no entanto, contrariamente ao que seria de esperar, esta zona nao apresenta

células, pois estas foram “varridas” pelas bolhas que as empurraram para a zona do vidro
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mais afastada da platina. Finalmente, na superficie de platina verifica-se que existe uma
diminui¢do apreciavel do biofilme e da quantidade de polimeros (zona corada a verde).
Note-se que ainda existem células na superficie da platina, uma vez que apenas foram
formadas bolhas sem o potencial ter sido varrido previamente, o que ja se tinha constatado

que nio ¢ um procedimento suficiente para limpar a superficie do eléctrodo de platina.

Figura III.16. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100x)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 3 dias apos a passagem das bolhas.

Para biofilmes de 7 dias ndo se atingiu o objectivo pretendido, pois nao foi possivel obter
uma superficie completamente limpa. Apds o varrimento do potencial entre -0.5 ¢ 1.0 V a
250 V s (condi¢des do ensaio 1), durante 30 minutos, seguido da formagio de bolhas
durante 15 minutos, ainda eram visiveis bastantes células. Experimentou-se, entdo, um
procedimento diferente: varreu-se o potencial nas condi¢cées do ensaio 1 durante 30
minutos, formaram-se bolhas durante 15 minutos, as quais foram removidas por agitagao
mecanica do eléctrodo, formando-se novamente bolhas durante 15 minutos. Pretendia-se,
desta forma, que a segunda formagao de bolhas arrastasse as células remanescentes apds o

primeiro procedimento. Contudo, comprovou-se que as células estao de tal forma aderidas,
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isto ¢, as forcas de adesdo sao de tal ordem elevadas, que nio ¢ possivel remové-las por esta

técnica, pois ndo se consegue quebrar estas ligagoes.

A Figura III1.17 mostra fotografias de um eléctrodo de platina com biofilme de 7 dias na

superficie, antes e ap6s a formacao de bolhas de hidrogénio (2 vezes).

(2)

Figura III.17. Fotografias obtidas por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 630X)

dum eléctrodo de platina onde cresceu um biofilme de 7 dias (a) antes da voltametria
ciclica; (b) ap6s varrer o potencial nas condi¢des do ensaio 1 (-0.5¢ 1.0 Va250 Vs') ea
formacdo de bolhas durante 15 minutos seguida de nova formag¢iao de bolhas durante 15

minutos.
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Capitulo IV

Conclusodes e propostas de trabalho futuro

Neste capitulo apresentam-se as conclusdes extraidas apds a execugdo deste estudo e
propoem-se alguns trabalhos com o intuito de aprofundar alguns assuntos aqui tratados e a
continuar as experiéncias, de forma a que este método possa vir a ser implementado na

monitorizacao de biofilmes na industria.
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Apbs a analise dos resultados pode concluir-se que o método de voltametria ciclica pode
ser uma técnica poderosa na monitorizacao de biofilmes, uma vez que existe uma relagio
entre a altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio e a percentagem de area do eléctrodo de
trabalho coberta com biofilme. Assim, quanto menor for a altura desse pico maior sera a
quantidade de biofilme formado. Se por alguma razao o biofilme formado tiver uma
espessura demasiado elevada em que o contacto entre os eléctrodos de trabalho e de
referéncia esteja dificultado, o voltamograma ¢ bastante deformado, ndo sendo sequer
possivel medir a altura do pico de dessor¢io de hidrogénio. Verificou-se, ainda, que a
aplicagio de apenas um varrimento de voltametria ciclica nao destr6i o biofilme,
permitindo uma monitorizacio em continuo do biofilme (isto ¢, seguir a formacao do

biofilme ao longo do tempo).

Relativamente ao estudo das condigdes de voltametria ciclica aplicadas, comprovou-se que
a voltametria ciclica, aplicada repetidamente, por si s6, nio é capaz de originar um
eléctrodo limpo, isto ¢, livre de células ou biofilme. Conseguiu-se obter mais remogao
diminuindo a velocidade de varrimento do potencial e foi também possivel obter uma
morte total das células aumentando o limite positivo do potencial ou diminuindo o pH da
solu¢do. No entanto, verificou-se s6 ser possivel obter um eléctrodo limpo através da
formacdo de bolhas de gas, neste caso concreto bolhas de hidrogénio, uma vez que as
bolhas se formaram devido a um potencial de -2.0 V, as quais promovem a libertagiao

mecanica das células.

