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RESUMO

Os circuitos de agua industrial constituem locais altamente favoraveis para o desenvolvimento e
proliferagcdo de microrganismos. Consequentemente, a formacdo de biofilmes nos equipamentos ¢ tubagens ¢é
um processo quase impossivel de impedir. Durante muitos anos, a existéncia de biofilmes foi quase que
ignorada. Quando, finalmente, se reconheceu que a maioria dos problemas associados ao sujamento eram de
origem microbiana, rapidamente se comegaram desenvolver estratégias de controlo que englobam,
essencialmente, a aplicagdo de produtos quimicos com propriedades antimicrobianas.

Com o presente trabalho pretendeu-se investigar a eficacia de dois biocidas, carbamato e glutaraldeido,
em sistemas de biofilme, como forma de delinear a estratégia mais efectiva da sua aplicagdo. O trabalho
experimental desenvolvido em laboratorio foi complementado, na fase final, com ensaios realizados numa
industria de pasta e papel.

A adesio inicial de Pseudomonas fluorescens ao ago inox foi favorecida com a aplicagdo de carbamato,
pois este modificou a carga superficial das bactérias para valores positivos ou nulos, facilitando entdo o
processo de adesdo. Esta alteracdo ndo foi observada com o glutaraldeido. A adi¢io de carbamato também
induziu a formagdo de agregados bacterianos fazendo surgir a possibilidade deste biocida poder também ser
usado como um agente de agregagdo microbiana, nomeadamente na industria da pasta e do papel. Esta
possibilidade foi investigada, tendo-se provado que o carbamato possui potencialidades que o assemelham aos
convencionais agentes de retengdo, pois a sua adigdo a suspensdes de pasta e papel originou indices de
retencdo celular bastante elevados.

O glutaraldeido mostrou ser, em termos de efeito letal e nas condig¢des testadas, o biocida mais eficiente
pois causou reducdes de actividade respiratoria de P. fluorescens significativamente superiores as obtidas com
o carbamato. Este facto foi observado quer quando as bactérias cresceram em suspensdo quer quando
formaram biofilme. A supremacia antimicrobiana do glutaraldeido também foi observada quando se incluiram
particulas abidticas (caulino) nas culturas bacterianas e quando se promoveu a formagdo de biofilmes na
presenca das mesmas particulas.

A presenca de caulino nas suspensdes celulares estimulou claramente a actividade respiratoria de
P. fluorescens, para todos os valores de pH testados. Esta ac¢do estimuladora também se fez sentir quando as
bactérias se constituiram em biofilme. Refira-se até que, neste caso, o efeito estimulador foi mais significativo
do que quando as bactérias se desenvolveram em suspensdo. O caulino, quando incluido nas suspensdes
bacterianas, interferiu negativamente com o desempenho dos biocidas, interferéncia essa pouco pronunciada
no caso do glutaraldeido e mais significativa no caso do carbamato. Os resultados também demonstraram que
o caulino removeu o carbamato do meio liquido, diminuindo consequentemente a sua disponibilidade para as
bactérias. Este efeito parece estar associado a adsor¢@o quimica do biocida nas particulas de argila.

Quando aplicados a biofilmes, os biocidas mostraram ser mais eficientes na reducdo da actividade
bacteriana dos biofilmes do que na redugdo da biomassa acumulada, podendo-se concluir que, nas condi¢des
testadas, a ac¢do dos biocidas ¢ mais marcada na desinfeccdo dos biofilmes do que na sua remogdo das
superficies metalicas. Estes resultados realgaram a importancia de, conjuntamente com os biocidas, se
implementarem métodos fisicos de limpeza. Ambos os biocidas demonstraram também ser mais eficazes na
reducdo da actividade respiratoria das P. fluorescens em suspensdo do que quando estas bactérias estavam
constituidas em biofilme. Esta diferenga de eficiéncia estd geralmente associada ao desenvolvimento de
formas de resisténcia por parte do biofilme

Os ensaios realizados na industria corroboraram os resultados obtidos em laboratorio, isto €, ambos 0s
biocidas voltaram a ser mais eficientes na redugdo da populagdo microbiana em suspensdo nas “aguas
brancas” do que na remogdo de massa dos depositos. O glutaraldeido mostrou, novamente, ser mais eficaz do
que o carbamato. No entanto, o carbamato confirmou possuir capacidade de aglomeracdo celular uma vez que,
a carga microbiana em suspensao diminuiu consideravelmente quando a dgua branca, tratada com carbamato,
foi filtrada. Esta acrescida redug¢do dos microrganismos, que ndo pode ser menosprezada, caracteriza,
decididamente, o carbamato como um ajudante de agregacdo e sugere que o uso dos convencionais ajudantes
de retencao pode ser eficiente no controlo dos efeitos microbianos indesejaveis. Este tipo de abordagem, do
ponto de vista ambiental, seria preferivel, porque o potencial de formacao de biofilme seria reduzido sem a
introdugdo de compostos toxicos nos sistemas de agua.



ABSTRACT

The industrial water circuits represent favourable environments for the growth and proliferation of a
large range of microrganisms. Therefore, it is quite impossible to prevent biofilm formation in the equipment
and pipes. For many years, the biofilms were often ignored. When it was realised that the great majority of the
fouling problems were related to the microbial activity inside the biofilms, several biofilm control strategies
were developed. These strategies usually comprise antimicrobial chemical substances.

The main goal of this work was to investigate the effect of two biocides, carbamate and glutaraldehyde,
in biofilm systems, in order to elaborate the most effective strategy for the application of these two chemicals.
The experimental work carried out in well defined laboratory conditions was reinforced with industrial tests
performed in a pulp and paper industry.

The initial adhesion tests showed that carbamate improved the bacterial adhesion to the metal surface,
since it shifted the Pseudomonas fluorescens electrical charge to neutral or positive values. The same effect
was not observed with the application of glutaraldehyde. The addition of carbamate also promoted the
formation of microbial aggregates and its adhesion to the metal substratum. These results suggested that
carbamate could be used as an aggregation agent, namely in the in the pulp and paper industry. This
possibility was investigated and the potential for using carbamate as a retention agent was proved, since
carbamate significantly enhanced the cell retention on the cellulose fibres.

In this work, glutaraldehyde proved to be, in terms of lethal effect, more efficient than carbamate, since it
caused a greater reduction in the bacterial activity. This fact was observed in the suspended bacterial cultures
as well as in P. fluorescens biofilms. This more aggressive action of the glutaraldehyde was also noted when
kaolin was introduced in the suspended cultures and when biofilms were formed in the presence of the clay.

The presence of the kaolin particles in the bacterial suspended cultures stimulated the respiratory activity
of the bacteria, for all the pH values tested. This stimulatory effect was also observed when the bacteria were
embedded in a biofilm and it seemed to be more significant in this last situation. The kaolin, when introduced
in the bacterial suspensions, negatively affects the biocide performance, this effect being more pronounced in
the case of carbamate and at a less extent in the case of glutaraldehyde. The results also showed that kaolin
was very effective in removing carbamate from the solution, thus decreasing its availability to bacteria. This
removal effect seemed to be due to the chemical adsorption of carbamate on the kaolin particles.

When applied against biofilms, both biocides showed to be more efficient in the reduction of the
bacterial activity than in the reduction of the biomass attached to the substrata. Therefore, it can be concluded
that the antimicrobial action of these biocides was more marked in disinfecting biofilms than in removing the
biological fouling layers. These findings called the attention to the need to implement, together with biocides,
physical methods of biofilm cleaning.

The tests performed in the pulp and paper industry corroborated the results obtained with the laboratory
assays. In fact, both biocides proved to be more effective in reducing the microbial loading of the “white
water” circuit than the deposit accumulated on the steel surfaces. Glutaraldehyde proved to be more effective
than carbamate. Carbamate, in contrast to glutaraldehyde, confirmed to have the ability of promoting cell
agglomeration since the microbial loading decreased much more when the white water, treated carbamate, was
filtered. This fact represents an increase in the overall microbial reduction obtained with the carbamate. These
results suggest that the use of conventional retention agents in pulp and paper processes can be efficient in
controlling unwanted microbial effects. Such methodology is environmental preferable because it reduces the
potential for biofilm accumulation without having to put strong toxic compounds in the water system.
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1.1 ENQUADRAMENTO DO TRABALHO

Nos mais reconditos habitats deste planeta “Terra”, mesmo nos mais inospitaleiros, ¢
possivel encontrar microrganismos, principalmente bactérias. Estas possuem a invejavel
capacidade de colonizar qualquer superficie, desde rochas nuas nas montanhas mais
distantes e indspitas até implantes médicos nos seres humanos. Esta ubiquidade revela que
0s microrganismos possuem uma grande capacidade de resisténcia e adaptagdo a condigdes

ambientais extremas.

Indubitavelmente, ao longo dos tempos, os microrganismos tiveram que desenvolver
formas de vida que lhes conferissem a “seguranca” e a “proteccdo” essenciais para a sua
sobrevivéncia. Nao ¢, portanto, de estranhar que, em ambientes naturais, a maioria das
bactérias sejam encontradas em microcoldnias aderidas a superficies humidas — modo de
desenvolvimento séssi/ — e ndo suspensas e dispersas num ambiente aquatico — modo de
desenvolvimento planctonico. O termo “biofilme” surgiu para descrever a forma de vida
séssil que se caracteriza, essencialmente, pela adesdo de bactérias a suportes solidos, com
consequente producdo de substincias poliméricas extracelulares, constituindo-se, entdo,

uma rede gelatinosa que imobiliza e protege as células microbianas.

A existéncia de biofilmes ¢ uma das mais exemplares formas organizadas de vida
microbiana, capazes de adaptacdo a condi¢des ambientais extremas, como temperaturas
entre —12 °C e 110 °C, valores de pH entre 0.5 e 13, pressdes entre 0 e 1400 bar (Flemming,
1991). Até¢ em fontes fortemente radioactivas foram encontrados biofilmes (Lessel et al.,
1975). Estima-se que mais de 90% dos microrganismos do planeta vivem sob a forma de
biofilmes (Costerton et al., 1987) e que quase ndo existe nenhuma superficie que ndo esteja

ou nao possa vir a estar colonizada por bactérias (Characklis e Marshall, 1990).

Os biofilmes sdo muito importantes em muitos processos ecoldgicos, nomeadamente
nos ciclos de nutrientes e na depuracdo de cursos de agua, pois os consorcios de
microrganismos degradam as substincias poluentes da 4gua contribuindo decisivamente
para a sua pureza. Este potencial natural dos biofilmes é frequentemente explorado em

processos biotecnologicos, nomeadamente na area da biotecnologia ambiental.
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Os biofilmes, como ciéncia e tecnologia, constituem uma area de investigacdo
relativamente nova. Atribui-se a Zobell (1943) o primeiro estudo relacionado com
biofilmes, em que foi reconhecido que a colonizacao bacteriana de superficies solidas
constituia uma influéncia positiva na actividade das bactérias. Até aos anos 70, a
investigacdo em biofilmes avangou lentamente (Marshall, 1976). Com o advento de técnicas
microscopicas mais sofisticadas e efectivas foi possivel constatar que a maioria dos
microrganismos nos ambientes naturais se encontrava aderida a suportes solidos e nao
dispersa e suspensa nos sistemas aquaticos (Costerton et al. 1978), concluindo-se, entdo,
que o modo de vida séssil predominava sobre o planctonico. Consequentemente, a partir da
década de 80, assistiu-se a um desenvolvimento rapido da investigacdo e entendimento dos
processos de biofilme, ndo s6 nos tratamentos de agua e agua residual, mas também em
muitas outras areas relacionadas com a ecologia microbiana (Lazarova e Manem, 1995), tais

como na industria, na medicina e na agricultura.

O estudo sistematico de biofilmes justifica-se uma vez que ¢ um assunto de interesse
multidisciplinar pois o seu entendimento requer conceitos de varias areas do Saber,
microbiologia, bioquimica, quimica, engenharia, medicina, etc., e engloba matérias que
podem ir desde o crescimento microbiano e cinética de crescimento até ao transporte de

massa e dindmica de reactores.

Porém, nem tudo ¢ um “mar de rosas®, pois a existéncia de biofilmes também pode
contribuir, ¢ de forma bastante incisiva, para a deterioracdo do ambiente circundante, da
superficie que os suportam, bem como dos processos produtivos onde ocorrem. Estes
biofilmes indesejaveis, que estdo na base do processo por vezes designado de sujamento
biologico (“biofouling”, em inglés), afectam uma grande variedade de habitats, sendo as
principais causas do aparecimento de uma enorme diversidade de problemas (Characklis,
1991; Mattila-Sandholm e Wirtanen, 1992) que, geralmente, se traduzem em acentuados

prejuizos econdmicos.

A existéncia de sujamento biologico fez despontar a necessidade de desenvolvimento
de estratégias de controlo. Estas estratégias devem retardar a formacgdo de biofilmes e
reduzir, ou mesmo eliminar, a sua acumulagdo nos equipamentos. Para a concretizagao
destes propdsitos, a estratégia mais comum engloba a utilizacdo de biocidas — substdancias

quimicas com propriedades antimicrobianas. A selec¢cdo do biocida mais efectivo deve ser
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sempre suportada por estudos laboratoriais prévios, no sentido de determinar,
essencialmente, a concentragdo mais adequada, bem como o tempo e a frequéncia de
aplicagdo mais correctos (Cloete ef al. 1998). Os inconvenientes ambientais associados ao
uso de biocidas ndo podem ser descurados e devem sempre ser considerados na escolha do

biocida.

1.2 OBJECTIVOS

Foi, entdo, no dominio da aplicacdo de biocidas no controlo de biofilmes, que o
presente trabalho se desenvolveu. A opg¢do por esta area de investigagdo surge na
continuidade de trabalhos anteriores (Vieira, 1995) que se debrugaram, essencialmente, na
formagdo e caracterizagdo de biofilmes e que alertaram para a necessidade de estudar

métodos efectivos para o seu controlo.

Para este estudo, escolheu-se a Pseudomonas fluorescens como ‘“bactéria-modelo”,
dada a ja significativa coleccdo de dados sobre esta estirpe disponivel no grupo de

investigacdo em que o presente trabalho se insere.

Numa primeira fase, pretendeu-se testar dois biocidas, carbamato e glutaraldeido, no
controlo da populacdo bacteriana em suspensdo bem como na formacdo de biofilmes de
P. fluorescens, na perspectiva de definir o melhor procedimento de aplicacdo destes agentes
antimicrobianos. Pretendeu-se, também, conhecer a influéncia de particulas abidticas no
desempenho dos biocidas, bem como na estrutura e actividade de biofilmes formados na sua

presenga.

Numa fase posterior, pretendeu-se caracterizar o desempenho dos mesmos biocidas na
prevencao da formacdo de biofilmes e no controlo da populagdo microbiana num ambiente

industrial real.

1.3 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo esta organizada em dez capitulos principais.

Neste 1° Capitulo, pretende-se orientar o leitor para o tema deste trabalho,

apresentando-se o contexto e as motivacdes que estiveram na base desta dissertacdo.
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Também se expde, neste capitulo, os objectivos gerais da dissertagdo, bem como o modo

como esta foi organizada.

O Capitulo 2 constitui uma revisdo bibliografica sobre o tema dos biofilmes.
Apresenta-se o conceito de biofilme, fazendo-se uma breve alusdo aos seus principais
constituintes, e faz-se uma descricao sumaria dos mecanismos de formacao de biofilmes,
apontando as suas principais vantagens e inconvenientes. Referem-se os factores que
afectam a formagao de biofilmes, dando-se especial relevo aos efeitos das particulas sélidas
suspensas, pH e velocidade do liquido no processo de acumulagdo de biofilmes, bem como
as suas implicacoes na actividade dos microrganismos, quer em suspensao quer constituidos
em biofilme. Sdo também abordados temas como os reactores de biofilme, as suas principais
utilizacdes, salientando-se a necessidade de desenvolvimento de dispositivos para a

monitorizagdo facil e efectiva da acumulacao de biofilmes.

No Capitulo 3 apontam-se os principais métodos de controlo da formacao dos
biofilmes, referindo-se de modo especial os mais usados no combate ao sujamento bioldgico
industrial. Os biocidas, sendo uma das medidas mais utilizadas no controlo de biofilmes, sdo
objecto de uma descricdo mais detalhada. Os aspectos ambientais inerentes ao uso de
biocidas sao também referidos, assim como as mais recentes investigagdes no sentido de se
encontrarem medidas alternativas simultaneamente eficazes e aceitdveis do ponto de vista

da saude humana e do ambiente.

Os métodos analiticos e instrumentais aplicados durante a execu¢do do trabalho
experimental sdo descritos no Capitulo 4. Sdo também expostos, neste capitulo, as
metodologias e equipamentos utilizados no cultivo da bactéria Pseudomonas fluorescens na
forma plancténica e na formacdo de biofilme. Faz-se também uma caracterizagdo sumaria
dos biocidas testados bem como das particulas inorganicas (caulino). As metodologias

experimentais mais especificas serdo descritas em capitulos subsequentes.

O~

Para compreensdo dos fendmenos envolvidos na adesdo de bactérias a suportes
decisivo conhecer as propriedades superficiais quer das células quer dos suportes e
relacionar essas propriedades com a quantidade de bactérias aderidas. O Capitulo 5
apresenta resultados referentes a accdo dos biocidas na adesdo inicial de bactérias

P. fluorescens a superficies de aco inox e na carga superficial das bactérias quando tratadas
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com diferentes concentracdes de carbamato e glutaraldeido. A relacao destes valores com a

adesdo inicial das bactérias também ¢é discutida.

No Capitulo 6 averigua-se a possibilidade do carbamato poder ser utilizado como um
ajudante de retenc¢do, para além do seu uso convencional como biocida, nas industrias de
pasta e papel. A capacidade, apresentada pelo biocida, de modificacdo da carga eléctrica

superficial foi o principal factor que induziu esta possibilidade.

O uso de biocidas no controlo microbiano dos circuitos de 4gua € uma préatica corrente,
mas que deve ser sempre considerada com ponderagdo, principalmente no que respeita a
concentracdo mais adequada de biocida a aplicar e ao tempo de exposi¢do dos

microrganismos ao agente antimicrobiano.

O Capitulo 7 avalia o efeito de dois biocidas, carbamato e glutaraldeido, na actividade
respiratoria de suspensdes bacterianas de Pseudomonas fluorescens, em funcdo da
concentracdo de biocida aplicado, do tempo de contacto das bactérias com o biocida e do
valor de pH do meio. Também se inclui neste capitulo o estudo que visou investigar se a
presenca de particulas inorganicas, caulino, nas suspensdes bacterianas interferia com o
desempenho antimicrobiano dos biocidas. Simultaneamente, ¢ ainda avaliada a
possibilidade das particulas de caulino interferirem com a actividade respiratoria das

bactérias e, por consequéncia, dissimular a eficiéncia dos biocidas.