A partir dos resultados obtidos apds o estudo das condi¢des de voltametria ciclica

concluiu-se que, para se obter um eléctrodo sem células, era fundamental promover-se a
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formacdo de bolhas (neste caso de hidrogénio), as quais, formando-se na superficie de
platina do eléctrodo, varriam e empurravam as células. Concluiu-se que biofilmes num
estado inicial de formac¢io — 2 e 4 horas — sdo facilmente removidos, sendo somente
necessario recorrer-se a formacao de bolhas. No caso de biofilmes mais velhos — com mais

de 24 horas — é necessario que o potencial seja varrido a 0.250 V s, entre os limites de

>
potencial -0.5 e 1.0 V antes da formacao de bolhas, para haver erradicacao do biofilme.
Denotou-se, ainda, que biofilmes com 7 dias de idade, nio podem ser completamente
erradicados, mesmo que se efectue uma segunda formacao de bolhas de hidrogénio.
Conclui-se, entdo, que quanto mais velho for o biofilme, maior é o tempo de formagao de
bolhas gasosas necessario para limpar o eléctrodo. Este resultado ¢ talvez devido a
crescentes forgas de atracgao entre as células e a superficie que se vao estabelecendo com a
idade, tornando-se de tal modo fortes que deixam de poder ser quebradas apenas pela
passagem de bolhas, necessitando que uma forg¢a de atrito maior. Para além disso, apesar

das bolhas se poderem formar entre o biofilme e a platina, este fenémeno ocorre com

maior acuidade nas zonas descobertas, que sao menores quanto mais velho for o biofilme.

Com a primeira fase do trabalho pretendeu-se monitorizar biofilmes, tendo indicagio da
quantidade de biofilme formada ao longo do tempo. Quando este atinge determinada
quantidade, deve limpar-se o sistema e recomegar um novo ciclo de monitorizagao. Apesar
de se pretender que a platina (sensor) seja limpa 7z situ com as bolhas, parece que o método

também ¢é capaz de fazer uma “auto-limpeza” do vidro por arrastamento das bolhas.

Talvez fosse interessante aprofundar o conhecimento sobre a natureza das forgas que se

estabelecem entre a platina e as células bacterianas, no entanto, ¢ um assunto muito
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complexo, ficando, contudo, a sugestao para um novo trabalho. Com este trabalho
pretendia-se desenvolver um sensor capaz de ser aplicado em sistemas reais, em que 0s
biofilmes formados nao sao puros, mas constituidos por um conséreio de microrganismos,
pelo que se sugere também a investigacdo utilizando nao uma espécie pura, mas antes uma
cultura mista. Por essa razdo, o estudo das forcas que estio na base da adesio da
Psendomonas fluorescens a platina nio é relevante. Assim, o mais importante foi averiguar se
este método era eficaz na detecgdo de depositos formados e se era possivel limpar o sensor

in situ, deixando-o pronto para nova monitorizagao, objectivo esse obtido com sucesso.

Alcancado o objectivo, fica a sugestao de se investigar esta técnica utilizando uma célula de
fluxo, pois esta aproxima-se mais da realidade e de forma a optimizar o sistema. Propde-se,
ainda, o estudo com agua da torneira, pois o desenvolvimento de microrganismos em agua

potavel é também um problema concreto.
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Bibliografia

Neste capitulo apresentam-se as referéncias bibliograficas dos artigos e livros consultados
para a escrita desta dissertagdo. No final sao também apresentados os sites da Internet
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Neste anexo apresentam-se os voltamogramas ciclicos e uma fotografia representativa da
superficie do eléctrodo para os varios ensaios efectuados, correspondente aos resultados
apresentados em “III. 1. Monitorizac¢ao de biofilmes pela técnica de voltametria ciclica”. Os
voltamogramas e as fotografias apresentados encontram-se divididos em ensaios. Cada
ensaio engloba a formagao de biofilme durante os diferentes periodos de tempo,

correspondendo cada ensaio a cada uma das repeti¢oes efectuadas.

Al.1l. Ensaio1

+* Biofilme 2 horas
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Figura AI.1. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 2 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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4 N

1,50E-05 7
1,00E-05 1
5,005-06 1
0,00E-+00 1

5,00E-06 1

Intensidade (A)

1,00E-05 1

1,50E-05
1 05 0 05 1 15

Potendal (V)

@) (b)

Figura AL.2. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apos 1 varrimento(b).
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Figura AL.3. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AL.4. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V 5™, em

tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AL.5. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AL.6. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 2 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AL.7. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AL.8. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AL.9. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.10. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.11. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.12. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.13. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.14. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.15. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Al.2. Ensaio 2
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Figura AI.16. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.17. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.18. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 2 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).