Os microrganismos organizados em biofilme sdo mais resistentes a ac¢ao agressiva dos
agentes antimicrobianos do que quando se desenvolvem de forma dispersa nos sistemas
aquosos. Uma vez conhecido o efeito dos biocidas nas culturas bacterianas em suspensao,
no Capitulo 8 ¢ investigado o efeito dos mesmos biocidas em biofilmes formados pela
P. fluorescens. Simultaneamente, também se estuda se a presenca de particulas de caulino
durante o periodo de formacgdo dos biofilmes afecta a sua formagao e actividade respiratoria
especifica. A possivel interferéncia das mesmas particulas de argila, quando incorporadas
nos biofilmes, no desempenho antibacteriano dos biocidas também ¢ averiguado. Também
se inclui neste capitulo a comparacao do efeito de ambos os biocidas na actividade
respiratoria das bactérias constituidas em biofilme com o observado quando as mesmas

bactérias se desenvolveram em suspensao.

No Capitulo 9 estuda-se o efeito da adicdo continua de biocidas, carbamato e

glutaraldeido, na formagao de biofilmes no circuito de aguas brancas de uma empresa
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produtora de pasta e papel. Para tal, foram desenvolvidos biofilmes sobre placas de ago
inox, colocadas no interior de células de fluxo, por onde circulava um caudal de 4gua real
proveniente do circuito de aguas brancas da maquina de papel. A ac¢do dos mesmos
biocidas no controlo das populagdes microbianas em suspensdo no referido circuito de
aguas brancas também se apresenta neste capitulo. Paralelamente, também se testa a
possibilidade do carbamato poder ser utilizado como um agente de agregacdo neste sector

industrial, assumindo entdo um papel idéntico aos convencionais agentes de retencao.

Por ultimo, apresenta-se no Capitulo 10 uma sintese das principais conclusdes
resultantes do trabalho experimental realizado no dominio desta dissertagdo e apresentam-

se, no seguimento, algumas ideias e sugestdes para trabalho futuro.

1.4 BIBLIOGRAFIA

Characklis, W. G., Marshall, K. C. 1990. Biofilms: A basis for an interdisciplinary approach. In:
Characklis, W. G., Marshall, K. C. eds. Biofilms. New York: Jonh Wiley and Sons, Inc, 3-15.

Characklis, W. G., 1991. Biofouling: effects and control. /n: Flemming, H-C e Geesey, G. G. eds.
Biofouling and Biocorrosion in Industrial Water Systems, Heidelberg, Springer-Verlag, 7-27.

Cloete, T. E., Jacobs, L. e Brozel, V. S. 1998. The Chemical Control of Biofouling in Industrial Water
Systems. Biodegradation, 9, 23-37.

Costerton, J. W., Cheng, K. J., Geesey, G. G., Ladd, T. J., Nickel, J. C., Dasgupta, M. e Marrie, T. 1987.
Bacterial biobilms in nature and disease. Annual Reviews of Microbiolog, 41, 435-464.

Costerton, J. W., Geesey, G. G. e Cheng, K.-J. 1978. How bacteria stick. Scientific American, 238, 86-
95.

Flemming, H-C., 1991. Introduction: biofilms as a particular form of microbial Life. /n: Flemming, H-C
e Geesey, G. G. eds. Biofouling and Biocorrosion in Industrial Water Systems, Heidelberg,
Springer-Verlag, 1-7.

Lazarova, V. e Manem, J. 1995. Biofilm characterisation and activity analyses in water and wastewater
treatment. Water Research, 29, 2227-2245.

Lessel, T., Motsch, H. e Henning, E. 1975. Experience with a pilot plant for the irradiation of sewage
sludge. In: Radiation for a clean environment. Int. Atom. En. Ag., Viena, 447-463.

Marshall, K. C. 1976. Interfaces in Microbial Ecology. Harvard University Press, Cambridge MA, UK.

Mattila-Sandholm, T. e Wirtanen, G. 1992. Biofilm formation in the industry: a review. Food Reviews
International, 8(4), 573-603.

Vieira, M. J. 1995. Dissertacdio de Doutoramento: Estudo da Formagao de Filmes Bioldgicos por
Pseudomonas fluorescens e dos Efeitos Associados a Transferéncia de Massa Interna e a
Incorporagéo de Particulas de Caulino. Universidade do Minho, Braga, Portugal.

Zobell, C. E. 1943. The effect of solid surfaces upon bacterial activity. Journal of Bacteriology, 46, 39-
56.






2. BIOFILMES MICROBIANOS: SUA FORMACAO

Sumario

Este capitulo constitui uma revisdo bibliografica sobre o tema dos biofilmes. Apresenta-se o conceito de
biofilme, fazendo-se uma breve alusdo aos seus principais constituintes, e faz-se uma descricdo sumaria dos
mecanismos de formagdo de biofilmes, apontando as suas principais vantagens e inconvenientes. Referem-se
os factores que afectam a formagdo de biofilmes, dando-se relevo aos efeitos das particulas solidas suspensas,
pH e velocidade do liquido no processo de acumulagdo de biofilmes, bem como as suas implica¢des na
actividade dos microrganismos, quer em suspensdo, quer constituidos em biofilme. Sdo também abordados
temas como os reactores de biofilme e as suas principais utilizagdes, salientando-se a necessidade de

desenvolvimento de dispositivos para a monitorizagdo facil e efectiva da acumulacdo de biofilmes.

2.1 Conceito de biofilme 10
2.2 Formacao de biofilmes 13
2.3 Factores que influenciam o desenvolvimento de biofilmes 18
2.4 Relevancia dos biofilmes 21
2.5 Reactores de biofilme 24

2.6 Bibliografia 33




10 BIOFILMES MICROBIANOS: SUA FORMAGAO

2.1 CONCEITO DE “BIOFILME”

A defini¢ao mais usual de Biofilme ¢ o de uma matriz polimérica de aspecto gelatinoso,
aderida a uma superficie solida, quase sempre imersa em meio liquido, constituida
essencialmente por microrganismos, pelas substancias poliméricas extracelulares que estes
excretam e por dgua. Um biofilme ndo ¢ necessariamente uniforme quer no tempo quer no
espaco, podendo até englobar particulas sélidas (argilas, areias, produtos de corrosao e
particulas organicas) provenientes do meio aquoso onde esta imerso (Characklis e Marshall,

1990; Wimpenny et al., 1993).

Os biofilmes, contudo, ndo aparecem somente em ambientes aquosos, nas interfaces
solido-liquido (superficies imersas), nas interfaces liquido-liquido (petréleo-dgua) e nas
interfaces liquido-ar (superficie da 4gua) mas também nas interfaces solido-ar (superficies
expostas ao ar) (Morton e Surman, 1994; Neu, 1994; Flemming ¢ Wingender, 1999;
Wimpenny, 2000).

2.1.1 Composicao dos biofilmes

Os biofilmes, também conhecidos como “filmes microbianos®, “depdsitos bioldgicos”,
“peliculas microbianas”, “limo”, entre outros nomes descritivos, sdo tipicamente

constituidos por:
e agua;
e mMmicrorganismos;
o substancias poliméricas extracelulares (EPS);
o particulas retidas;

o substancias dissolvidas e adsorvidas;

Sendo um biofilme uma estrutura muito adsorvente (Characklis, 1981) e porosa, ndo
surpreende que a dgua seja a fraccdo mais significativa da massa total do biofilme, podendo

variar entre 70 a 95%, ou mais, da massa total do biofilme (Flemming, 1993). Outros
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autores, por exemplo, referem que a razao massa de agua/massa de biofilme pode ir até
proximo de 99% ou mesmo atingir valores superiores (Christensen e Characklis, 1990; Neu,

1994; Azeredo e Oliveira, 2000).

Os microrganismos representam somente uma pequena parte da massa e do volume de
um biofilme (frequentemente, menos de 10%), embora excretem as substincias poliméricas
que representam a frac¢do dominante da matéria orginica seca do biofilme. Segundo
Flemming (1993), as substancias poliméricas extracelulares, vulgarmente designadas EPS
(“Extracelular Polymeric Substances”), representam cerca de 70 a 95% da matéria orgénica
da massa seca do biofilme. J& Bakke et al. (1984) afirmam que a frac¢do de EPS pode

variar entre 50 e 90 % do total da matéria organica dos biofilmes.

E enorme a diversidade de espécies microbianas que podem estar presentes nos
biofilmes, quer nos habitats naturais, quer nos criados pelo Homem. Microalgas, fungos,
protozodrios, bactérias e virus sdo microrganismos frequentemente encontrados em
biofilmes (Characklis et al., 1990), ainda que sejam as células bacterianas a predominar,

mercé da sua maior versatilidade e resisténcia.

De entre todos os microrganismos, sdo as bactérias que, em condigdes favoraveis, mais
frequentemente produzem biofilme, ainda que umas apresentem, naturalmente, uma maior
aptiddo que outras. Os seus reduzidos tamanhos, elevadas taxas de reproducdo, grande
capacidade de adaptacdo e de producao de substancias e estruturas extracelulares que as
protegem do meio circundante, sdo as principais caracteristicas que fazem das bactérias
excelentes organismos produtores de biofilme (Characklis et al., 1990). Alcaligenes,
Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas e Staphylococcus sdo dos géneros
mais comuns de bactérias produtoras de biofilme (Mattila-Sandholm e Wirtanen, 1992;

Wirtanen, 1995).

Os polimeros extracelulares sintetizados pelos microrganismos constituem uma matriz
de aspecto gelatinoso, fortemente hidratada, a qual Costerton (1978) apelidou de
glicocalice. Estes polimeros extracelulares podem envolver firmemente cada uma das
células como uma discreta camada de cobertura — cdpsula — ou formarem filamentos que se
estendem das células a medida que vao sendo produzidos, constituindo um emaranhado

agregador das células constituintes do biofilme (designado, por vezes, por “slime”).
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A composicao quimica das EPS ¢ muito heterogénea e complexa. Ainda que, de uma
maneira geral, sejam os polissacarideos a predominar (Horan e Eccles, 1986; Wimpenny e?
al., 1993) a matriz polimérica pode também ser constituida por proteinas, substancias
huimicas, acidos nucléicos (ADN, ARN), (Jahn e Nielsen, 1995), glicoproteinas, fosfolipidos
(Gehrke et al., 1998), etc.. Horan e Eccles (1986) referem que os polissacarideos podem
constituir até 65% das EPS totais. Em estudos mais recentes, com biofilmes de
Pseudomonas putida, Jahn et al. (1999) afirmam que sdo as proteinas a maior frac¢ao das
EPS (até 75%) extraidas dos referidos biofilmes. Esta discrepancia de valores constitui um
indicio inequivoco de que ainda ha muito trabalho a realizar nesta area, ndo cabendo,

porém, no ambito do presente trabalho.

A matriz polimérica ¢ responsavel pela morfologia, estrutura, coesdo, integridade
funcional dos biofilmes, e a sua composicdo determina a maioria das propriedades

fisico-quimicas e biologicas dos biofilmes (Flemming e Wingender, 1999).

2.1.2 Vantagens do modo de desenvolvimento em biofilme

O modo de desenvolvimento em biofilme proporciona, aos microrganismos que o
constituem, importantes beneficios, dos quais se destacam os seguintes (Flemming, 1991;

Mittelman, 1998):

« aumento da concentragdo de nutrientes nas interfaces liquido-biofilme uma vez que a

matriz polimérica favorece a adsor¢do de moléculas de nutrientes;

« proteccao contra factores ambientais agressivos, como por exemplo: flutuagdes de pH,
concentragdo de sais, desidratacdo, forcas de tensdo de corte, substancias quimicas

agressivas, agentes bactericidas, antibidticos, predadores, bactérias liticas e metais pesados;

« possibilidade de troca de material genético devido aos longos tempos de retengdo dos

microrganismos;

« facilidade de desenvolvimento de microconsorcios que permitem o estabelecimento de
relacdes de simbiose (liquenes) bem como a utilizagdo de substratos de dificil degradacao

(celulose);

« capacidade para estabelecer e colonizar nichos ecologicos.
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2.2 FORMACAO DE BIOFILMES

2.2.1 Etapas de formacao

A acumulacao de biofilme ¢ um processo natural que, de acordo com Bott (1993),
ocorre segundo um padrdo sigmoidal (Figura 2.1), sendo o resultado de um balango entre

varios processos fisicos, quimicos e biolodgicos que ocorrem em simultaneo.

Fase
estacionaria
\ “Sloughing off”

Biofilme

<«— Fase

Fase de .
exponencial

inducéo

/

\4

Tempo

Figura 2.1 Acumulagdo de biofilme ao longo do tempo.

O desenvolvimento de um biofilme pode-se processar entdo nas seguintes etapas

(Figura 2.2):

o Adsor¢do de substancias organicas dissolvidas a uma superficie sélida em contacto

com um meio aquoso, constituindo-se um “filme condicionador” (1);

o Transporte de microrganismos e outras particulas do meio aquoso para a superficie

solida condicionada (2);
¢ Adesao firme dos microrganismos a superficie (3);

o Transporte de nutrientes da fase liquida para a interface liquido-biofilme, bem como

no interior do filme microbiano (4);

e Produgdo de biofilme devido ao consumo dos nutrientes, consequente crescimento e

reproducao dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros extracelulares (5);

« Transporte de subprodutos do biofilme para o exterior (6);
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e Desprendimento de porgdes de biofilme devido a fendémenos de erosao superficial ou

descolamento subito (“sloughing off”) (7).
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Figura 2.2 Etapas de formacao de um biofilme (adaptado de Melo, 1994).

Cada uma das etapas referidas contribui para o aumento (processos de deposi¢do ou
ganho) ou para a diminui¢do (fendémenos de remocdo, desprendimento ou perda) da
quantidade de biomassa acumulada numa determinada superficie solida, estando entdo o
desenvolvimento de biofilme intimamente dependente, em cada instante, do balango entre

os ganhos e as perdas de biomassa (Gjaltema, 1996).

A adesdo de células microbianas a superficie solida, o crescimento e reprodugdo das
células aderidas e a adesdo de células suspensas ao biofilme, sdo os processos que mais
contribuem para o aumento da quantidade de um biofilme (Bryers, 1983). O
desprendimento de biofilme, a respiracao endogena, a morte celular, a lise celular e o ataque
por predadores sdo os principais fenomenos responsaveis pela diminui¢do da quantidade de

biofilme.

Todos os processos implicados no desenvolvimento do biofilme s3o influenciados pelas
condi¢des hidrodinamicas do meio liquido circundante, pelo que, naturalmente, em fases

especificas do desenvolvimento do biofilme, um dos processos (de deposicdo ou de
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remog¢ao) pode predominar sobre os restantes, tornando-se o processo controlador do
fendémeno global. Os processos intervenientes no crescimento bioldgico do biofilme estdo
intimamente associados aos mecanismos de transferéncia de massa do seio do liquido para a
superficie do biofilme (difusdo molecular quando o fluido estd estagnado ou escoa em
regime laminar, difusdo turbulenta e convec¢do forcada quando o escoamento do fluido ¢
turbulento), seguidos de transporte no interior do biofilme e reac¢do biolodgica (Melo, 1994).
Como a maioria dos processos ocorre de forma consecutiva, o processo mais lento da
sequéncia também influencia e limita a velocidade do processo global de desenvolvimento

do biofilme, tornando-se o processo limitante (Characklis, 1990).

2.2.1.1 Filme condicionador

A formacgao do “filme condicionador” ocorre rapidamente, ap6s o transporte e adsor¢ao
a superficie solida de ides e moléculas organicas dissolvidas no meio aquoso. A velocidade
de formacao da camada condicionadora depende da concentragdo de moléculas organicas no
meio aquoso que contacta com a superficie sélida, da afinidade das moléculas para com o
suporte e das condigdes hidrodindmicas do meio liquido (Chamberlain, 1992). As
caracteristicas do suporte (carga superficial, energia livre de superficie, rugosidade da
superficie solida) desempenham também um papel importante na adesdo de moléculas

organicas (Marshall e Blainey, 1990).

Suportes solidos com caracteristicas superficiais diversas poderdo ser “condicionados”,
isto ¢, revestidos por uma monocamada organica, em poucos minutos de exposi¢do a um
ambiente aquatico natural. Mittelman (1998) afirma até que o filme condicionador ¢
estabelecido nos primeiros 5 a 10 s apds uma superficie sélida limpa ser colocada num
ambiente aquoso. O filme condicionador pode alterar consideravelmente as caracteristicas
fisico-quimicas superficiais dos suportes solidos, favorecendo ou, em alguns casos
reduzindo, a adsor¢cdo de bactérias ao suporte (Fletcher, 1992). Normalmente, o filme
condicionador modera os valores extremos de energia livre de superficie e/ou da carga
eléctrica superficial dos suportes solidos (Chamberlain, 1992; Neu, 1996), favorecendo a

adesdo celular.
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2.2.1.2 Etapas de adesdo microbiana

Apdés a formagdo do filme condicionador, precursor de todo o processo de
desenvolvimento de um biofilme, ocorre uma segunda fase de adesdo, com o transporte de
c¢lulas microbianas desde o meio aquoso até a superficie soélida. Este transporte &,
geralmente, consequéncia do gradiente de concentragdes de microrganismos entre o seio do
meio aquatico ¢ a superficie ou devido a motilidade dos proprios microrganismos. O
desenvolvimento e reproducdo destes primeiros colonizadores pode também contribuir para
a modificagdo das propriedades superficiais do suporte sélido, tornando-o, deste modo, mais
adequado para a subsequente coloniza¢do por microrganismos secundarios favorecendo a

acumulagdo de biofilme (Characklis et al., 1990).

A adesdo dos colonizadores primdrios ¢ fundamentalmente controlada por interacc¢des
negativas e/ou positivas entre a parede celular dos microrganismos e as macromoléculas

constituintes do filme condicionador.

As moléculas organicas do filme podem formar cadeias poliméricas capazes de
estabelecer com as células ligacdes suficientemente fortes para uma adesdo firme, estavel e
irreversivel dos microrganismos a superficie. Esta adesdo de cariz mais permanente ¢é, de
uma maneira geral, precedida por uma adesdo de carécter reversivel que acontece quando,
numa fase inicial, as células estabelecem com o suporte solido condicionado interac¢des
fracas (forcas de van der Waals, for¢as da dupla camada eléctrica, etc.), ndo suficientes para
evitar a sua desor¢do. A adesdo irreversivel ¢ geralmente considerada uma ligagao

permanente, quase sempre mediada pelos polimeros extracelulares (EPS).

As EPS, quer as adsorvidas ao suporte solido e constituintes da camada condicionadora,
quer os polimeros produzidos pela célula e responsdveis pela sucessiva adesdo e
crescimento de camadas de bactérias, desempenham um papel primordial pois parecem
mediar a adesdo dos microrganismos ao filme condicionador, bem como garantir o caracter

irreversivel da adesdao subsequente dos microrganismos.

Para além das EPS, as células microbianas podem produzir apéndices externos
filamentosos, tais como flagela, pili e fimbriae que parecem desempenhar também um papel
importante na adesdo inicial das células as superficies solidas (Characklis, 1990). Estas
estruturas celulares podem ultrapassar as barreiras electrostaticas e formar pontes entre as

células e a superficie.
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2.2.1.3 Desprendimento de biofilme

O desprendimento de por¢des de biofilme pode ser definido como a transferéncia de
biomassa do biofilme para o meio aquoso (Characklis et al., 1990), podendo ocorrer
segundo quatro processos distintos: erosdo superficial, descolamento (“sloughing off”),

abrasdo e ataque por predadores (Bryers, 1987).

A erosdo corresponde a remocdo continua de pequenos fragmentos da superficie do
biofilme para a interface biofilme-liquido, devida essencialmente a alteracdes ambientais na
fase aquosa, nomeadamente alteragdes de fluxo. Fala-se em descolamento de biofilme
quando esporadicamente ocorre o destacamento de grandes por¢des de biofilme em
resultado da alteragdo de certas condigdes dentro do proprio biofilme. O descolamento é
particularmente comum quando o escoamento do liquido ¢ laminar, quando os valores de
tensdo de corte junto ao biofilme sdo relativamente baixos, ¢ quando ocorre producao
interna de gas e alteracdes ao nivel dos nutrientes (esgotamento de nutrientes, aumento

brusco da concentragdo de substrato).

Também pode haver remocao de biofilme por abrasdo devido ao contacto fisico do
biofilme com outras entidades, como por exemplo, colisdo com particulas suspensas
(Gjaltema, 1996). O ataque por predadores (‘“grazing”) pode também reduzir
consideravelmente a acumulagdo de biomassa (Ratsak er al., 1996) em resultado dos

protozodarios se alimentarem na superficie dos biofilmes bacterianos.

As proprias células englobadas no biofilme podem provocar o seu desprendimento pela
segregacdo e excrecdo de enzimas que podem quebrar as ligagdes da matriz polimérica

(Boyd e Chakrabarty, 1994).

O desprendimento ¢ um factor controlador das caracteristicas fisicas e ecologicas dos
biofilmes, bem como do desempenho de reactores de biofilme. E também muito importante
na determinagdo da qualidade da 4gua e na ecologia dos sistemas naturais que contém

biofilmes (Rittman, 1989).
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2.3 FACTORES QUE INFLUENCIAM O DESENVOLVIMENTO DE BIOFILMES

O desenvolvimento de um biofilme pode ser afectado por diversos factores entre os

quais se destacam:
e pH, temperatura;
e forca ionica do meio;
e avelocidade de escoamento do liquido;
e aqualidade e concentragdo de nutrientes do meio liquido circundante;
e caracteristicas dos microrganismos;
e material de construcdo e rugosidade da superficie solida;
e presenga de material particulado;
e presenga de micronutrientes (magnésio, potassio, calcio, sodio, etc.);

e presenca de agentes antimicrobianos.

Revisdes bastante detalhadas e proficuas acerca da influéncia destes e de outros
factores na formagao de biofilmes sdo feitas por Characklis (1990), Vieira (1995) e Bott
(1996). Por serem factores de andlise neste trabalho, o pH, a velocidade de fluxo e a
presenca de particulas so6lidas suspensas no meio liquido, nomeadamente a presenca de

caulino, vao ser objecto de uma abordagem mais pormenorizada.

2.3.1 pH

A maioria dos biofilmes naturais forma-se a valores de pH proximos da neutralidade.
Desvios de pH para valores superiores ou inferiores a 7 irdo com certeza afectar o
desenvolvimento e actividade do biofilme (Bott, 1995), pois o pH tem um efeito

preponderante no metabolismo microbiano.

O pH também afecta as propriedades eléctricas superficiais dos microrganismos e das

superficies solidas, podendo aumentar ou diminuir a repulsdo electrostatica entre as duas
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entidades e, deste modo, interferir com o processo de adesdo dos microrganismos as

superficies.

2.3.2 Efeitos de velocidade e de turbuléncia do fluido

Os efeitos de velocidade, ou melhor dizendo, os efeitos de turbuléncia no seio do fluido
(avaliados pelo nimero de Reynolds), tém um papel significativo no desenvolvimento e
estabilidade dos biofilmes (Bott, 1993). A velocidade e turbuléncia da corrente liquida em
contacto com as superficies solidas interfere com os processos de adesdo, transporte de
nutrientes ¢ de desprendimento dos microrganismos e, consequentemente, com o fenomeno

de desenvolvimento do biofilme.

A velocidade do fluido influencia as taxas de transferéncia de massa do seio do liquido
para o biofilme bem como a taxa de desprendimento de porc¢des de biofilme (Characklis,
1990). Para baixas velocidades do fluido, a resisténcia a transferéncia de massa (nutrientes,
oxigénio, micronutrientes, etc.) do meio liquido para os microrganismos embebidos no
biofilme é mais elevada, logo o crescimento do filme biologico ¢ prejudicado. A medida que
a velocidade aumenta, o nimero de Reynolds também aumenta e consequentemente a
turbuléncia no seio do liquido. Este aumento traduz-se essencialmente em dois aspectos de
caracter oposto: por um lado, provoca um aumento da transferéncia de massa do seio do
liquido para o biofilme que se podera traduzir por um aumento da taxa de desenvolvimento
do biofilme; por outro lado, ao aumentar a velocidade aumentam também as forgas de
tensdo de corte que poderdo causar maior erosdo e desprendimento de por¢des de biofilme
e, por consequéncia, diminuicdo da quantidade de biomassa fixada ao suporte solido. A
redugdo em biomassa origina biofilmes menos espessos, facto este que podera beneficiar o

transporte dos nutrientes no interior do biofilme.

Maiores velocidade e turbuléncia do liquido também podem afectar a estrutura fisica
dos biofilmes, tornando-os, em particular em regime turbulento, mais finos mas também

mais densos e coesos (Vieira et al., 1993).

2.3.3 Influéncia de particulas inorganicas na formacao de biofilmes

A concentracdo de particulas solidas suspensas numa corrente liquida ¢ mais um dos

factores que influencia, de maneira substancial, a formacdo de biofilmes. A intensidade dos
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efeitos nos biofilmes esta dependente da morfologia, quantidade, tamanho e natureza do
material s6lido em suspensdo, bem como do tipo de microrganismo ou consorcio de
microrganismos responsavel pela formagao do biofilme (Bott ¢ Melo, 1992). Por um lado,
determinadas particulas solidas parecem contribuir para a limpeza dos sistemas industriais
devido ao seu caracter erosivo. Bour et al. (1981) referem que praticamente nao foi
detectado biofilme nos circuitos de condensadores em centrais de producdo de energia,
quando se incorporou particulas sélidas na dgua de arrefecimento. Por outro lado, algumas
particulas provenientes da corrente liquida podem ser incorporadas no proprio biofilme,
alterarem a estrutura deste e serem, consequentemente, responsaveis por algumas
implicagdes na sua estabilidade (Bott, 1995). O biofilme podera ficar mais ou menos
resistente as condigdes agressivas do meio circundante. O resultado poderd ser ou o
aumento do crescimento e estabilidade do biofilme, ou exactamente o seu inverso. Por
exemplo, Bott (1995) refere que as particulas de caulino parecem favorecer o
desenvolvimento do biofilme, enquanto que graos de areia parecem actuar como agentes de

limpeza.

2.3.3.1 Influéncia de particulas de caulino — referéncia particular

Vieira e Melo (1997) referem que a incorporacdo de pequenas particulas de caulino em
biofilmes de Pseudomonas fluorescens aumenta a resisténcia dos biofilmes ao seu
desprendimento. Em trabalhos anteriores, Vieira ¢ Melo (1995) acrescentam que o caulino
aumenta o desenvolvimento do biofilme, sendo este efeito mais visivel para velocidades de
liquido elevadas, acrescentando que a explicagdo para este facto se pode dever aos seguintes
factores: o caulino pode actuar como reservatdrio de nutrientes dentro do biofilme ou
modificar a estrutura do depdsito bioldgico de modo a facilitar a difusdo interna dos

nutrientes.

2.4 RELEVANCIA DOS BIOFILMES

O facto de um biofilme ser uma acumulagdo natural de microrganismos numa superficie
solida, pressupde a sua existéncia desde sempre, ainda que o seu reconhecimento e registo

seja mais contemporaneo. Sao numerosos os exemplos de biofilmes naturais, isto €, que se
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formam espontaneamente em quase qualquer superficie imersa em meio aquoso,

apresentando pois uma grande capacidade de adaptacao as mais diversas situagoes.

Do ponto de vista do interesse do Homem, os biofilmes podem ser neutros, benéficos
ou prejudiciais. Neste tltimo caso, os biofilmes passam a ser referidos industrialmente como
sujamento bioldgico, sendo o termo anglo-saxonico “biofouling” um dos mais usados para
descrever estas situagdes. Os efeitos dos biofilmes, quer vantajosos quer adversos, realcam a
sua importancia nos processos naturais e industriais, alertando para a necessidade do seu
estudo e para o desenvolvimento de estratégias de exploracdo (no caso dos biofilmes

benéficos) e combate (no caso dos biofilmes prejudiciais).

2.4.1 Biofilmes benéficos

Na natureza, os biofilmes desempenham papeis fulcrais nos ecossistemas e nos ciclos
de nutrientes (ciclos de azoto, enxofre, fosforo, etc.). Este potencial natural dos biofilmes
foi e continua a ser explorado pelo Homem em inumeros processos biotecnoldgicos, dos
quais a produ¢do de vinagre serd provavelmente o processo mais antigo. A producdo de
“sherry” e de 4cido citrico s@o mais dois exemplos tradicionais de aplicacdo de biofilmes na

industria alimentar (Gjaltema, 1996).

Outra area na qual os biofilmes sdo fortemente explorados ¢ na biotecnologia
ambiental, nomeadamente no tratamento de aguas residuais, ja que os biofilmes podem
remover os poluentes organicos e inorgéanicos presentes nos efluentes. Novamente, esta
aplicagdo biotecnoldgica de biofilmes surgiu apés o Homem ter reconhecido que os
biofilmes acumulados nos leitos dos rios e/ou nas particulas suspensas dos rios e lagos, bem
como em ambientes marinhos, contribuiam para a remo¢ao de contaminantes da agua. Os
filtros de areia, aplicados a purificacdo de 4dgua, constituem, por isso, uma das mais antigas
aplicagdes de biofilmes na biotecnologia ambiental (Harrison, 1921, citado por Gjaltema,

1996).
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2.4.2 Biofilmes prejudiciais: o “Sujamento bioldgico”

2.4.2.1 Definicao de “Sujamento biologico”

Infelizmente, nem sempre as potencialidades naturais dos biofilmes constituem
vantagens para o Homem. Na maioria das situacdes a adesdo de microrganismos a
superficies solidas ¢ indesejavel pois, de uma maneira geral, estd associada a deterioragao
das superficies e/ou do ambiente circundante. Estes biofilmes indesejaveis, vulgarmente
referidos como sujamento biologico ou “biofouling”, afectam uma grande diversidade de
habitats microbianos, como por exemplo os dentes, as lentes de contacto, as proteses e
implantes no corpo humano, os sistemas de distribuicdo de agua potavel, os materiais de
construcao de edificios e monumentos, os processos industriais dependentes de agua, como

permutadores de calor, membranas de osmose inversa e ultrafiltragao.

O sujamento bioldgico ¢ um problema operacional decorrente da existéncia de
biofilmes, isto €, primeiro surge o desenvolvimento de um biofilme que podera evoluir para
sujamento se a sua acumulacdo exceder um determinado “limiar de interferéncia”
(Flemming et al., 1994) a partir do qual surgem consequéncias indesejaveis e danosas,
geralmente de origem microbioldgica. Consequentemente, para que se possam entender os
problemas associados com este fenomeno ¢ necessario o prévio conhecimento das

propriedades e dinamica dos biofilmes.

Na maioria dos sistemas industriais, o sujamento bioldgico surge frequentemente
associado com outros tipos de sujamento (“fouling”) decorrentes da deposi¢ao de particulas
inorganicas, precipitados cristalinos e/ou produtos de corrosdao. Quando se torna complicado
determinar a composi¢ao do material aderido a uma determinada superficie, este geralmente

passa a ser apelidado de deposito.

2.4.2.2 Exemplos de biofouling
Sao referidos de seguida alguns dos mais vulgares exemplos de biofouling. Note-se,
contudo, que esta lista ndo pretende ser, de todo, exaustiva.

A acumulagdo de biofilme nas tubagens de distribuicdo de agua, nos dentes (carie

dentaria), nas paredes de edificios e monumentos (Gaylarde e Morton, 1999), nos cascos de
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navios, etc., aceleram a biodeterioragdo dos materiais, indicio do caracter problematico dos

biofilmes (Bott, 1995).

Nos sistemas de distribuicdo de agua potavel, a formacao de biofilme, e principalmente
o seu desprendimento, constitui um factor de diminui¢do da qualidade da dagua

(LeChevallier e McFeters, 1985).

Na industria da pasta e do papel, a presenca de biofilmes ¢ responsavel pela diminui¢ao
da qualidade do papel (em resultado do desprendimento e incorporagao no papel de por¢des
de biofilme), pela biocorrosdo dos equipamentos, pela formacdo de odores indesejaveis,
etc., que, de uma forma geral, se traduzem em quebras de producdo com os consequentes
prejuizos econdmicos (Mattila-Sandholm e Wirtanen, 1992; Gudlauski, 1996; Klahre ef al.,
1997).

Nos permutadores de calor, o biofouling aumenta a resisténcia a transferéncia de calor e

a queda de pressao, traduzindo-se num maior consumo energético (Bott, 1995).

No campo médico, a adesdo de microrganismos aos tecidos humanos representa um
problema sério que requer precaucdes especiais, uma vez que ¢ referenciada como sendo
responsavel por uma grande variedade de problemas na satde, como por exemplo doengas
dos pulmdes, infec¢des gastrointestinais e do tracto urinario. Os biofilmes, principalmente
os desenvolvidos pelo género Staphylococcus, sao um dos principais problemas de
contaminagdo dos implantes, tais como os “pacemakers” cardiacos, catéteres, proteses e

valvulas artificiais (Costerton et al., 1987; Morton e Surman, 1994).

Os biofilmes também podem acumular quantidades aprecidveis de substancias
perigosas (metais pesados, por exemplo) tornando-se, consequentemente, material perigoso

também.

2.4.2.3 Implicagoes associadas ao fouling

O biofouling na industria é geralmente sinonimo de prejuizo econdémico, pois provoca
danos nas superficies solidas onde se acumula, limita a superficie para a funcdo a que esta
destinada, reduz o desempenho dos processos e eficiéncia de operacao do equipamento. Este

agravamento economico decorre geralmente de (Characklis, 1990):
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e Perdas de energia devido ao aumento da resisténcia friccional do fluido e ao

aumento da resisténcia a transferéncia de calor;

e Aumento dos custos de capital para o sobredimensionamento dos equipamentos

quando se prevé, de antemao, a possibilidade de formagao de sujamento;

e Aumento dos custos de capital para a substituicdo precoce de equipamento devido

ao encurtamento do tempo de vida util;

e Aumento dos custos correntes devido as acrescidas despesas de limpeza e

manutencao;

e Problemas no controlo da qualidade dos produtos; diminui¢do da qualidade dos

mesmos;

O biofouling pode também ter forte implicacdo a nivel de problemas de seguranga e de
saude publica e ambiental. Neste ultimo caso, salienta-se a ac¢do nefasta que a
disseminagdo de microrganismos e a maior parte dos biocidas, usados industrialmente no

controlo dos biofilmes, pode ter sobre o Ambiente.

Os custos econdmicos inerentes a presenca de sujamento bioldgico nos equipamentos
sdo enormes apesar de quase sempre serem estimados por defeito, uma vez que o
reconhecimento dos prejuizos associados a presenca de microrganismos nem sempre ser
aceite. A titulo ilustrativo apresentam-se alguns exemplos, tais como: Flemming et al.
(1994) referem que o sujamento bioldgico nas membranas de osmose inversa acarreta um
custo de US $728 000 por ano, cerca de 30% dos custos de operagdo; o sujamento bioldgico
nos condensadores arrefecidos a d4gua causa um prejuizo de cerca de US $800 000 000 por
ano; os custos associados com o combustivel adicional necessario para mover os navios da
“US Navy” devido ao sujamento bioldgico nos seus cascos andam a volta de

US $500 000 000 por ano (White (comunicagdo pessoal), citado por Flemming et al., 1990);

2.5 REACTORES DE BIOFILME

Todos os reactores bioldgicos que t€ém como principal denominador comum o facto da
biomassa estar fixada a suportes sélidos e ndo suspensa no meio liquido, sdo designados por

reactores de biofilme. Refira-se que, no presente contexto, a palavra “biomassa” ¢ usada
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para definir o conjunto formado pelas células microbianas constituidas em biofilme
juntamente com as substancias poliméricas por elas excretadas. A luz desta ressalva, os
bio-reactores que utilizam sistemas de células imobilizadas ndo sao considerados reactores

de biofilme e portanto estdo fora do ambito deste sub-capitulo.

Os reactores de biofilme sdo, de um modo geral, bastante vantajosos uma vez que altas
concentragdes de biomassa podem ser obtidas mesmo para taxas de diluicdo elevadas
(Gjaltema, 1996). Este factor € especialmente significativo em situagdes onde a capacidade
dos reactores para manter uma alta concentracdo de microrganismos em suspensdo ¢
limitada. Com esta propriedade supera-se a restricdo segundo a qual a taxa de diluigdo ndo
pode ultrapassar a taxa especifica de crescimento dos microrganismos (Bailey e Ollis, 1986)
sob o risco de ocorrer lavagem da biomassa do sistema. Pelo facto da biomassa estar fixa, o
uso deste tipo de bio-reactores pressupde também uma menor exigéncia de operacdes de
separacao de solidos a jusante do reactor, bem como uma maior estabilidade do reactor face
a variagdes das condi¢gdes ambientais envolventes (choque organico, choque hidraulico,

choque térmico, presenga de substancias toxicas, etc.) (Bryers e Characklis, 1990).

Pelas razdes apontadas, os bio-reactores de biofilme, i. e., de biomassa fixada, tém
vindo a constituir uma alternativa bastante promissora aos tradicionais processos que

operam com microrganismos em suspensao.

2.5.1 Reactores industriais de biofilme - breve referéncia

Os reactores de biofilme sdo especialmente usados e com bastante frequéncia nos
sistemas de tratamento de 4guas residuais, ainda que ndo possa ser descurado o seu uso
noutros processos fermentativos (Gikas e Livingston, 1993). Estes sistemas de tratamento
tétm vindo a ser aplicados na degradacdo de carbono organico, na nitrificagdo e na
desnitrificagdo, na geragdo anaerobia de metano, na remoc¢do de metais pesados, etc.
(Bryers, 1994). Os sistemas de discos biologicos rotativos e os leitos percoladores sdo

exemplos clédssicos de reactores de biofilme utilizados no tratamento de efluentes.