4 A

120505
8 00E-06
400E-06
0,00E+00
400E-06 |
-800E-06 |
-120E-05

()

Intensidade

-1 0,5 0 05 1 15

Potencial (V)

@) )

Figura AI.19. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.20. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.21. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.22. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia

obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.23. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia

obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apos 1 varrimento(b).
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Figura AI.24. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia

obtida por microscopia epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AI.25. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia

obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AI.26. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.27. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.28. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apos 1 varrimento(b).
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Figura AI.29. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 2 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AI.30. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apos 1 varrimento(b).
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Figura AI.31. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a2 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Al.3. Ensaio 3
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Figura AI.32. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 1 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.33. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.34. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apos 1 varrimento(b).
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Figura AI.35. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia

obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AI.36. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apos 1 varrimento(b).
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Figura AI.37. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.38. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 2 0.250 Vs, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.39. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagio 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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+* Biofilme 12 horas
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Figura AI.40. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.41. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 2 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.42. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).

4 N
5,50E-05
< 350E-05 |
L)
=
S 1,50E-05 1
g
g
& -500E-06 1
-2,50E-05
-1 05 0 05 1 15
Potencial (V)
= /

@) (b)

Figura AI.43. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AI.44. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 12 0.250 V s, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagdo 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).

- N
1,00E-05 -
< 500806 |
[}
o
<
= 000F+00 -
(=]
8
£ 500506
100E-05
4 05 0 05 1 15
Potencial (V)
N J

@) (b)

Figura AI.45. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 2 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Figura AI.46. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 3 a 0.250 V s™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo apds 1 varrimento(b).
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Figura AI.47. Voltamograma ciclico obtido para o eléctrodo de platina 4 a 0.250 V 5™, em
tampao fosfato pH 7 e entre os limites de potencial -0.5 e 1.0 V (a) e respectiva fotografia
obtida por microscopia de epifluorescéncia (ampliagao 100X) da superficie do mesmo

eléctrodo ap6s 1 varrimento(b).
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Neste anexo serdao apresentados os valores obtidos para a altura do pico de dessor¢ao do
hidrogénio, bem como a correspondente percentagem de area de eléctrodo coberta por

biofilme, para cada ensaio (repeti¢oes).

Nestas tabelas irdo aparecer alguns valores sublinhados, que significa que estes valores nao
foram considerados para a média, pois nao siao estatisticamente aceitiveis, por se

encontrarem muito afastados dos outros dois ensaios (triplicados).
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Tabela AII.1. Valores da altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio e percentagem de area

de eléctrodo coberta, obtidos para o ensaio 1.

Idade do . Altura do pico de dessorgio Area coberta
biofilme N*do do hidrogénio x107
eléctrodo (%)
() (G
1 4.886 9.3
2 4.010 5.7
2
3 3.545 22.3
4 2.197 289
1 4.337 11.2
2 2.777 26.9
6
3 3.058 30.0
4 1.103 26.6
1 3.936 53.4
2 2.196 48.5
12
3 7.102 39.9
4 1.346 25.9
1 3.736 73.9
2 2.451 27.6
24
3k - -
4 1.640 51.5

* , ~ . . , . .

Para este eléctrodo nio existem valores para a altura do pico e para a drea coberta, pois ao retirar-
se o eléctrodo do fermentador de diluigdo verificou-se que a platina estava completamente tapada
por fita de teflon, considerando-se esta experiéncia nula.
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Tabela AII.2. Valores da altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio e percentagem de area

de eléctrodo coberta, obtidos para o ensaio 2.

Idade do o Altura do pico de dessorgio .
biofilme Ndo do hidrogénio x10 S CE
eléctrodo Y
(h) (A) (o)
1 0.567 8.6
2 1.906 10.7
2
3 1.278 16.2
4 1.322 9.2
1 3.089 13.3
2 2.073 13.1
6
3 1.545 9.8
4 1.527 13.3
1 2.092 493
2 - 40.7
12
3 1.124 31.0
4 0.784 39.3
1 2.066 96.6
2 1.544 94.8
24
3 1.047 89.9
4 0.443 95.8

* , ~ . . .
Para este eléctrodo nao existe valor para a altura do pico, uma vez que o voltamograma obtido era

deformado, por essa razdo também nio se entrou com o valor de area coberta para a média.