Para além dos tradicionais reactores de biofilme, em que a biomassa estd aderida a
suportes solidos, outros reactores hd em que a biomassa se auto-suporta agregando-se em

granulos esféricos compactos que sdo mantidos no reactor devido a diferenca de densidade.
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Estes bio-reactores apresentam vantagens semelhantes as apresentadas pelos reactores de

biomassa fixa em superficies solidas.

A geracdo mais recente de reactores de biofilme engloba os reactores que utilizam
particulas solidas inorgénicas em suspensdo para a fixacdo da biomassa e ndo superficies
solidas fixas. Com este tipo de reactores obtém-se, para além das vantagens ja enunciadas
para reactores de biofilme, um significativo aumento da area superficial de biofilme bem
como um controlo intrinseco da espessura do biofilme ja que o excesso de biomassa ¢
removido por abrasdo em consequéncia do contacto entre as particulas (Bryers e Characklis,
1990) e pela intensidade de turbuléncia, principalmente nos sistemas trifasicos (Gjaltema et

al., 1997; van Hamersveld et al., 1998).

A Tabela 2.1 apresenta alguns dos reactores de biofilme de aplicacao mais frequente em
processos biotecnologicos, nomeadamente no tratamento de efluentes, encontrando-se

esquematizadas na Figura 2.3 algumas das configuracdes mais comuns desses bio-reactores.

Tabela 2.1 Reactores biologicos usados no tratamento de aguas e efluentes

Reactores com biomassa Reactores com biomassa fixada a suportes solidos
nao fixada a suportes solidos Suporte fixo Suporte mével
SISTEMA DE LAMAS ACTIVADAS LEITO PERCOLADOR LEITO FLUIDIZADO
DIGESTOR ANAEROBIO FILTRO SUBMERSO LEITO EXPANDIDO
UASB (Reactor de Manto de DISCOS BIOLOGICOS ROTATIVOS LEITO CIRCULANTE

Lamas de Fluxo Ascendente) AR-LIFT (Reactor de

Recirculagdo por Arejamento)
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Figura 2.3 Configura¢des mais comuns dos reactores de biofilme (Melo e Oliveira, 2001):
(a) Reactor de leito circulante; (b) Reactor air-lift; (¢) Filtro anaerobio de leito fixo;
(d) Digestor anerdbio de leito fluidizado.

2.5.2 Reactores para monitorizacao de biofilmes

Estes tém vindo a constituir, principalmente em anos mais recentes, parte integrante das
estratégias de investigacao na area dos biofilmes. Pretende-se, assim, tentar entender, prever
e influenciar a formacdo de biofilmes. Neste sentido, foram desenvolvidos acentuados
esforgos no intuito de desenhar e desenvolver reactores que minimizem as heterogeneidades

e tornem a monitorizacao dos biofilmes mais facil e eficiente.
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Os bio-reactores laboratoriais para a monitorizagao de biofilme podem ser divididos em
dois grupos distintos tendo por base os objectivos da pesquisa a efectuar e as consequéncias
desta para o desenho do reactor e melhoria do desempenho dos processos de biofilme

implementados.

2.5.2.1 Reactores a escala laboratorial com geometria industrial

Estes reactores nada mais sdo que pequenas réplicas dos reactores industriais onde sdo
simulados os processos biotecnoldgicos de larga escala. Utilizam-se para investigar,
desenvolver e optimizar os processos biologicos tal como ocorrem em reactores de biofilme
industriais de larga escala. As informagdes obtidas podem ser extrapoladas para
bio-reactores de larga escala, embora sejam conhecidas as dificuldades do aumento de

escala (Sousa et al., 1994).

Sdo inumeros os trabalhos ja publicados que descrevem o uso laboratorial destes bio-
reactores de pequena escala no estudo de processos de tratamento de efluentes e de agua
potavel. Podem citar-se, a titulo de exemplo, os trabalhos com reactores “airlift” (Tijhuis et
al., 1994, Lopes et al., 2000; van Loosdrecht et al., 2000), reactores de discos biologicos
rotativos (Watanabe et al., 1994; Mohseni-Bandpi et al., 1998; Teixeira e Oliveira, 2000),
filtros percoladores (Gouzinis ef al., 1998; Chiou et al., 2001), filtros anaerébios (Hawkes et
al., 1995; Ruiz et al., 1997), reactor de leito circulante (Lazarova et al., 1997), bio-reactores

de membrana (Brindle ef al., 1998; Lee e Rittman, 2000; Barreiros et al., 2001).

2.5.2.2 Secgoes de teste especificas

Este segundo grupo engloba todos os dispositivos desenvolvidos experimentalmente
para o estudo da formagao de biofilmes em ambiente bem controlado e reprodutivel. Com
estes dispositivos de teste tenta-se obter de forma mais expedita informacdes acerca do
crescimento, estrutura ¢ actividade de biofilmes, bem como da cinética de consumo de
substratos. Estas informag¢des seriam mais morosas ¢ dificeis de obter em reactores de

geometria semelhante a industrial ou com biofilmes formados em habitats naturais.

Estas secgdes de teste sdo geralmente projectadas segundo geometrias muito
especificas, ainda que todas elas se rejam pelo mesmo tipo de propdsitos, a seguir descritos

de maneira sucinta:
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o Possibilidade de utilizacdo de qualquer tipo de material como superficie solida de
adesdo; este proposito surge do conhecimento de que as bactérias podem colonizar
quase qualquer tipo de material ¢ de que as propriedades de um biofilme sdo

determinadas, em parte, pelo tipo de material onde este se forma;

o Facilidade de remoc¢dao, em condi¢cdes de assepsia, de amostras de biofilme
representativas e reprodutiveis. A amostragem do biofilme ndo deve ser dissociada da
superficie de adesdo onde este esta aderido por forma a minimizar as possiveis

perturbagdes da estrutura e morfologia do biofilme;

o Possibilidade de manipulagdo de todos os parametros de operagdo: quimicos (tipo e
concentragdo de nutrientes, pH, oxigénio dissolvido, por exemplo), fisicos
(temperatura, tempo de retencdo hidraulico, regime de fluxo) e biologicos (tipo e
concentragdo de microrganismos) (Bryers e Characklis, 1992). Caso necessario, as
secgoes de teste devem ser de facil esterilizacdo e de manipulagdo em condigdes
assépticas, permitindo estudos envolvendo consorcios de microrganismos ou culturas

puras de espécies simples;

o Possibilidade de desenvolvimento de um biofilme até ao estabelecimento da fase
estaciondria de crescimento. Avaliacdo facil, directa, se possivel ndo destrutiva e em

tempo real da acumulacdo do biofilme ao longo do tempo (Mittelman et al., 1992);

o Possibilidade de aceder ao interior do reactor para a introdugcdo de sensores de

diagnostico da adesdo celular, e da formagao e reactividade do biofilme, etc.

Na maior parte das sec¢des de teste, a amostragem de biofilme envolve a remogdo de
pequenas seccoes da superficie solida de adesdo. Reactores anulares rotativos, dos quais o
Roto Torque (Bakke et al., 1984) ¢ o modelo mais conhecido, e as Células de Fluxo, entre
as quais o Dispositivo de Robbins (McCoy et al., 1981) se inclui, sdo os principais
exemplos de secgdes de teste laboratoriais com superficies removiveis. Outras geometrias
de secgodes de teste podem também ser referidas, ainda que a amostragem de biofilme nao
envolva a remocdo de parte da superficie solida, tais como: quimiostatos, reactores

tubulares, reactores de membrana.
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Células de fluxo

O desenvolvimento das células de fluxo, particularmente as de seccdo circular, ¢é
atribuido, em grande parte, a sua 6bvia similaridade geométrica com uma variada gama de
sistemas quer industriais (condutas de abastecimento de agua, tubos de permutadores de
calor, etc.) quer médicos (catéteres, enxertos cardiovasculares, etc.) onde ¢ frequente a
ocorréncia de biofilmes. Estes sistemas podem ser sumariamente descritos como segmentos
de condutas com incorporacdo de superficies solidas removiveis na parede interna para

amostragem de biofilme ao longo do tempo (Bryers e Characklis, 1992).

As células de fluxo, como sistemas de teste “on-line”, apresentam muitas vantagens
praticas que incluem facilidade de construcdo, baixo custo e facilidade de integragdo nos

sistemas industriais (Nivens ef al., 1995).

Um dos primeiros prototipos de células de fluxo foi desenvolvido por Jim Robbins ha
vinte anos atras (McCoy et al., 1981) e por isso baptizado de dispositivo de Robbins. Esta
seccao de teste, construida a partir de um tubo de PVC, continha flanges entre as quais as
superficies circulares de teste eram inseridas, passando a fazer parte da parede interna do
tubo. As superficies circulares de adesdo podiam ser removidas periodicamente e o biofilme
ai desenvolvido reservado para posterior andlise. Este tipo de dispositivo foi idealizado
como um sistema de amostragem in-situ para a monitorizagdo de biofilmes e para testar
métodos de controlo de desenvolvimento do biofilme com agentes antimicrobianos em
condutas industriais. Esta especificidade constituiu um condicionalismo a sua aplicagao
directa em outros areas como, por exemplo, a area médica. Para obviar a esta limitacdo,
algumas modificagdes foram desenvolvidas (Lappin-Scott et al., 1993) e surgiu o
Dispositivo de Robbins Modificado (MRD) que foi aplicado, e com bastante proveito, no
estudo de biofilmes em areas mais diversas como a area médica (Nickel et al., 1985; Evan e

Holmes, 1987), ambiental e em sistemas industriais (Gilbert e Allison, 1993).

Um outro modelo de células de fluxo utiliza canais de fluxo de sec¢do rectangular que
podem encaixar no seu interior pequenas placas removiveis para monitorizar a formagao de
biofilme. Estas células de fluxo rectangulares sdo vulgarmente designadas de Células de
Fluxo com Placas. Huang et al. (1992) apresentaram e testaram, referindo inimeras

vantagens, uma célula de fluxo com placas de amostragem paralelas para avaliagdo da
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adesdo celular e da quantificacao da cinética de formagao de biofilmes para quatro estirpes

diferentes da bactéria Escherichia coli.

Vieira et al. (1993) desenvolveram uma célula de fluxo baseada numa conduta de
seccdo semicircular para a monitorizagdo da transferéncia de calor e de massa através de
biofilmes de Pseudomonas fluorescens desenvolvidos, em regime turbulento, a diferentes
velocidades de fluido. Para tal, a célula de fluxo alojava, na face plana da seccdo
semicircular, placas de aluminio (no caso dos estudos de transferéncia de calor) ou entdo

membranas (no caso da transferéncia de massa) para a deposi¢do do depdsito biologico.

Reactores anulares rotativos

O Roto Torque consiste em dois cilindros concéntricos, um exterior estacionario € um
interior rotativo. As sec¢des de amostragem removiveis constituem parte da parede interna
do cilindro externo (Characklis, 1990). Este ¢ continuamente agitado pelo movimento do
cilindro interior rotativo, assegurando-se assim uma boa mistura de todos os componentes
da fase liquida. Este tipo de reactor ¢ de facil operacdo e compacto pois, num espaco
limitado, oferece uma elevada area superficial para a formagdo de biofilme. A principal
desvantagem deste reactor ¢ que, contrariamente ao que seria suposto, o Roto Torque nao
garante tensdes de corte uniformes em toda a superficie disponivel para a formacdo do
biofilme (Gjaltema, 1996). Com efeito, a ndo uniformidade da velocidade e padrdes de
fluxo faz com que as tensdes de corte quer no fundo quer no topo do reactor difiram das
registadas no espago anular entre os dois cilindros. Este facto torna o Roto Torque
inadequado para estudos quantitativos, quer fisioldgicos quer cinéticos, uma vez que nao ¢
possivel obter-se amostras representativas de biofilmes, continuando, no entanto, a ser
valido para determinagdes qualitativas acerca do desenvolvimento e morfologia dos

biofilmes.

Uma das vantagens dos Reactores Anulares Rotativos em relacdo as Células de Fluxo ¢
que a tensdo de corte e a velocidade linear sdo determinadas pela velocidade rotacional do
cilindro interno e por isso independentes do caudal de fluido alimentado ao reactor (Bryers

e Characklis, 1992).

Sdo intimeros os trabalhos desenvolvidos em Roto Torque. A titulo de exemplo

referem-se os trabalhos realizados por: Turakhia e Characklis (1989) em que foi investigado
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a influéncia do célcio na actividade de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa; Chen et al.,
(1993) investigaram o efeito da monocloramina no tratamento de biofilmes de Pseudomonas
aeruginosa formados em diferentes superficies de adesdo; Gjaltema (1996) utilizou um
bio-reactor Roto Torque para desenvolver e caracterizar, quantitativa e qualitativamente,
biofilmes formados a partir de diferentes culturas bacterianas e determinar o tipo e grau de
heterogeneidade que cada um dos biofilmes apresentava; Neu e Lawrence (1997)
investigaram através de microscopia confocal laser de varrimento a estrutura de biofilmes

mistos desenvolvidos pela circulagdo de dgua real de um rio.

A estratégia mais basica seguida no projecto de secgdes de teste tem como objectivo
fundamental uniformizar as tensdes de corte e eliminar os gradientes de concentragdo
(Gjaltema, 1996), velocidade e temperatura no interior do reactor evitando-se assim
diferengas locais nas taxas de adesdo e desprendimento de biofilme, i. e., diferentes
desenvolvimentos de biofilme consoante o local do interior do reactor onde estdo a ser
formados. A auséncia de gradientes no seio do liquido no interior do reactor ¢ geralmente
obtida por uma adequada mistura e/ou altas taxas de recirculacdo. Células de fluxo e
dispositivos tubulares estdo, por isso, quase sempre associados a tanques perfeitamente
agitados (Huang et al., 1992) onde se promove o crescimento continuo de culturas
microbianas a taxas de crescimento especificas e bem controladas. Jass et al. (1995)
demonstraram as vantagens da associacdo quimiostato-MRD no estudo da adesdo de
bactérias e formagdo de biofilme por populagdes de Pseudomonas fluorescens e

Pseudomonas putida em dispositivos tubulares.

Ainda que a auséncia de gradientes seja um dos factores mais decisivo na tecnologia de
reactores de biofilme, estdo também descritos (Wimpenny et al, 1989) sistemas
laboratoriais de ensaio projectados para o estabelecimento de gradientes fisico-quimicos,
nomeadamente gradientes de concentragdo de nutrientes, a fim de se investigar o
comportamento dos microrganismos em resposta a esses gradientes. Os autores classificam-
nos como modelos de sistemas naturais uma vez que, na natureza, a maioria dos
ecossistemas sdo espacialmente heterogéneos (lagos e mares, filmes microbianos, solo,

agregagoes de microrganismos).
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3.1 ESTRATEGIAS DE CONTROLO

A ocorréncia de biofilmes indesejaveis numa superficie sélida pode causar, como
anteriormente referido, um vasto rol de problemas, que duma maneira directa ou indirecta se
traduzem em acentuados prejuizos econdmicos. Durante muito anos a pratica mais comum
de lidar com os biofilmes foi ignorar a sua existéncia, e ignorar durante o maior tempo
possivel, relegando para plano secunddrio os potenciais problemas causados pela sua
ocorréncia. Posteriormente, passou-se para a fase de, mesmo na presenga de sujamento
bioldgico, dar primazia a outros fendmenos associados, como por exemplo a corrosio,
tendo-se consequentemente experimentado medidas que visavam essencialmente mitigar as
causas desses fenomenos e nao tanto os factores bioldgicos (microrganismos), medidas estas
que, de uma maneira geral, se revelaram ineficazes. Quando finalmente se reconheceu que
os maiores problemas associados ao sujamento bioldgico eram de origem microbiana,
comecaram a desenvolver-se estratégias de controlo que a experi€ncia pratica, por um lado,
e a investigacgdo, por outro, quer do ponto de vista da eficiéncia da estratégia, quer do ponto

de vista da saude humana e do ambiente, tém vindo a melhorar.

Para combater os biofilmes, isto é, para prevenir a adesdo bacteriana, retardar a
formagdo dos biofilmes e eliminar ou pelo menos reduzir a sua acumulacdo, varias
estratégias ou combinagdo de estratégias podem ser implementadas. Serd, no entanto,
importante ressalvar que a melhor forma de prevenir ou reduzir as consequéncias passa sem
duvida por controlar as causas. Ou seja, num sistema industrial, qualquer processo de
controlo deve incluir, em primeira instancia, o controlo efectivo dos microrganismos
presentes nos circuitos de 4gua, retardando ao méaximo a sua deposi¢do nas superficies.

Perante isto, as estratégias devem ser delineadas no sentido de:
1° Prevencdo: Evitar ou retardar a formagdo de biofilmes e consequente sujamento
biolégico;
2° Remediagdo: Remover total ou parcialmente os biofilmes estabelecidos bem como as

suas consequeéncias.

Para a concretizagdo destes dois propdsitos, as estratégias podem englobar métodos de

cariz fisico, quimico e processual. A op¢ao por um método em detrimento de outro deve ter
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sempre por base dados gerados a partir de testes com biofilmes (LeChevallier, 1990) e
sempre que possivel in situ, isto €, no local onde se vai implementar a estratégia e em

condigoes reais.

3.1.1 Medidas de caracter processual

A prevencao da formacgdo de biofilmes pressupde a existéncia de adequados e efectivos
sistemas de monitorizagdo do desenvolvimento de biofilmes bem como a implementacao de
uma filosofia que visa exaustivamente manter os equipamentos limpos, principalmente as
superficies em contacto com a dagua. Para que tal seja possivel existem descritas
(LeChevallier, 1990; Salzburger, 1996; Klahre et al., 1997) algumas regras técnicas a
aplicar nos processos industriais, de caracter mais preventivo, que devem ser implementadas

no sentido de retardar e/ou mesmo evitar a acumulacao de biofilme nos circuitos industriais:
¢ reducdo da concentragdo de substancias organicas (nutrientes) na corrente liquida;
e limpeza mecanica frequente;

eadequado projecto e desenho dos equipamentos (evitar zonas mortas e zonas de
estagnacdo, utilizacdo de materiais de construcdo com superficies lisas, aumentar a

facilidade de limpeza, etc.);
e aplicacdo de altas tensdes de corte e em regime turbulento;

e implementacao de técnicas efectivas de monitorizagao de biofilmes, inspecgdo visual

constante da acumulacdo de biofilme e de sinais de corrosio;

e implementacdo de técnicas de tratamento colaterais (incorporacdo de sistemas de

filtracdo em paralelo por exemplo).