Mestrado em Tecnologia do Ambiente — Universidade do Minho 140




Monitorizagdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Anexo 11

Tabela AII.3. Valores da altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio e percentagem de area

de eléctrodo coberta, obtidos para o ensaio 3.

Idade do o Altura do pico de dessorgio .
biofilme Ndo do hidrogénio x10 S CE
eléctrodo Y
(h) (A) (o)
1 3.135 13.2
2 0.471 14.0
2
3 1.391 277
4 1.252 12.1
1 1.944 54.8
2 2.113 56.3
6
3 1.119 36.4
4 1.149 46.5
1 0.233 92.7
2 1.988 82.5
12
3 0.606 81.6
4 _ i
1 1.082 78.6
2 1.245 84.7
24
3 0.305 90.2
4 0.534 88.2

* 7’ ~ . . . . .
Para este eléctrodo ndo existe valor para a altura do pico, pois a quantidade de biofilme era tal
forma elevada que ndo houve resposta do eléctrodo, por essa razdo também ndo se entrou com o

valor de area coberta para a média.
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Na tabela seguinte sio apresentados os valores referentes a média dos 3 ensaios e

respectivos desvios-padrio, obtida para a altura do pico de dessor¢ao do hidrogénio e para

a percentagem de area coberta, para cada eléctrodo.

Tabela AIIL.4. Valores da média e do desvio-padrio, obtidos para a altura do pico de

dessor¢ao do hidrogénio e da percentagem de area coberta, em cada idade de biofilme, para

o eléctrodo 1.

Area coberta

Idade do Altura do pico de dessorciao do
Biohilne hidrogénio x107 (A) (%)
() Média Desvio-padrio Média Desvio-padrio
2 4.011 0.875 11.3 2.0
6 3.123 0.624 12.3 1.1
12 2.087 0.922 51.4 2.1
24 2.295 1.095 83.0 9.8

Tabela AII5. Valores da média e do desvio-padrio, obtidos para a altura do pico de

dessor¢ao do hidrogénio e da percentagem de area coberta, em cada idade de biofilme, para

o eléctrodo 2.

Area coberta

Idade do Altura do pico de dessorgao do
biofilme hidrogénio (A) (%)
(h) Média Desvio-padriao Média Desvio-padrio
2 2.958 1.052 8.2 2.5
6 2.321 0.323 32.1 18.0
12 2.092 0.104 65.5 17.0
24 1.400 0.154 89.8 5.0
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Tabela AII.6. Valores da média e do desvio-padrio, obtidos para a altura do pico de

dessor¢ao do hidrogénio e da percentagem de area coberta, em cada idade de biofilme, para

o eléctrodo 3.

Area coberta

Idade do Altura do pico de dessorgiao do
biofilme hidrogénio (A) D)
(h) Média Desvio-padrio Média Desvio-padrio
2 1.335 0.056 22.0 5.8
6 2.089 0.970 33.2 3.2
12 0.917 0.052 35.5 4.5
24 0.676 0.371 90.1 0.15

Tabela AIL.7. Valores da média e do desvio-padrio, obtidos para a altura do pico de

dessor¢ao do hidrogénio e da percentagem de area coberta, em cada idade de biofilme, para

o eléctrodo 4.

Area coberta

Idade do Altura do pico de dessorciao do
biofilme hidrogénio (A) (%)
(h) Média Desvio-padriao Média Desvio-padrio
2 1.287 0.035 10.7 1.5
6 1.260 0.190 28.8 13.6
12 1.065 0.281 32.6 0.7
24 0.489 0.045 94.0 3.8
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Este anexo inclui o calculo do tempo durante o qual cada eléctrodo funcionou como anodo
e como catodo (um eléctrodo funciona como anodo quando a intensidade de corrente é
positiva e como catodo quando é negativa). Apresentar-se-a apenas um exemplo de calculo
para o eléctrodo 1, referente ao ensaio 1, uma vez que para todos os eléctrodos em todos

os ensaios se processou do mesmo modo.