Apesar de todas as precaucdes que se devem ter desde o inicio com o projecto e
desenho dos equipamentos industriais e depois durante a operagdo dos mesmos, ocorrem
situacdes onde o desenvolvimento dos biofilmes mesmo assim ¢ inevitavel. Esta constata¢ao
fez emergir a necessidade de implementagdo de outros métodos de controlo de biofilmes

com o objectivo de perturbar e/ou mesmo impedir o estabelecimento de biofilmes actuando
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em qualquer uma das fases do seu desenvolvimento. Estes métodos devem sempre ser

encarados como medidas suplementares e ndo como medidas exclusivas.

3.1.2 Métodos fisicos

Estes métodos envolvem principalmente técnicas de remocdo fisica de biofilmes que
podem ser aplicadas “on-line” ou “off-line”. A implementacdo da limpeza “on-line” ndo
exige a interrup¢do dos processos industriais € pode processar-se de forma continua ou
intermitente requerendo, de uma forma geral, equipamento adicional. A limpeza “off-line”
exige a paragem das operacdoes do sistema, sendo até, por vezes, necessario o
desmantelamento dos equipamentos para se aceder ao seu interior, de modo a ser possivel
uma efectiva remog¢ao do sujamento (Bott, 1995). A titulo ilustrativo, algumas das técnicas
disponiveis para limpeza fisica estdo reunidas na Tabela 3.1. Ainda que algumas sejam
especificas para determinado equipamento, a grande maioria dos métodos tem uma

aplica¢do mais abrangente.

Tabela 3.1 Métodos de limpeza fisicos

Técnicas “on-line” Técnicas “off-line”
Circulag@o de bolas de borracha Limpeza manual
Oscilagdo de escovas Humedecimento com vapor (“soaking”)
Injecgdo de ar ou gas Choque térmico
Uso de campos eléctricos Choque osmotico
Aplicagdo de ultra-sons Limpeza apoiada em produtos quimicos

(EDTA, NaOH, etc.)

Radiacdo ultravioleta, Circulaggo de agua a temperatura

radiagdo gama elevada e/ou vapor de dgua

Apesar de serem considerados dos métodos mais eficientes, a implementacdo de
métodos fisicos na remoc¢ao de biofilmes ¢ geralmente dificultada, sendo mesmo por vezes
impossivel, devido a dificuldades de ordem técnica e econdmica, que se prendem,

essencialmente, com a estrutura e desenho dos equipamentos (Mattila-Sandholm e
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Wirtanen, 1992) e com a necessidade de equipamento suplementar (Bott, 1995). A
aplicabilidade destes métodos também ¢ limitada em sistemas em que os biofilmes sdo
pouco espessos podendo mesmo dar origem a filmes bioldgicos remanescentes firmemente

aderidos (Nickels et al., 1981).

A disponibilidade de métodos fisicos de actuagdo em fases mais precoces, isto €, ao
nivel da prevencao da formagdo de biofilmes ¢ mais restrita. A titulo de exemplo refira-se a
utilizacao de radiacdes (ultravioleta, gama, etc.) cujo modo de ac¢do envolve a destrui¢ao
das moléculas de ADN e ARN das células microbianas em suspensao (Cloete et al., 1998).
Deste modo, os microrganismos sdao eliminados com a vantagem de nao se ter introduzido

no sistema substancias estranhas.

De uma maneira geral os métodos fisicos t€m um impacto ambiental reduzido, apesar
da sua implementacdo causar acrescidos gastos energéticos, que irdo agravar os custos.
Alguns dos métodos referidos sdo até¢ bastante dispendiosos (caso das correntes de agua
quente e vapor e das radiacdes), o que condiciona, logo a partida, a sua aplicabilidade (Bott,

1992).

3.1.3 Métodos quimicos e fisico-quimicos

Quando as medidas técnicas preventivas e os métodos fisicos ndo sdo suficientes para
evitar a acumulacdo de biofilme e/ou as consequéncias da sua existéncia, recorre-se
geralmente a aplicacdo de substancias quimicas com propriedades antimicrobianas,

propriedades tensioactivas e/ou propriedades dispersantes.

Sdo considerados agentes antimicrobianos todas as substancias que possuem uma ou
mais zonas activas capazes de estabelecer interacgdes adversas com componentes celulares
em sitios-alvo especificos das células microbianas (Paulus, 1993). De uma forma mais
pragmatica, pode-se também definir substancia antimicrobiana como sendo uma substancia
que exerce um efeito adverso na viabilidade (microbicida) ou no crescimento e reproducao
(microbioestatico) de microrganismos (Paulus, 1993; Bott, 1995; Denyer, 1996; Gaylarde e
Morton, 1999). Geralmente, ¢ a concentragdo da substancia quimica antimicrobiana que
determina a natureza da ac¢do: se a concentracdo ¢ baixa para as caracteristicas do sistema

onde ¢ aplicado, entdo o efeito ¢ de caracter bioestatico; se a concentragdo ¢ suficientemente
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elevada o agente actuara numa estrutura vital das c€lulas e a sua acc¢ao classificar-se-4 como

biocida (Woodcock, 1988; Paulus, 1993; Gaylarde e Morton, 1999).

Os métodos quimicos também incluem a aplicagdo de substancias com capacidade de
remocdo de massa de biofilme. Estas sdo geralmente baseadas em produtos com
propriedades dispersantes, quelantes, tensioactivas, etc. (Tabela 3.2), cujos mecanismos de
ac¢do passam essencialmente pela fragilizagdo da matriz polimérica dos biofilmes, pelo
enfraquecimento das interac¢des biofilme-superficie de adesao e pela dispersao de depdsitos
bioldgicos ou, idealmente, mesmo pela prevencdo da formacdo de biofilmes (Claus e
Miiller, 1996; Flemming et al., 1996). Ao dispersarem as populagdes microbianas e/ou as
substancias poliméricas incorporadas no biofilme para o seio da fase liquida, estas
substancias favorecem o processo de controlo dos biofilmes pois tornam os microrganismos

mais susceptiveis a ac¢cdo dos agentes antimicrobianos (Cloete et al., 1998).

Tabela 3.2 Alguns dos agentes quimicos mais comuns (adaptado de Bott, 1995)

Agente Modo de ac¢ao
Formagdo de complexos quimicos com os agentes de sujamento por forma
Sequestrante/ ¢ P d & J p
a manté-los em solu¢do ou suspensdo, inibindo ou mesmo reduzindo a
Quelante
precipitagdo de componentes formadores de sujamento
. Dispersdo das células e de outras particulas coloidais de maneira a que
Dispersante

permanecam em suspensao € ndo ocorra a sua deposi¢@o nas superficies

Tensioactivo/ Reducdo da tensdo superficial da dgua e/ou redugdo da tensdo interfacial

Detergente
Biocida Eliminacdo dos microrganismos; Inviabilizagdo da capacidade de adesdo
dos microrganismos as superficies
Bioestatico Inibicdo da reproducdo dos microrganismos; Reducdo da actividade dos

microrganismos (inibi¢do metabolica)

O sucesso de um agente quimico esta dependente da sua capacidade de inactivar os
microrganismos constituidos em biofilme e sobretudo da sua capacidade de o remover, em

parte ou totalmente, da superficie onde se estabeleceu (Mittelman, 1990, Characklis, 1990).
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De todos os agentes quimicos referidos, os biocidas sdo das medidas mais usadas em
sistemas industriais, ainda que métodos alternativos a sua utilizacdo sejam continuamente
alvo de investigacdo. Por terem sido parte integrante e fundamental deste estudo os biocidas

serdo, de seguida, objecto de uma descrigdo mais atenta.

3.2 UTILIZACAO DE BIOCIDAS

Através da decomposicdo simples da palavra “biocida”, obtém-se dois vocabulos: “bio”
que significa vida e “cida” que significa matar, pelo que, em termos muito elementares,
Biocida representa toda e qualquer substancia que “mata a vida”. Biocida, em termos menos
pragmaticos, pode ser descrito como sendo uma substincia antimicrobiana que contém um
ou mais ingredientes activos capazes de prevenir, inibir, diminuir ou eliminar a ac¢do de
organismos vivos, patogénicos e nao patogénicos (Block, 1991; Cloete et al., 1994; Paulus,
1996). Para a Comunidade Europeia (Directiva 98/8/CE) entende-se por Produtos Biocidas
“Substancias activas e preparagdes que contenham uma ou mais substancias activas,
apresentadas sob a forma em que sdo fornecidas ao utilizador, e que se destinem a destruir,
travar o crescimento, tornar inofensivo, evitar ou controlar de qualquer outra forma a accao

de um organismo prejudicial por mecanismos quimicos ou bioldgicos”.

Frequentemente, os biocidas sdo também apelidados de desinfectantes, preservantes,
anti-sépticos, ‘“higienizantes”, entre outros termos menos comuns. Ainda que existam
algumas diferengas ao nivel da sua natureza quimica e do seu mecanismo de ac¢do, 0s
termos sdao usados quase de forma aleatoria, sendo, de uma maneira geral, a area de
aplicacdo (4rea médica, alimentar, doméstica, dgua potavel, industria, etc.) a que determina
o termo a ser utilizado (Cloete ef al., 1994). Em termos mais restritos, os biocidas com
aplicacdo industrial também podem ser apelidados de microbicidas porque quando aplicados
tém como alvo particular os microrganismos e nao todos os seres vivos em geral (Paulus,
1993). Do mesmo modo, quando se usam os biocidas para controlar biofilmes, e uma vez
que sdo as bactérias os microrganismos produtores de biofilme com maior predominancia,

também podem ser denominados de bactericidas.

Em meios industriais, os termos biocida e desinfectante sdo os mais abrangentes e 0s
mais usados. Contudo, neste tipo de ambientes o termo desinfectante assume alguma

irrealidade, principalmente quando comparado com o mesmo termo universalmente usado
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na area médica. Com efeito, na drea médica, desinfectar os sistemas ¢ uma rotina ja ha
muito implementada pois, para salvaguardar a satde das pessoas, 0s microrganismos
causadores de doenga tém que ser totalmente eliminados. Na maioria dos sistemas técnicos
industriais, matar integralmente todos os microrganismos ¢ uma tarefa quase utdpica e que
nem sempre ¢ suficiente para a resolugdo do problema, pois a biomassa morta pode
permanecer aderida as superficies e constituir fonte de substrato para os microrganismos
subjacentes bem como o suporte fisico para adesdo de outras bactérias (Flemming et al.,
1996). Deste modo, favorece-se o “re-crescimento” microbiano e, por consequéncia, 0
restabelecimento do biofilme. A presenga de um biofilme numa superficie, ainda que morto,

pode provocar também corrosdo das superficies onde esta estabelecido (Videla e Characklis,

1992).

Para exercerem a sua ac¢do os biocidas atacam os componentes celulares funcionais,
colocando os microrganismos em stresse. Os alvos preferenciais dos biocidas sdo
essencialmente: a parede celular, os componentes da membrana citoplasmatica e o
citoplasma (Cloete et al., 1998; Denyer e Stewart, 1998; Shepherd et al., 1998; Al-Adham
et al., 1998). Portanto, os biocidas t€ém que ser capazes de atravessar a membrana exterior
das células microbianas por forma a atingir os sitios-alvo com uma concentragdo minima
activa (Paulus, 1993; Russel, 1995). O acesso a esses alvos preferenciais ¢ determinado pela
composi¢do quimica e propriedades fisico-quimicas que cada biocida apresenta (Paulus,
1993), bem como pelas possiveis interacgdes com material extracelular, pela composicao

quimica celular e pela morfologia das células (Denyer e Stewart, 1998).

3.2.1 Principais parametros de escolha de um biocida

A seleccdo do biocida mais adequado para um determinado sistema industrial deve ser
sempre suportada por estudos laboratoriais prévios que constituirdo a primeira etapa do
processo (Rossmore, 1995), e que devem sempre ter por base as seguintes consideragdes
(Bott, 1992; Gaylarde e Videla, 1994; Flemming e Schaule, 1996; Gaylarde ¢ Morton,
1999):

e O biocida deve ser activo contra uma vasta gama de microrganismos;

e Deve apresentar uma grande toxicidade para os microrganismos alvo, a baixas

concentragoes, e toxicidade baixa para as restantes formas de vida;
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e Biodegradavel, isto ¢, a concentracdo residual no liquido devera tornar-se

inofensiva ao fim de algum tempo em consequéncia da actividade biologica nativa;
e Naio corrosivo para os materiais de constru¢ao dos equipamentos;

e A ceficiéncia do biocida ndo deve ser prejudicada pela presenca de materiais

organicos e/ou inorganicos no sistema;
e Compatibilidade com outros aditivos (inibidores de corrosdo, por exemplo);

e O custo do tratamento, isto é, o custo do biocida bem como os custos associados a

sua aplicacao;
e Seguranca do ponto de vista da satide, do manuseamento e armazenamento;
o Estabilidade principalmente no que respeita a alteragdes de pH e temperatura;

e Limitacoes e restrigdes ambientais, impacto ambiental, efeitos toxicologicos;

Sera dificil que o mesmo biocida cumpra todas as exigéncias acima descritas, pelo que
a escolha final de um biocida em detrimento de outro serd sempre uma solucido de
compromisso para uma determinada situagdo. Tera também que se ter em conta as
caracteristicas quimicas e fisicas do processo industrial bem como o tipo e a concentragdo

dos microrganismos a serem tratados (Cloete et al., 1994; Lutey, 1995).

Ainda que nos ultimos anos a necessidade de biocidas ndo tenha diminuido, a sua
aplicacdo e seleccao tem vindo a tornar-se mais restritiva devido, essencialmente, a dois

factores: toxicidade do produto e o eventual impacto na saude e no ambiente.

3.2.2 Factores que interferem com a eficiéncia de um biocida

A eficiéncia de um biocida depende de um variado nimero de factores intrinsecos e

ambientais, entre os quais se destacam (Lutey, 1995):

e velocidade de escoamento do liquido uma vez que interfere com a transferéncia
de massa de biocida para o biofilme e com a tensdo de corte junto a superficie

do biofilme;

e tipo de biocida, a sua concentracdo efectiva e o tempo de contacto;
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e temperatura, pois alguns biocidas sdo sensiveis a temperatura, podendo mesmo

estar relacionada com a sua decomposicao;

e pH, pois alguns biocidas tornam-se instdveis em resposta a alteragcdes do pH,

enquanto outros tém valores optimos de pH de funcionamento;

e tipo de microrganismos presentes, o seu estado fisiologico, idade e qualidade do

biofilme (denso e compacto ou aberto e pouco coeso);

e presenca de matéria organica (que ndo os microrganismos) e/ou inorganica em
suspensao pois estas particulas podem reagir com o biocida, tornando-o assim

menos disponivel para eliminar os microrganismos;
e interferéncia com outras substancias dissolvidas (calcio, ferro, amoénio, etc.).

Como regra geral, quanto mais elevada for a temperatura do meio liquido, maior for o
tempo de contacto e mais altas forem as concentracdes de biocida, melhor e maior serd o

grau de desinfec¢do (Flemming e Schaule, 1996).

Em geral, procura-se investigar no sentido de se melhorar a actividade biocida, isto &,
diligenciar no sentido de alargar o espectro de destruicdo de um agente quimico, aumentar a
sua velocidade de acgdo e reduzir a sua concentragao efectiva, e simultaneamente respeitar

as normas de protec¢do do ambiente e da saude humana.

3.2.3 Métodos de aplicacdo de biocidas

De uma maneira geral, o modo como se aplica o biocida ¢ tdo importante como a sua
selec¢do, pois a simples aplicagdo do biocida pode nao reduzir o sujamento bioldgico se nao
for utilizado na dose certa e na frequéncia correcta (Heinzel, 1998; Gaylarde e Morton,
1999). Estes dois factores sdao essenciais sob pena de se agravarem os problemas ao invés de

se resolverem (Lutey, 1995).

Os factores a considerar aquando da aplicagdo de um biocida incluem a quantidade
(dose) a aplicar, a concentracdo residual que ¢ necessaria (concentracido minima necessaria),
o modo de aplicagdao (em choque, continuo ou intermitente), a frequéncia da adi¢do e o

ponto de adigdo.
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O tempo de contacto e a concentracdo do biocida a serem usados, bem como a
frequéncia de aplicacdo, devem ser previamente determinados em condigdes de teste
controladas e posteriormente confirmadas em condi¢cdes operacionais reais. Apesar de
serem geralmente recomendados pelo produtor/fornecedor dos biocidas, estes parametros
devem ser sempre ajustados as caracteristicas do sistema onde o biocida vai ser aplicado. A
selec¢do do tempo de contacto mais adequado para determinado sistema ¢ fundamental, pois
muitos microrganismos nao sdo eliminados por contacto imediato com a maioria dos
microbicidas usados industrialmente (Lutey, 1995). Tempos de contacto e concentragdes
insuficientes podem favorecer os organismos mais resistentes (Lutey, 1995; Heinzel, 1998).
Tal como sdo geralmente aplicados, os biocidas, mesmo aqueles que afectam uma gama
alargada de microrganismos, nao esterilizam o sistema, mas somente reduzem as populacdes

a niveis abaixo do nivel critico.

Na aplicagdo de um biocida trés estratégias podem, geralmente, ser seguidas: aplicagao
em choque, aplicacdo continua e aplicacdo intermitente. As diferengas entre as estratégias
residem essencialmente na concentragao de biocida aplicado e na frequéncia de aplicagao. A
opcao pela primeira estratégia envolve a aplicagdo do biocida em altas concentragdes e em
intervalos de tempo regulares e ¢ especialmente indicada em situacdes onde os biofilmes
apresentam espessuras consideraveis (Bott, 1995; Wills e Bott, 1997), quando os circuitos
de dgua apresentam concentragdes microbianas muito elevadas e quando as condigdes do
sistema industrial favorecem o “re-crescimento” rapido dos microrganismos (Lutey, 1995).
A segunda estratégia traduz-se pela alimentacdo continua de biocida a baixas, porém
efectivas, concentragdes durante o periodo de operagdo de um determinado sistema
industrial com o intuito de se prevenir ou mesmo inibir a formacao inicial de biofilme
(Wills e Bott, 1997). A aplicagdo continua de biocida ¢ geralmente implementada quando se
pretende estabelecer condigdes bioestaticas nos circuitos de agua industriais. A opgao pela
alimentagdo intermitente a valores médios de concentracdo de biocida e em intervalos de
tempo regulares justifica-se quando ¢ necessario implementar grandes tempos de contacto
entre o biocida e as populagdes microbianas (Lutey, 1995). Os intervalos de tempo entre as
aplicagcdoes de biocida sdo determinados pelo biocida em questdo e pela gravidade do
problema. A duragdo do periodo de alimentagdo deve providenciar tempos de contacto

adequados entre os microrganismos € o biocida a concentragdo minima necessaria.
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Por exemplo, Pujo e Bott (1992) relatam que um biocida se mostrou pouco eficaz no
tratamento de biofilmes bem estabelecidos, quando aplicado de forma continua e a baixas
concentracdes (20 mg L' a 40 mg L™). Contudo, as mesmas concentra¢des de biocida
foram suficientes para prevenir o desenvolvimento de biofilmes quando foram aplicadas

numa fase mais precoce do seu desenvolvimento.

3.2.4 Classificacdo de biocidas

De acordo com o seu cardcter quimico, os biocidas podem ser organizados em dois
grandes grupos: os biocidas oxidantes e os ndo oxidantes. Com base neste critério, foram
construidas as Tabelas 3.3 e 3.4 que visam apresentar alguns exemplos de biocidas
pertencentes a ambos os grupos. Estas tabelas ndo sdo, contudo, exaustivas mas sim

ilustrativas dos biocidas mais comuns organizados segundo este critério.

Tabela 3.3 Alguns exemplos de biocidas oxidantes (adaptado de Bott (1992) e de Lutey

(1995))
Grupo Biocidas ox’id?ntes
(nome quimico)
Cloro
Dioxido de cloro
Compostos de cloro Acido hipocloroso
Hipoclorito de sddio
Hipoclorito de célcio
Bromo
Compostos de bromo Brometo de sodio
Cloreto de bromo
Compostos ndo Ozono
halogenados

Peréxido de hidrogénio




UTILIZAGAO DE BIOCIDAS 51

Tabela 3.4 Alguns exemplos ilustrativos de biocidas ndo oxidantes (adaptado de Bott
(1992) e de Lutey (1995))

Biocida nao oxidante

Grupo ;.
(nome quimico)
Tiocarbamato
Compostos organo- sulfurados Carbamato
Tiocianato
Compostos organicos de estanho Oxido de tributilestanho
Compostos de isotiozolona Isotiazolona
Sais de cobre Sulfato de cobre
Formaldeido
Aldeidos Glutaraldeido
Ortoftalaldeido
Compostos organo-bromicos Propionato
Propionamida
Sais quaternarios de amonio Cloreto de amonio
(“quats™)

Brometo de cetil trimetil amoénio

Embora apresentem diferencas quimicas importantes, o modo primario de ac¢do dos
biocidas oxidantes passa por oxidar compostos constituintes dos microrganismos, sendo
consequentemente efectivos contra todos os tipos de microrganismos (isto ¢, bactérias,
fungos, algas e leveduras) presentes nos circuitos de agua industriais. Até a0 momento, nao
ha relato de desenvolvimento de resisténcia, por parte dos microrganismos, a biocidas

oxidantes.

Os biocidas nao oxidantes, que englobam uma enorme variedade de compostos
organicos, exercem a sua actividade antimicrobiana actuando sobre os microrganismos por
interferéncia com o seu metabolismo e/ou pela desintegracdo da parede celular.
Contrariamente aos biocidas oxidantes, os microrganismos podem adaptar-se aos biocidas
ndo oxidantes, principalmente se estes forem aplicados em concentragdes abaixo da

concentragdo minima requerida e por longos periodos de tempo.
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3.3 RESISTENCIA DOS BIOFILMES

A prevencdo do desenvolvimento de biofilmes ¢ especialmente importante pois ¢ quase
universalmente aceite que os microrganismos constituidos em biofilmes sdo mais resistentes
a ac¢do dos agentes microbianos do que quando se desenvolvem em suspensao (Costerton et

al., 1987; LeChevallier et al., 1988; Brown e Gilbert, 1993; Heinzel, 1998).

Os mecanismos que levam os microrganismos organizados em biofilme a adquirir
formas de resisténcia a accdo dos biocidas ainda ndo estdo completamente explorados e
entendidos, pelo que € necessaria mais investigacdo nesta area. Apesar de ndo fazer parte do
trabalho desenvolvido, referem-se, de seguida, algumas das razdes mais vezes utilizadas
para explicar a maior resisténcia dos biofilmes aos biocidas. Sugere-se ainda a consulta dos

trabalhos de revisdo de Russel (1995), Heinzel (1998) e Morton et al. (1998).

A resisténcia aos biocidas que os microrganismos apresentam quando constituidos em
biofilme ¢, em parte, e em primeira instancia, atribuida a matriz polimérica pois esta parece
funcionar como uma barreira protectora contra factores agressivos externos dos quais os
biocidas sdo exemplo (Christensen e Characklis, 1990). Consequentemente, para que um
programa de combate aos biofilmes se revele eficaz, ¢ necessario quebrar as ligagdes entre
os polimeros constituintes do biofilme ou de alguma forma desestabilizar a matriz

polimérica por forma a tornar os microrganismos mais acessiveis a ac¢ao do biocida.

No entanto, a matriz por si s parece ndo ser a Unica explicacdo para o aumento da
resisténcia dos microrganismos residentes em biofilme (Morton et al., 1998). A composicao
da membrana externa da parede celular das bactérias, especialmente das bactérias
Gram-negativas, tem também um papel importante na resisténcia a penetracdo das

substancias activas dos biocidas (Russel, 1995; Heinzel,1998).

Ha também autores que referem (Stewart et al., 1998) que a menor sensibilidade dos
biofilmes aos biocidas se deve ao facto de estes poderem reagir com constituintes
inorgéanicos dos biofilmes a uma velocidade superior a velocidade de difusdo do biocida no
interior dos biofilmes. Este facto acarretaria, por consequéncia, uma redugdo apreciavel da

quantidade de biocida efectivamente disponivel para os microrganismos.

Heinzel (1998) refere também que os microrganismos residentes em biofilmes se

podem proteger dos efeitos toxicos dos biocidas procedendo a sua inactivagdo. Para tal, os



CONSIDERACOES AMBIENTAIS 53

microrganismos podem produzir enzimas e/ou outros metabolitos que irdo degradar ou

neutralizar os biocidas.

Para finalizar a referéncia a este topico, realga-se que frequentemente se incorre na
imprecisdo de se atribuir a menor eficiéncia dos processos de controlo da formagdo de
biofilmes exclusivamente ao desenvolvimento de resisténcia por parte dos microrganismos.
Com efeito, a perda de eficacia de um determinado programa de combate aos biofilmes
pode ser causada por outros factores, que nao somente o desenvolvimento de resisténcia,
entre os quais se destacam: selec¢do de um biocida menos adequado ao sistema, insuficiente
tempo de contacto, ndo cumprimento das condi¢des mais correctas de aplicagdao, como por
exemplo concentragdo, temperatura, pH, duracdo da aplicagdo, etc.. Esta perda de eficiéncia
causada por erros na aplicagao dos biocidas, e por vezes designada de “pseudo-resisténcia”
(Heinzel, 1998), nao deve ser confundida com a verdadeira resisténcia desenvolvida pelos

microrganismos face a agentes externos agressivos.

3.4 CONSIDERACOES AMBIENTAIS

Os agentes antimicrobianos sao de uma maneira geral produtos quimicos de elevada
toxicidade quimica. O uso de biocidas de caracter quimico persistente ¢ entdo, do ponto de
vista ambiental, inaceitdvel em face dos potenciais riscos ambientais que poderdo surgir
quer nos sistemas de tratamento da aguas residuais quer nos sistemas naturais de agua (rios,
lagos, mares, etc.), uma vez que, potencialmente, os biocidas acabam por ser langados no

ambiente.

Os sistemas industriais que tém implementados programas de tratamento do sujamento
bioldgico com agentes antimicrobianos, mais tarde ou mais cedo irdo descarregar para o
ambiente efluentes que apresentardo concentragdes residuais dos agentes antimicrobianos.
Idealmente, um agente microbiano s6 deve afectar os microrganismos ou comunidades de
microrganismos para os quais foi seleccionado e em concentragdes suficientes e necessarias
para a sua eliminag¢do. No entanto, em termos praticos, quase todos os produtos quimicos
deste tipo sdo aplicados em concentragdes excessivas, pelo que quando descarregados para
o ambiente irdo perturbar outras formas de vida quer animal quer vegetal. Torna-se, entdo,
claro que se a opgdo for por continuar a implementar estratégias de combate aos biofilmes

através do uso de agentes antimicrobianos, para além da eficiéncia dos agentes quimicos, a
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resisténcia dos biofilmes a sua ac¢do, a sua biodegradabilidade e impacto ambiental terdo
também que ser considerados aquando das tomadas de decisdo (Cloete et al. 1998).
Idealmente, um biocida deve apresentar propriedades ndo persistentes € nado
bio-acumulativas e deve ser rapida e facilmente decomposto em espécies quimicas com

niveis baixos de toxicidade para todas as formas de vida (Weiler et al., 1993).

Um exemplo flagrante do impacto dos biocidas na saide humana e no ambiente ¢ dado
pelo cloro. Durante muitos anos o cloro foi dos biocidas mais usado devido a sua elevada
eficiéncia, facilidade de aplicacdo e relativamente baixo custo. No entanto, os subprodutos
resultantes da reaccdo do cloro com matéria orgadnica presente nos sistemas de agua
(cloroféormio e outros trihalometanos) (Chen et al., 1993; Cloete et al., 1998) representam
poluentes toxicos e carcinogénicos que sao persistentes no ambiente, podendo até entrar nas
cadeias alimentares. Como resultado, o uso do cloro tem vindo a ser restringido,
nomeadamente através de legislacdo. Quando usado, € em consonancia com o atras referido,
¢ necessario proceder a remog¢ado do cloro residual da agua antes desta ser descarregada para
o exterior, o que vai representar custos econdmicos adicionais. Este facto tem tornado o
cloro menos atractivo em relagdo a outras estratégias menos agressivas para o ambiente que

constantemente t€ém vindo a ser desenvolvidas.

3.5 NOVAS ESTRATEGIAS

Para dar resposta as limitacdes impostas pela legislagdo ambiental, varias novas
abordagens tém vindo a ser desenvolvidas numa tentativa de se diminuir o impacto
ambiental da aplicacdo de agentes antimicrobianos e de se respeitar as imposi¢des legais.
Estas novas abordagens vao no sentido de se desenvolverem novos produtos e/ou estratégias
menos prejudiciais para o ambiente e para a saude e mais seguros do ponto de vista do
manuseamento € armazenamento, mas simultaneamente econémicos e efectivos no ataque
aos biofilmes (Gaylarde e Morton, 1999). Estas terdo que, indubitavelmente, refrear o uso
de agentes quimicos, ou pelo menos diminuir as concentragdes a aplicar uma vez que 0s
problemas ambientais inerentes ao desenvolvimento de biofilmes sdo essencialmente
devidos a utilizacdo de quantidades elevadas de biocidas, cujos subprodutos residuais,
quando descarregados para o ambiente, constituem um problema acrescido de polui¢ao

ambiental.
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Virias alternativas aos métodos convencionais de uso de biocidas tém vindo a ser
desenvolvidas com mais ou menos sucesso. Entre estas, o uso de enzimas especificas, de
bacteriofagos, de biodispersantes e de organismos competidores sao aquelas que tém vindo
a ser objecto de um maior nimero de estudos. Infelizmente, até ao momento, nenhum destes
métodos esta suficientemente bem desenvolvido de maneira a constituir uma real alternativa
ao uso de biocidas quimicos (Johnsrud, 1997). A utilizacdo de compostos com propriedades
antimicrobianas produzidos naturalmente, vulgarmente designados de biocidas naturais, e
por consequéncia mais facilmente biodegradéaveis (Saravia e Gaylarde, 1998), ¢ também

uma perspectiva a considerar.

3.5.1 Enzimas especificas

Com o uso de enzimas pretende-se degradar os biopolimeros extracelulares envolvidos
na adesdo celular e na integridade estrutural do biofilme. Deste modo, o biofilme pode ser
mais facilmente removido das superficies de adesdo e os microrganismos podem novamente
entrar na corrente liquida e simultaneamente ficarem mais expostos a ac¢ao suplementar dos

agentes antimicrobianos (Johnsrud, 1997).

A heterogeneidade e complexidade dos polissacarideos que fazem parte da matriz
polimérica (Claus e Muller, 1996) e a falta de enzimas especificas que possam ser aplicadas
na sua degradacdo sdo as principais barreiras a ultrapassar para que este método se imponha
e seja considerado uma real alternativa com custos aceitdveis. Nao obstante, este método
nao deve ser menosprezado, devendo-se portanto valorizar e estimular a pesquisa de
enzimas ou misturas de enzimas capazes de degradar a estrutura polimérica dos biofilmes
industriais. Johansen et al. (1997), por exemplo, provaram que com uma complexa
combinagdo de enzimas (envolvendo enzimas de hidrélise de polissacarideos e

oxidoreductases) foi possivel remover e inactivar biofilmes bacterianos.

3.5.2 Bacteriofagos

Os bacteridfagos, em termos pragmaticos, podem ser descritos como virus que infectam
e destroem bactérias (Johnsrud, 1997; Marks e Sharp, 2000). Embora existam em
concentragdes relativamente elevadas nos ecossistemas naturais (Ripp e Miller, 1997), s6

recentemente as suas potencialidades comecgaram a ser exploradas e aplicadas no controlo
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de biofilmes. Para tal, ¢ necessario, numa fase prévia, isolar e identificar, nos circuitos de
agua dos processos industriais, as principais bactérias produtoras de biofilme, e
posteriormente proceder a pesquisa do bacteriéfago, ou conjunto de bacteridfagos, mais
adequado para atacar essas bactérias. Para além da sua accdo litica, os bacteridofagos
possuem ainda a capacidade de sintetizar enzimas capazes de degradar polimeros
extracelulares, pelo que, e de acordo com Hughes et al. (1998), a ac¢dao dos bacteriofagos
em biofilmes ¢ resultante da combinacdo entre a degradacdo da matriz polimérica pelas
enzimas que sintetizam e a infec¢do e subsequente lise das bactérias embebidas no

biofilme.

Até a0 momento, este método ainda nao esta suficientemente bem desenvolvido a ponto
de poder ser considerado uma real alternativa ao uso de biocidas. O desenvolvimento de
resisténcia por parte das bactérias ao ataque por fagos (Hughes et al., 1998), a enorme
variedade de bactérias que podem estar presentes nos circuitos de dgua, e o ainda diminuto
entendimento do ecossistema bactéria-fago (Johnsrud, 1997) sdo os principais dbices a este

método.

3.5.3 Biodispersantes

Biodispersante ¢ o termo normalmente usado para identificar os dispersantes
produzidos por microrganismos. Estes t€ém vindo a adquirir um estatuto fundamental nos
programas de tratamento para o controlo da formagao de biofilmes (Rossmore, 1995; Cloete
et al., 1998). Um biodispersante efectivo deve dispersar as populagdes microbianas em
suspensdo, tornando-as mais susceptiveis a ac¢do dos biocidas. Adicionalmente, os
biodispersantes devem apresentar também a capacidade de fragilizar as interac¢des da
matriz polimérica assim como as interac¢des entre o biofilme e o material de suporte
(Flemming e Schaule, 1996). Para além disso, os biodispersantes ajudam a penetragdo dos
biocidas nos depodsitos organicos, facilitando a sua remocdo pela turbuléncia da agua
circulante. Uma vez que os biodispersantes ndo eliminam os microrganismos nem inibem o
seu crescimento, o uso de biocidas pode continuar a ser necessario, SO que agora em
concentragdes manifestamente inferiores. Uma combinagdo de biocidas e biodispersantes
sera uma das estratégias mais eficiente para o controlo dos biofilmes do que qualquer um

deles quando aplicado separadamente.
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3.5.4 Organismos competidores

Durante a ultima década, foram feitas algumas abordagens no sentido de se resolver os
problemas associados aos biofilmes através da inoculacdo nos circuitos de agua de
consorcios de organismos (geralmente bactérias) ndo formadores de biofilme para competir
com os microrganismos formadores de biofilme. Também foi sugerido que se introduzisse
no sistema, juntamente com as bactérias, outros aditivos (tensioactivos, enzimas, etc.) de

maneira a favorecer a proliferagdo dos microrganismos competidores.
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4.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado ao longo de todo o trabalho, quer nos estudos em suspensao
quer nos de formacao de biofilme, foi uma estirpe da bactéria Gram-negativa Pseudomonas
fluorescens, proveniente da colec¢do americana (ATCC 13525). Foi utilizada esta estirpe
devido a disponibilidade de informagdo relativa as condigdes de cultura (Oliveira et al.,
1994; Vieira, 1995), bem como ao conhecimento das potencialidades de formagdo de
biofilme apresentadas por este microrganismo (Pinheiro, 1987; Vieira, 1995). O facto desta
bactéria pertencer ao género Pseudomonas, que ¢ um dos géneros mais frequentemente
encontrados nos circuitos de dgua dos sistemas industriais (Mattila-Sandholm e Wirtanen,

1992; Bott, 1995; Wirtanen, 1995), também contribuiu para esta opg¢ao.

4.1.1 Modo de preservacio

A bactéria Pseudomonas fluorescens foi conservada em meio sélido de nutriente agar
(Merck) inclinado em tubos de ensaio rolhados com algoddo cardado e mantidos a
temperatura de 4 °C. Periodicamente, a cultura foi repicada para novos inclinados de

nutriente agar.

A reactivagdo das células foi feita por espalhamento da bactéria em meio solido de
nutriente agar esterilizado (20 g L) em caixa de Petri e incubagdo a 27 °C + 1 °C, durante
cerca de 24 h. As colonias assim obtidas constituiam o “stock™ de bactérias para pronta

utilizagao.

4.1.2 Meio de cultura

Esta bactéria ¢ capaz de crescer num meio sintético aquoso, cuja composicdo se

descreve na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 Composi¢ao do meio de cultura para a bactéria Pseudomonas fluorescens

Componente Concentracio (g L'l)
Glicose anidra 5.00
Peptona 2.50
Extracto de levedura 1.25

O meio foi preparado dissolvendo todos os componentes em agua destilada, sendo o pH
mantido a 7.0 + 0.2 pela adi¢do de uma solugao de tampao fosfato pH 7, cuja composigao se

descreve na Tabela 4.2. A solucdo era entdo esterilizada em autoclave a 121 °C durante

20 min.