AIIIL.1. Célculo do tempo total de cada ciclo

O tempo total de cada ciclo foi determinado a partir do potencial total percorrido em cada
ciclo e da velocidade de varrimento. Para o ensaio 1, os limites de potencial eram -0.5 ¢ 1.0
V, logo 1.5 V. Como cada ciclo tem 2 varrimentos (o varrimento directo e o varrimento

inverso — quando inverte o sentido) entao o potencial total de cada ciclo é
15Vx2=30V
e o tempo total de cada ciclo:

3.0V
0.250V s~

AIIIL.2. Célculo do tempo durante o qual o eléctrodo esteve exposto a

uma intensidade de corrente negativa

Os dados relativos ao voltamograma ciclico, obtido para o ensaio 1, foram editados em
Excel, permitindo obter o valor de potencial ao qual a intensidade de corrente passa a

negativa e posteriormente a positiva. Foram obtidos os seguintes pontos:
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1,00E-05

5,00E-06

)

0 J0E+00

-5, 00E-06

-1,00E-05

Intensidade (#)

-1,50E-05

-2, 00E-05 r . .
-1 40,5 0 0,5 1,5

—_

Potencial (W)

Pontoa =0.62V

Ponto b =-0.46 V;

Calculou-se o potencial total do voltamograma ciclico abaixo da linha tracada na figura
anterior, tendo em considera¢io que o potencial vai de 0.62 a -0.5 V e ¢é no varrimento
inverso que a intensidade de corrente passa a positiva. O potencial relativo a uma

intensidade de corrente negativa para o varrimento directo ¢é

[-0.5V|+0.62V =112 V

€ para o varrimento inverso

—0.5V—(-046V)=004 V

logo o potencial total sera a soma dos dois potenciais

112V +0.04V=116V
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Por ultimo calculou-se o tempo durante o qual a intensidade é negativa, dividindo o valor

do potencial pela velocidade de varrimento aplicada (neste caso 0.250 V' s™)

1.16 V

— = 4064s
0.250V s~

AIIL3. Calculo do tempo durante o qual o eléctrodo esteve exposto a

uma intensidade de corrente positiva

O tempo durante o qual cada eléctrodo esteve a uma intensidade de corrente positiva foi
calculado subtraindo-se o tempo de intensidade de corrente negativa ao tempo total de

cada ciclo:

12 -4.64=7.36s

AIIIL.4. Célculo do tempo durante o qual o eléctrodo esteve exposto a

um potencial positivo

Para se determinar o tempo de cada ciclo durante o qual o potencial ¢ positivo, dividiu-se o
potencial positivo de cada ciclo pela velocidade de varrimento. Os valores de potencial
(positivo e negativo) sdo iguais para todos os eléctrodos dentro do mesmo ensaio. Para o
ensaio 1, o valor de potencial variou entre —0.5 e 1.0 V, logo, o potencial positivo total de
cada ciclo é 2 V (1 V no varrimento directo e 1 V no varrimento inverso). O tempo de

potencial positivo em cada ciclo, sera:

20V
— =805
0.250V s
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AIIL5. Célculo do tempo durante o qual o eléctrodo esteve exposto a

um potencial negativo

Para se calcular o tempo de potencial negativo de cada ciclo, subtraiu-se o tempo de

potencial positivo ao tempo total de ciclo:

12-8.0=40s
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Neste anexo sdo apresentadas tabelas com os valores da gama de potencial ao qual a
intensidade de corrente passa a negativa, bem como o tempo durante o qual a intensidade

de corrente é negativa e positiva.

Tabela AIV.1. Valores de potencial e de tempo durante o qual a intensidade de corrente é
negativa e positiva, para cada um dos eléctrodos, para as condi¢oes de operagao: velocidade

de varrimento 0.250 V s, limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V.

Limites de potencial | Potencial | Tempo para | Tempo para
Eléctrodo paral <0 total I<0 I>0
\)) \) (s) )

0.622a-0.5

1 1.16 4.64 7.36
-0.5a-0.46
0.70 a2 -0.5

2 1.26 5.04 6.96
-0.5a-0,44
0,70 a2 -0,5

3 1.27 5.08 6.92
0.52-0,43
0.70 a2 -0.5

4 1.25 5.00 7.00
-0.52a-0.44
0.70 a2 -0.5

5 1.26 5.04 6.96
-0.52a-0.45
0.67a-0.5

6 1.23 4.92 7.08
-0.52a-0.45
0.712-0.5

7 1.27 5.08 6.92
-0.52a-0.45
0.71a-0.5

8 1.27 5.08 6.92
-0.52a-0.45
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Tabela AIV.2. Valores de potencial e de tempo durante o qual a intensidade de corrente é

negativa e positiva, para cada um dos eléctrodos, para as condi¢oes de operagao: velocidade

de varrimento 0.150 V s, limites de potencial -0.5 e 1.0V.

Limites de potencial | Potencial | Tempo para | Tempo para
Eléctrodo paral <0 total I<0 I>0
V) ™ (s) (s)

0.652-0.5

1 1.28 8.53 11.47
-0.52a-0.37
0.67a-0.5

2 1.25 8.33 11.67
-0.52a-0,42
0,69 a-0,5

3 1.26 8.40 11.60
0.52-0,43
0.67a-0.5

4 1.24 8.27 11.73
-0.52-0.43
0.68 a-0.5

5 1.24 8.27 11.73
-0.52a-0.44
0.78 2 -0.5

6 1.34 8.93 11.07
-0.52a-0.44
0.70 a2 -0.5

7 1.25 8.33 11.67
-0.52a-0.45
0.68 a-0.5

8 1.24 8.27 11.73
-0.52-0.43
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Tabela AIV.3. Valores de potencial e de tempo durante o qual a intensidade de corrente é
negativa e positiva, para cada um dos eléctrodos, para as condi¢oes de operagao: velocidade

de varrimento 0.500 V s, limites de potencial -0.5 ¢ 1.0 V.

Limites de potencial | Potencial | Tempo para | Tempo para

Eléctrodo paral <0 total I<0 I1>0

\)) \) (s) )
0.67 a-0.5

1 1.21 2.42 3.58
-0.5a-0.46
0.68 a-0.5

2 1.23 2.46 3.54
-0.52a-0,45
0,67 a-0,5

3 1.22 2.44 2.56
0.52-0,43
0.66 2 -0.5

4 1.20 2.40 3.60
-0.5a-0.46
0.70 a2 -0.5

5 1.25 2.50 3.50
-0.52a-0.45
0.71a-0.5

6 1.25 2.50 3.50
-0.5a-0.46
0.732-0.5

7 1.20 2.40 3.60
-0.52-0.46
0.66 2 -0.5

8 1.19 2.38 3.62
-0.52a-0.47
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Tabela AIV.4. Valores de potencial e de tempo durante o qual a intensidade de corrente é

negativa e positiva, para cada um dos eléctrodos, para as condi¢oes de operagao: velocidade

de varrimento 0.250 V s, limites de potencial -0.5 ¢ 1.5 V.

Limites de potencial | Potencial | Tempo para | Tempo para
Eléctrodo paral <0 total I<0 I>0
V) \) (s) )

1.00 a-0.5

1 2.24 8.96 3.04
-0.52-0.24
0.952-0.5

2 2.17 8.68 3.32
-0.52a-0,22
0,99 a -0,5

3 2.20 8.80 3.20
0.52-0,21
1.00 a -0.5

4 2.21 8.84 3.16
-0.52-0.21
0.97 a-0.5

5 2.18 8.72 3.28
-0.52-0.21
1.04a-0.5

6 2.24 8.96 3.04
-0.52-0.20
0.99a-0.5

7 2.20 8.80 3.20
-0.52a-0.21
0.99a-0.5

8 2.17 8.68 3.32
-0.52-0.18
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Tabela AIV.5. Valores médios do tempo durante o qual a intensidade de corrente é

negativa e positiva para cada uma das condi¢des de operagao.

Tempo para | Tempo para
Ensaio I1<0 I1>0
(s) (s)
0.250 V s
4.99 7.02
-0.5¢1.0V
0.150 Vs
8.42 11.58
-0.5¢1.0V
0.500 V s™
2.44 3.56
-0.5¢1.0V
0.250 V s
8.81 7.20
-0.5e¢15V
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Na Tabela AV.1 siao apresentados os valores do tempo durante o qual o potencial é

negativo e positivo.

Tabela AV.1. Valores do tempo durante o qual o potencial (E) é negativo e positivo para

cada uma das condi¢des de operagao.

Tempo para

Tempo para

Ensaio E<O0 E>0
(s) (s)
0250 Vs'
4.0 8.0
05e10V
0.150 Vs
6.7 13.3
05e10V
0.500 Vs
2.0 4.0
05e1.0V
0250 Vs' 0 "
05e15V '
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Artigos cientificos publicados



Monitorizagdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens Anexo IV

De seguida apresentam-se uma copia dos 2 artigos publicados em 2 revistas internacionais,

resultantes do trabalho efectuado:

1. Monitoring biofilm formation by using cyclic voltammetry — effect of the
experimental conditions on biofilm removal and activity.
2. The use of cyclic voltammetry to detect biofilms formed by Pseudononas

fluorescens on platinum electrodes.

Existe um artigo aceite e dois em fase de preparacdo, que no entanto ainda nio estdo

publicados e, por essa razao, nao sao aqui apresentados.
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