Tabela 4.2 Composicio da solugio de tampdo fosfato pH 7 (0.2 mol L) utilizada para a
manutengdo do pH do meio de cultura da bactéria Pseudomonas fluorescens

Componente Concentraciio (g L™)
KH,PO, 1.88
Na,HPO, 2.15

HCl ou NaC1 -

) quando necessario para acerto do pH

4.1.3 Composicao das solucdes de tampao

Para a preparacdo dos meios de cultura dos ensaios em fermentador foi sempre utilizado
tampao fosfato pH 7 para dissolver os constituintes do meio, por forma a fomentar o pH
optimo de crescimento da bactéria P. fluorescens. No entanto, sempre que, a posteriori, se
pretendeu que o pH fosse um factor de estudo, recorreu-se a outras solugdes de tampao para
ressuspender as bactérias e estabelecer os valores de pH pretendidos (5, 7 ¢ 9). A

composicao destas solugdes tampao esta sumariada na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 Composi¢ao das solugdes de tampdo utilizadas para implementar diferentes pH,
nos varios ensaios

Componente pH 5.0 pH 7.0 pH 9.0
Na,HPO, (g L") 14.6 23.3 27.6
Acido citrico.H,O 10.2 3.7 0.59
HCl ou NaCl (1 (1 ©)

() quando necessario para acerto do pH

A escolha desta gama de valores de pH teve por base varios factores, a saber: o pH 7 foi
escolhido por ser o pH 6ptimo de crescimento da bactéria P. fluorescens (Pinheiro, 1987;
Oliveira et al, 1994); o pH 9 foi seleccionado porque a eficiéncia de ambos os biocidas ¢é
mais notoria para pH alcalinos (Paulus, 1993; Rossmore, 1995); por fim elegeu-se também o
pH 5 porque este valor de pH ¢ encontrado em muitos sistemas industriais, nomeadamente

nas industrias de pasta e de papel (Viisinen et al., 1994).

4.1.4 Preparacao do inéculo

A inoculagdo de um reactor deve fazer-se com uma quantidade de biomassa suficiente,
estando as células de preferéncia na fase de crescimento exponencial. Para tal, preparou-se,
em condi¢des assépticas, um indculo num matraz de 250 mL, inoculando 100 mL de meio
de cultura tamponado com células obtidas a partir do espalhamento da bactéria em caixa de
Petri ¢ incubando a 27 °C com agitacdo orbital (120 m™), durante aproximadamente 12 h
(tempo necessario para que a cultura se encontre em plena fase exponencial). Decorrido esse
tempo, o inoculo estava pronto a ser transferido para os reactores num volume

correspondente a cerca de 10 % do volume de operacgao de cada um dos reactores.

4.2 SUPERFICIES DE ADESAO

Nos testes que envolveram a formagdo de biofilmes, estes foram sempre desenvolvidos
sobre placas de ago inox (ASI 316) de dimensdes variaveis consoante o estudo programado.
A opcdo pelo ago inox baseou-se essencialmente no facto da maioria dos equipamentos

industriais serem fabricados com este material e também porque esta liga é compativel com
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os biocidas seleccionados para este estudo. Antes de serem envolvidas nos ensaios de
formacao de biofilmes, as vérias placas de ago inox foram polidas com lixa de dgua (Indasa,
P-1200) e massa de polir de grao fino (Nuamel), sendo posteriormente desengorduradas
(detergente comercial), lavadas abundantemente com agua da torneira e reservadas em

etanol.

4.3 BIOCIDAS

Durante a execucao experimental foram testados dois biocidas nao oxidantes obtidos da
NALCO Chemical Company — delegagdo portuguesa. Por razdes de confidencialidade,
impostas pela empresa, os dois biocidas vao ser referidos pelos seus ingredientes activos,
pelo que serdo simplesmente designados por carbamato e glutaraldeido. Optou-se por estes
biocidas porque, no momento da escolha, eram dos biocidas mais frequentemente usados
nos sistemas industriais, nomeadamente nas industrias de pasta e papel (Paulus, 1993;
Rossmore, 1995). Algumas das caracteristicas fisicas e quimicas de ambos os biocidas s@o

apresentadas na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 Caracteristicas fisicas e quimicas dos biocidas utilizados

Parametro Carbamato Glutaraldeido
Cor palha castanho amarelado
Cheiro enxofre acentuado a aldeido
pH, escala de Sorenson a 25 °C 11.5 3.1a45
Densidade 1.18 1.13
Solubilidade em agua imediata e completa completa
Ponto de solidificagdo, °C -1.1 -21.1
Viscosidade, kg m™ s™! 0.0049 0.021
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4.3.1 Carbamato

O carbamato ¢ um biocida pertencente a familia dos compostos organo-sulfurados e
pode ser descrito como uma solug¢do aquosa de dimetil ditiocarbamato de sédio e de etileno

bisditiocarbamato disodio (Figura 4.1).

i T
CHz-C-N-C—S"Na* oH—C—N-C-S"Na*
CHg pH-C—N-C—8"Na"
H S
Dimetil ditiocarbamato de sodio Etileno bisditiocarbamato disodio

Figura 4.1 Formulas estruturais dos componentes activos da solu¢do de carbamato.

O mecanismo de ac¢do dos compostos organo-sulfurados ¢ muito similar, embora o pH
de maximo desempenho varie de composto para composto. Sdo normalmente vistos como
bactericidas e fungicidas. Nao sdo microbicidas de efeito letal rapido e geralmente requerem
tempos de contacto intermédios na ordem de 4 h a 9 h, nas concentragdes minimas
requeridas (Lutey, 1995). Por esta razdo estes compostos sdo tipicamente usados em

recirculacao e em sistemas de circuito fechado.

Os carbamatos funcionam como constituintes anti-metabolito, isto €, interrompem a
accdo metabolica dos microrganismos, por ataque da sua membrana, mimetizando
nutrientes essenciais requeridos pela célula para produzir aminoacidos. Deste modo, o
processo de formacdo de proteinas, nomeadamente de proteinas de transporte, ¢ bloqueado.
Segundo alguns autores (Hunter e Evans, 1990; Cloete et al., 1994), o mecanismo de ac¢ao
do carbamato pode ser devido a combinacdes deste com alguns constituintes celulares,
nomeadamente com os grupos tiol (~SH) de alguns aminoécidos, como a cisteina. A
potencial reactividade do 4tomo nucleofilico de enxofre com os grupos tiol conduziria a
alteracdo da estrutura tridimensional de enzimas e proteinas estruturais, pois os grupos tiol,
pelo estabelecimento de pontes bi-sulfureto, influenciam a estrutura terciaria das proteinas

(Stryer, 1981).
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4.3.2 Glutaraldeido

Este biocida ¢ uma solugdo aquosa de glutaraldeido. A molécula de glutaraldeido
(CsHg0O,) consiste numa cadeia de trés atomos de carbono alifaticos com um grupo aldeido

em cada uma das extremidades (Figura 4.2).

T it
H—C—CH,—CH,—CH,—C—H

Figura 4.2 Formula estrutural do glutaraldeido.

O seu mecanismo de acc¢do ¢ baseado nos seus dois grupos terminais de aldeido pois
estes sdo quimicamente muito reactivos, podendo interagir com certos constituintes da
parede e membrana celulares dos microrganismos, como, por exemplo, 0s grupo amino
(amoénia e aminas primdrias e, ainda que menos frequente, aminas secunddarias) e tiol das
proteinas (Eagar et al., 1986; Paulus, 1993). A natureza bi-funcional do glutaraldeido,
devido a existéncia dos dois grupos aldeido nas extremidades da sua molécula, permite que
cada grupo aldeido possa reagir com diferentes grupos amina, pelo que o glutaraldeido pode
formar uma ponte, ou ligacdo cruzada, entre esses dois grupos (Bott, 1995; Eagar et al.,
1986). A interaccdo do glutaraldeido com os constituintes celulares ¢ favorecida pelo
aumento do pH, razdo pela qual o pH ¢ o factor de maior influéncia na actividade
microbicida desta substancia. No entanto, outros factores, tais como o tempo de contacto, a
concentragdo e temperatura, também podem influir no maior ou menor desempenho do

glutaraldeido como biocida (Eagar et al., 1986).
4.3.3 Concentracoes de trabalho

Foram ensaiadas concentra¢des de 100 mg L™, 200 mg L™ e 300 mg L™ de carbamato e
de 50 mg L' e 100 mg L™ de glutaraldeido. Estas concentragdes de trabalho foram obtidas
por diluicado com agua destilada esterilizada das respectivas solugdes de biocida fornecidas
pela empresa Nalco. A escolha destas concentragdes foi baseada em trabalhos prévios (Bott
1995), estando estas concentragdes dentro da gama recomendada pela empresa fornecedora

dos biocidas.
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4.4 CAULINO

Para a investigacdo dos efeitos da presenca de particulas inorgéanicas na actividade das
bactérias, quer no modo de vida séssil, quer no modo planctonico, nomeadamente quando
eram sujeitas ao tratamento com os biocidas, recorreu-se ao caulino. Optou-se por esta
argila porque, para além do seu interesse industrial, esta ¢ bastante frequente a Noroeste de
Portugal, onde sdao exploradas vérias jazidas, sendo pois comum encontrar particulas de

caulino nos sistemas naturais de agua.

Tabela 4.5 Caracteristicas quimicas das particulas de caulino (Oliveira, 1990)

Parametro mg g’
Agua (110 °C) 8.8
Si0, 442
ALO, 379
Fe,0; 12.6
FeO <1.0
TiO, 1.6
P,0s 0.37
K,O 0.74
CaO 0.74
MgO 21.9
MnO 0.12

O caulino pode ser descrito como sendo uma rocha argilosa pertencente ao grupo das
rochas sedimentares cuja génese se deveu a alteracdes supergénicas de rochas igneas, mais
especificamente do granito. O constituinte principal do caulino ¢ a caulinite, cuja féormula
quimica ¢ SipAl,Os 40H. Apresenta uma cor branca ou levemente esbranquicada e
reveste-se de elevado interesse, pois a sua aplicagdo abrange varios sectores industriais,
sendo usado no branqueamento do papel, na industria ceramica, na constru¢do civil e na

composi¢ao de diversos produtos como tintas, borrachas e plasticos (Dias et al., 1995).
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O caulino utilizado (BA220C) foi proveniente da Companhia Anglo-Portuguesa de
Caolino, tendo sido seleccionada uma granulometria compreendida entre 5 um e 10 um de
diametro. Em todos os ensaios, a concentragdo efectiva de caulino implementada foi de
aproximadamente 300 mg L. A escolha desta concentragio baseou-se em estudos

anteriormente efectuados por Vieira (1995).

4.5 INSTALACOES EXPERIMENTAIS

A estratégia de investigacdo delineada para os ensaios experimentais envolveu, numa
fase inicial, o estudo do modo de ac¢ao dos biocidas em culturas em suspensdo de
Pseudomonas fluorescens e, numa fase subsequente, a investigacdo do modo de actuagdo
dos mesmos biocidas nas bactérias P. fluorescens quando estas estavam constituidas em
biofilme. Esta estratégia obrigou a que fossem implementados diferentes sistemas

experimentais que se passam a descrever.

4.5.1 Reactor continuo

Para investigagdo do modo de actuagdo dos biocidas nas bactérias, quando estas
assumiam uma forma de vida planctdnica, foi necessario providenciar uma fonte constante
de bactérias Pseudomonas fluorescens em fase exponencial de crescimento. Para tal,
desenvolveu-se o cultivo das referidas células bacterianas num fermentador continuo
comercial (Duran). Este consistiu num tanque de vidro, de 3 L de capacidade mdxima,
dotado de agitagdo e de uma camisa de aquecimento para regulagdo da temperatura. A
agita¢do foi promovida pela colocacdo do fermentador sob uma placa de agitacdo magnética
de velocidade regulavel e introdu¢do de uma barra magnética adequada no seu interior. O
controlo da temperatura no interior do fermentador conseguiu-se pela circulacdo de agua a
27 °C na camisa de aquecimento. O arejamento do reactor foi conseguido pela entrada de ar
atmosférico fornecido por um arejador de aquério de caudal reguldvel. O ar, antes de entrar
no fermentador, atravessava um filtro (ampola de algodao),de modo a remover particulas e

microrganismos.
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4.5.1.1 Esterilizacdo e operagdo do reactor

O fermentador foi esterilizado em autoclave a 121 °C durante 30 min, ja contendo meio
de cultura tamponado (preparado de acordo com o descrito no ponto 4.1.2), bem como a
barra magnética para posterior agitacdo, e tendo ja instalados e devidamente acondicionados
o tubo dispersor de oxigénio para promog¢do do arejamento, bem como os tubos em silicone

necessarios para a alimentagdo e arejamento do reactor.

A operagao do fermentador iniciou-se com a transferéncia de um inéculo (Sub-capitulo
4.1.3) para o interior do reactor, que ja continha meio de cultura esterilizado. Antes da
inoculacdo foram fixadas as condigdes Optimas de operacdo no que respeita a temperatura,

velocidade de agitagdo e caudal de arejamento.

Inicialmente o fermentador operou em modo descontinuo durante cerca de 12 h, por
forma a obter-se uma concentragdo celular elevada. Findo este tempo, o reactor passou a
operar em modo continuo pela alimentacdo de meio de cultura fresco ao fermentador através
de uma bomba peristaltica. Sempre que necessario, foram adicionadas a cultura 1 a 3 gotas
de agente anti-espuma de silicone (Merck 7743). O nivel do fermentador foi mantido pela
saida do excesso de cultura microbiana para o esgoto. O caudal de alimentacdo foi ajustado
a cerca de 100 mL h™ por forma a garantir uma taxa de dilui¢io inferior & taxa maxima de

crescimento desta bactéria nestas condigoes.

4.5.2 Associacao do Reactor Continuo e Tanque de mistura

Para estudo do modo de accdo dos biocidas sobre biofilmes de Pseudomonas
fluorescens foi necessario promover a formacao de biofilmes nas superficies seleccionadas.
Estes biofilmes foram desenvolvidos essencialmente de duas maneiras: pela imersao de
pequenas placas de aco inox numa cultura bacteriana agitada ou pela circulagdo da cultura
microbiana em células de fluxo que continham placas de aco inox amoviveis na sua parede
interna (adesdo em fluxo). Em ambos os casos, a cultura microbiana foi obtida de modo
similar numa instalagdo experimental, esquematicamente representada na Figura 4.3, que
compreendia essencialmente um fermentador e um tanque de diluicdo. Com a associag¢ao
deste tanque ao fermentador pretendeu-se obter uma cultura bacteriana diluida
(concentragdo bacteriana aproximada de 6x10” mL™' e uma concentragio de glicose proxima

de 20 mg L™), a qual se convencionou chamar suspensdo celular.
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Figura 4.3 Esquema da instalacao experimental.

4.5.2.1 Caracteristicas do equipamento

A instalagdo onde foi produzida a suspensdo celular, basicamente, compreendeu num
fermentador similar ao descrito no ponto 4.4.1, e com modos de esterilizacdo e operagdo
idénticos, s6 que de menor capacidade (volume util de 0.5 L) e um segundo vaso de
reac¢do associado ao fermentador, ao qual se convencionou chamar tanque de mistura. Este
consistiu num tanque agitado fechado de 3 L de capacidade, construido em acrilico
(Perspex ). A agitagdo e arejamento foram conseguidos procedendo-se de modo semelhante
ao descrito para o reactor continuo. A temperatura foi controlada por meio duma serpentina
enrolada no exterior do corpo do tanque por onde circulava dgua a 27 °C, proveniente de um

banho termostatizado equipado com uma bomba de circulagdo e uma resisténcia eléctrica.

4.5.2.2 Esterilizag¢do e lavagem

O modo de esterilizagdo do fermentador foi idéntico ao descrito para o fermentador de

maior volume (ponto 4.4.1.1).

Dado que o material utilizado na constru¢do do tanque de mistura ndao suportava
temperaturas elevadas, procedeu-se a esterilizacdo quimica do tanque pela circulagdo, em
circuito fechado, de uma solugdo de hipoclorito de sodio comercial (10 mL L) durante

24 h. Apds esse periodo, removeu-se a solugdo de hipoclorito e procedeu-se a lavagem
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através da circulagdo, em circuito aberto, de agua previamente esterilizada, por forma a
reduzir ao minimo a concentragdo residual de hipoclorito de sédio. Finda esta operacdo, o
reactor encontrava-se estéril, pronto a receber meio de cultura estéril. Todos os restantes
acessorios (tubo dispersor, tubos para alimentagdo de meio fresco, rolhas de algodao, etc.)

foram previamente esterilizados em autoclave a 121 °C durante 20 min.

4.5.2.3 Modo de operagdo

O modo de operagdo do fermentador foi idéntico ao descrito para o reactor continuo de
maior volume (sub-capitulo 4.4.1.1). Parte da cultura produzida neste fermentador (cerca de
100 mL h™) foi usada para continuamente inocular o tanque de mistura. Numa fase prévia, e
apos esterilizagdo, o tanque de mistura foi carregado com 2 L de meio de cultura estéril e
foram fixadas todas as condi¢des de operacdo (Tabela 4.6). Todos estes procedimentos
foram realizados em condi¢des de assépsia. A alimentacdo de 2.5 L h'! de meio de cultura
tamponado realizou-se com o auxilio de uma bomba peristaltica, a partir de recipientes em
plastico, esterilizdveis em autoclave, com uma capacidade de 30 L. Esta corrente, para além
de constituir a fonte de nutrientes, também funcionou como uma corrente de diluicdo da
concentragdo bacteriana e da fonte de carbono. A composi¢do do meio de cultura deste
tanque de mistura (Tabela 4.7) diferia da implementada no fermentador pois a quantidade de
nutrientes por unidade de volume foi significativamente menor. Este meio foi preparado por
dissolu¢do dos seus constituintes em tampao fosfato pH 7 (Tabela 4.2), previamente
preparado com agua da torneira. Uma saida para o esgoto manteve o nivel do tanque de

mistura constante.

Tabela 4.6 Condicdes de operagao do tanque de mistura

Variavel Valor

Temperatura 27.0°C £1.0°C
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pH 7.0£0.2

Taxa de dilui¢io 0.8 h'

Tabela 4.7 Composi¢ao do meio de cultura alimentado a suspensao celular desenvolvida
no tanque de mistura

Componente Concentracio (g L)
Glicose anidra 0.050
Peptona 0.025
Extracto de levedura 0.013

4.5.2.4 Monitorizac¢do do sistema

Periodicamente foram recolhidas amostra da suspensdo celular do tanque de mistura,

para quantificacdo da biomassa bacteriana e da glicose.

4.5.3 Formacio de biofilmes em placas suspensas

Sempre que se desenvolveram biofilmes em placas de ago inox suspensas no seio de
uma cultura bacteriana agitada, foram introduzidas no tanque de mistura, apos a suspensao
celular ter atingido o estado estaciondrio (isto é, uma concentragdo celular proxima de
6x10” bactérias mL™' e uma concentracio em glicose de 20 mg L), vérias placas de ago
inox devidamente fixadas num suporte metalico construido para o efeito. Este consistiu
numa vareta central de aco inox, a qual foram fixadas radialmente véarias hastes para

acomodacao de varias placas de aco inox, para suporte do biofilme a formar (Figura 4.4).

A tampa do tanque de mistura foi construida de maneira a ser possivel encaixar uma
rolha em borracha perfurada, por forma a ajustar o suporte de acomodagdo das varias
superficies de adesdo. O conjunto suporte + placas de aco foi esterilizado em autoclave a

121 °C, durante 20 min, antes de ser introduzido no tanque de mistura.
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Figura 4.4 Pormenor esquematico do suporte das placas de aco.

4.5.4 Formacao de biofilmes em sistemas de adesao em fluxo

A obtencao de biofilmes sobre placas de ago inox foi conseguida pela recirculagdo da
suspensdo celular, continuamente obtida no tanque de mistura, no interior de células de
fluxo idealizadas e desenvolvidas propositadamente para este efeito. Dada a sua
especificidade e cardcter mais inovador, as células de fluxo irdo ser, de seguida, objecto de

uma descri¢ao mais particular.

4.6 CELULA DE FLUXO

4.6.1 Caracteristicas

A Figura 4.5 representa esquematicamente uma célula de fluxo desenvolvida no ambito
do presente trabalho e utilizada nos ensaios de formag¢ao de biofilme por fluxo continuo de
suspensdo celular. Cada célula de fluxo foi construida em acrilico (Perspex ) e pode-se
descrever como sendo uma pequena conduta, posicionada verticalmente, de sec¢do
semi-circular de 45 cm de comprimento e 2.02 cm de didmetro hidraulico. Na sua face
plana, cada célula de fluxo possui varias aberturas rectangulares (equidistantes 5 cm) para
adequadamente alojar as varias superficies de suporte do biofilme. Na face circular de cada

célula de fluxo foram construidas varias portas de saida (0.8 cm de didmetro interno),
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localizadas ao nivel do espagamento entre cada superficie de adesdo. Estas portas de saida

foram cuidadosamente fechadas recorrendo a pingas Hoffman.
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Figura 4.5 Representacao esquematica da Célula de fluxo.

As superficies de adesdo sdo constituidas por pequenas placas de ago inox coladas (cola
epoxi Araldite” rapide) em suportes rectangulares de acrilico (Perspex ). Ao conjunto
suporte de acrilico mais placa ago foi convencionado chamar-se placa de adesdo. Esta
designagdo decorre do facto da adesdo bacteriana constituir um pré requisito para a
formacao de biofilme. A geometria (Figura 4.6) destas placas de adesdo foi projectada por
forma a que cada uma ficasse adequadamente ajustada nas aberturas da face plana de cada
célula de fluxo. A fixacdo de cada placa de adesdo a face plana da célula de fluxo foi
reforcada por meio de um conjunto de parafusos. A inclusdo de um vedante em cada placa

de adesao garantiu as condi¢des de estanquicidade do sistema.
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Figura 4.6 Pormenor de uma placa de adesao.

4.6.2 Esterilizacido e lavagem

A esterilizagdo das células de fluxo, dado os materiais de constru¢do ndo suportarem
temperaturas elevadas, foi conseguida por circulagdo, em circuito fechado, de uma solucao
de hipoclorito de sédio comercial (10 mL L") durante 24 h. Apés esse periodo, removeu-se
a solucao de hipoclorito e procedeu-se a lavagem através da circulacdo, em circuito aberto,
de agua previamente esterilizada por forma a reduzir a0 minimo a concentragdo residual de

hipoclorito de sddio.

Finda esta operagdo, as tubagens de entrada e saida das células de fluxo foram
assepticamente introduzidas e fixadas no tanque de mistura, ficando entdo as células de

fluxo prontas para receber a suspensdo celular e iniciar-se a formacao de biofilme.

4.6.3 Modo de operacao

Apo6s esterilizagdo das células de fluxo e obtengdao da suspensdo celular em estado
estacionario (sub-capitulo 4.5.2), procedeu-se entdo ao desenvolvimento de biofilme pela
circulacdo da suspensdo celular no interior das células de fluxo a um caudal pré
determinado, que foi regulado manualmente. A circulagdo continua de suspensao celular nas
células de fluxo foi efectuada por bombas centrifugas de aquario. As ligagdes das bombas as

células de fluxo foram feitas por tubagem em silicone.

Sempre que programado, podiam ser removidas placas de adesdo para andlises
posteriores e substituidas por outras limpas e estéreis, previamente reservadas em etanol. A
retirada das placas de adesdao fez-se sempre em sentido descendente, a partir do topo da
célula de fluxo. A remocdo de placas de adesdo e consequente substituicdo por outras
ocorria sem a paragem do fluxo da suspensdo celular pois este, durante o periodo de

remocao, era desviado para a porta de saida imediatamente abaixo da placa de adesdo que se
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pretendia amostrar. Deste modo, a formag¢do de biofilme nas placas de adesao

remanescentes nas células de fluxo ndo era perturbada.

Tabela 4.8 Caracteristicas dos principais equipamentos usados na execucdo dos trabalhos

praticos

Equipamento Marca (Origem) Modelo
Estufa de incubagao Memmert (Alemanha) Typ 840
Autoclave Uniclave (Portugal) AJC 6Kw 88
Agitador orbital B. Braun (Alemanha) Certomat S
Eléctrodo de pH Ingold (Suiga) -
Medidor de pH Orion (USA) 420 A
Placa de agitagdo ERT (Portugal) AM.O
Arejador de aquario Tagus (Portugal) Tagus 2000

Bombas peristalticas
Bombas de aquario
Bombeas peristalticas
Centrifuga angular
Centrifuga angular

Centrifuga

Ismatec (Suiga)

Eheim (Alemanha)
Univ. Birmingham (Inglaterra)
J. P. Selecta (Espanha)
Sigma (Alemanha)

Sigma (Alemanha)

Reglo Analog MS-2/6

Typ 1060; Typ 1048

Tubos de 15 mL
113; eppendorfs

4K10

4.7 METODOS ANALITICOS

4.7.1 Determinacido da biomassa

4.7.1.1 Contagem celular

O ntimero de células presente nas suspensdes bacterianas foi determinado por contagem

em camara de Neubauer, por observagdo directa num microscopio optico (Zeiss, Alemanha)

com ampliacdo adequada.
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4.7.1.2 Determinacdo dos Solidos totais e Solidos volateis totais

A quantificacdo da biomassa em biofilme foi efectuada pelo método gravimétrico de

matéria seca, de acordo com o descrito no Standard Methods of Analysis (1989).

4.7.1.3 Quantificagdo de proteinas

A concentracdo de células foi relacionada com o seu conteudo em proteina total, tendo
este sido doseado pelo método de Lowry modificado (Sub-capitulo 4.7.6.1) apds ruptura das

células por ultra-sons.

4.7.2 Quantificaciao da glicose

4.7.2.1 Doseamento de agucares redutores pelo método de Miller (DNS)

A concentracdo de glicose foi estimada pelo doseamento dos agucares redutores pelo
método do 4cido 3,5-dinitrossalicilico (Miller, 1959), vulgarmente conhecido pelo método
de DNS. Este método baseia-se na reducdo, em solugdo alcalina, do acido
3,5-dinitrossalicilico (DNS) a 4cido 3-amino-5-nitrossalicilico. A presenca do tartarato
duplo de sodio e de potassio (sal de La Rochele) destina-se a proteger o reagente da ac¢ao

do oxigénio dissolvido.

O procedimento experimental consiste em adicionar a 0.5 mL de amostra 0.5 mL de
reagente DNS e, apds agitacdo em vortex, colocar num banho de dgua a 100 °C durante
5 min. Findo este tempo, e apds arrefecimento rapido com agua fria, adicionar 5 mL de agua
destilada ¢ ler a absorvéncia a 540 nm. Para a obtencdo do branco, substituia-se a amostra
por agua destilada e seguia-se o mesmo procedimento. A calibragdo era feita previamente

recorrendo a solugdes padrio de glicose (0.0 gL' a1.0gL™).

O reagente de DNS prepara-se dissolvendo 5 g de 4acido 3,5-dinitrossalicilico em
100 mL de NaOH 2 mol L'l, a 80 °C. Simultaneamente, dissolvem-se 150 g de tartarato
duplo de sddio e de potassio (sal de La Rochele) em 250 mL de 4gua destilada, também a
80 °C. Apos a dissolugdo completa misturam-se as duas solugdes ajustando o volume final a

500 mL, com agua destilada. A solugdo deve conservar-se num frasco escuro.
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4.7.3 Determinacio da carga superficial

4.7.3.1 Potencial zeta

Para a determinag¢do da carga superficial das entidades envolvidas em interacgdes
electrostaticas recorre-se, geralmente, ao conceito do potencial de “superficie de corte”
(Hunter, 1988). Sumariamente, este conceito refere que, quando uma particula em solugdo
aquosa ¢ sujeita a um campo eléctrico, esta mover-se-4 tangencialmente com uma
velocidade que depende do potencial da “superficie de corte” ou potencial zeta. O potencial
zeta ndo pode ser medido directamente, mas pode ser relacionado, sob certas condi¢des (van
Oss, 1995; Azeredo, 1998), com os valores de mobilidade electroforética. A determinagdo
desta baseia-se na medic¢do da velocidade de migragdo de particulas ou células microbianas,

a temperatura constante, quando sujeitas a um campo eléctrico.

Neste trabalho experimental, o potencial zeta foi determinado de acordo com
Loosdrecht et al. (1990), numa camara fechada transparente (célula de electroforese), que
incluia nas suas extremidades dois eléctrodos de platina (um catodo e um anodo). A esta
camara estava associado um sistema ZetaMeter 3.0+ (ZetaMeter Incorporated, New Y ork).
Quando uma diferenca de potencial (entre 200 V e 300 V) era aplicada a célula de
elctroforese, as particulas que se encontravam em suspensao no interior da camara
moviam-se em direccdo a um dos eléctrodos. O tempo que cada particula demorava a
percorrer um determinado percurso era registado pelo ZetaMeter que, apoOs calculos
internos, intrinsecos ao aparelho, apresentava o valor de potencial zeta caracteristico dessa

particula, nas condi¢des do ensaio.

4.7.4 Determinacido da actividade microbiana

4.7.4.1 Meétodo respirométrico

A taxa especifica de consumo de oxigénio, ou taxa especifica de respiracdo, pode ser
definida como a quantidade de oxigénio consumido por unidade de biomassa existente e por
unidade de tempo. Para a medicao da taxa de consumo de oxigénio, expressa em massa de
oxigénio consumida por unidade de volume e por unidade de tempo, existem varios tipos de

aparelhos denominados respirdmetros, que permitem a medigdo em continuo ou
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descontinuo. S3o essencialmente constituidos por um ou varios eléctrodos de oxigénio, um
medidor de oxigénio, uma camara de reac¢do ou célula respirométrica onde circula ou se
encontra a biomassa, dependendo do modo de operagdao do respirometro, € um sistema de
aquisicao de dados enviados pelo medidor. Neste trabalho experimental utilizou-se um
respirometro de funcionamento descontinuo (Yellow Spring Biological Oxygen Monitor,
model 53), que se encontra esquematicamente representado na Figura 4.6, sendo os dados

adquiridos em computador através do programa LABTECH NOTEBOOKpro.
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Figura 4.6 Diagrama esquematico do respirdmetro descontinuo: (1) Eléctrodo de oxigénio;
(2) Camara de termostatizacao; (3) Célula do respirometro; (4) Barra magnética; (5)
Monitor de oxigénio; (6) Aquisi¢ao de dados.

A taxa especifica de consumo de oxigénio pode ser determinada na presenca ou
auséncia de fontes de carbono e energia externas aos microrganismos. No caso de ndo
estarem presentes fontes de carbono ou de energia externas, o consumo de oxigénio ¢
devido ao metabolismo enddgeno designando-se esta taxa de respiragdo por taxa de
respiragdo endogena. Na presenca de fontes de carbono e energia, o consumo de oxigénio ¢
devido as reacgdes de oxidacdo, designando-se a taxa de respiragdo por taxa de respiragao
total. Um respirdbmetro de funcionamento descontinuo permite obter a evolugdo da
concentragdo em oxigénio dissolvido ao longo do tempo. Este registo ¢ denominado de

respirograma (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Respirograma tipico: 1 e 3 - respiracao endogena; 2 - respiracao total;
A - injec¢do de substrato; t - tangente no ponto de injec¢do de substrato.

A interpretagdo de um respirograma envolve o calculo da taxa de respiragdo enddgena
(fases 1 e 3) e da taxa de respiragao total (fase 2). A taxa de respiracdo endogena ¢ calculada
a partir do declive da recta obtida na fase 1 e a taxa de respiragdo total ¢ calculada a partir
da tangente no momento da injeccao de substrato. A taxa de respiracao devido a adicao de
uma determinada concentra¢do de substrato ¢ igual a diferenca entre a taxa de respiracdo
total e a taxa de respiracdo endodgena. Esta diferenga, apos normalizacdo pela quantidade de
biomassa, foi apelidada de actividade respiratoria especifica e representada,

abreviadamente, pela sigla OUR (“Oxygen Uptake Rate™).

4.7.5 Caracterizacao fisica de biofilmes

4.7.5.1 Determinag¢do do peso humido

O peso humido do biofilme foi determinado imediatamente apds a sua remog¢ao do local
de formacgao, numa balanga analitica com a capacidade maxima de 200 g e precisdo de
0.001 g. Foi avaliado o peso do conjunto biofilme humido + superficie de suporte, sendo

posteriormente descontado o peso do suporte. Este foi determinado previamente.

4.7.5.2 Determinagdo do peso seco

O peso seco da massa total de biofilme formado nas varias superficies de suporte foi

estimado, por gravimetria, determinando-se os sélidos totais apds o biofilme ter sido seco,
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até peso constante, numa estufa a 105 °C. O procedimento efectuado foi baseado no

Standard Method of Analysis (1989).

4.7.5.3 Determina¢do da quantidade de agua num biofilme

A percentagem de 4gua presente nos biofilmes foi determinada calculando a diferenca
entre os pesos humido e seco e dividindo pelo peso humido. O resultado foi multiplicado

por 100.

4.7.5.4 Quantificagdao da biomassa

A biomassa presente num biofilme foi estimada determinando o teor em solidos
volateis totais. Estes eram obtidos apds igni¢cao da massa total de biofilme a 500 °C + 50 °C,

seguindo-se o método descrito no Standard Method of Analysis (1989).

4.7.6 Caracterizacio bioquimica de biofilmes

4.7.6.1 Proteina total

A quantificacdo da proteina total foi efectuada pelo método modificado de Lowry et al.
(1951) utilizando o kit Sigma P5656. O reagente de Folin & Ciocalteu, cujo constituinte
activo € o acido misto fosfomolibdotungstico, esta na base deste método. Este 4cido, na
presenca de proteina, ¢ reduzido por perda de 1 a 3 4tomos de oxigénio. Obtém-se assim
varias espécies reduzidas possuindo uma cor azul caracteristica (absor¢do maxima a 745 nm
a 750 nm). A fixacao do cobre por quelacao facilita a transferéncia de electroes para o acido

misto.

O procedimento experimental consiste em adicionar a 1 mL de amostra 1 mL de
reagente de Lowry e homogeneizar no vortex durante 30 s. Apos 20 min de reacgdo, a
temperatura ambiente, voltar a homogeneizar e adicionar simultaneamente 0.5 mL de
reagente de Folin & Ciocalteu’s. Deixar reagir a temperatura ambiente e ao abrigo da luz
durante 30 min, findo o qual se 1€ a absorvéncia a 740 nm. O branco obtém-se pela
substitui¢do da amostra por solucdo tampao (a mesma utilizada na preparagdo das culturas

bacterianas), seguindo-se 0 mesmo procedimento utilizado na amostra.
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Antes das determinacdes e sempre que se mudava de reagentes, procedia-se a
calibragdo do espectrofotometro através da analise de solu¢des padrdo de albumina sérica de

bovino (0 mgL™'a400mgL™).
4.7.6.2 Conteudo em polissacarideos

A determinagao do conteudo em polissacarideos foi realizada pelo método de Dubois et
al. (1956). Segundo Horan e Eccles (1986), a glicose e outros agtcares, como por exemplo
galactose e manose, apresentam uma grande semelhanga com os mondmeros que compdem
os polissacarideos. Deste modo, a utilizagdo de glicose como padrdo no doseamento destas

macromoléculas permite estimar a sua quantidade nas amostras.

O procedimento experimental consiste em adicionar a 1 mL de amostra 1 mL de
solucdo de fenol (50 g L™, preparado com 4gua ultra pura filtrada) e, de forma rapida, 5 mL
de 4acido sufurico concentrado (97 %). Agitar vigorosamente no vortex e, apos
arrefecimento a temperatura ambiente, ler a absorvéncia a 490 nm. O branco obtém-se pela
substituicdo da amostra por solucdo de tampao (a mesma utilizada na preparacdo das

culturas bacterianas) seguindo-se o0 mesmo procedimento utilizado na amostra.

A calibracdo do espectrofotometro foi realizada recorrendo a solu¢des padrdao de

glicose (entre 0 mg L' ¢ 80 mg L™).

4.7.7 Microscopia de epifluorescéncia

A microscopia de epifluorescéncia baseia-se na propriedade que os fluorocromos
apresentam de se fixarem num local especifico dos microrganismos, atribuindo-lhes cor. O
método de epifluorescéncia com laranja de acridina (um dos fluorocromos mais comuns)
estima a viabilidade celular pela perda de capacidade reprodutiva. A molécula de acridina
pode ligar-se a cadeia de ARN (4cido ribonucleico) das células bacterianas, quando estas
estdo numa fase de crescimento exponencial (o teor em ARN predomina em células
activas), conduzindo ao desenvolvimento de uma fluorescéncia laranja avermelhada. Pelo
contrario, quando se liga ao ADN (4cido desoxirribonucleico), que predomina nas células
mortas ou com baixa taxa de reproducdo, as células fluorescem de verde (Porter e Feig,

1980).
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O procedimento experimental consiste em corar as varias amostras com uma solugdo de
laranja de acridina (1 g L") durante 15 min, a temperatura ambiente e na auséncia de luz.
Findo este tempo, sdo cuidadosamente lavadas com &agua destilada esterilizada, para
remover o excesso de corante, e rapidamente observadas ao microscopio Optico de
fluorescéncia com o filtro apropriado (filtro Zeiss n°® 09, excitagdo BP entre 450 nm e

490 nm).

4.7.8 Microscopia electronica de varrimento (SEM)

Para observagdo da estrutura superficial do biofilme recorreu-se a observagdo por
microscopia electronica de varrimento (SEM). Antes da observagdo, o biofilme suportado
nas placas metalicas era desidratado através da imersdo em solugdes de etanol absoluto de
concentragdo crescente até¢ 100 % (10, 25, 40, 50, 70, 80 e 90 %), permanecendo cerca de
15 min em cada solugdo. Posteriormente, as placas eram transferidas para um exsicador para
secagem completa (2 d a 3 d). As amostras foram cobertas com ouro e examinadas num
microscopio electronico de varrimento entre 10 kV e 15 kV. As varias observacdes foram

documentadas através da aquisi¢do de registos fotograficos.

Nao foi seguido o método tipico de preparagdo de amostras para SEM (fixagdo com
uma solug¢do de glutaraldeido, 3 % preparada em tampao cacodilato, pH 7.2, antes da
desidratagdo pelas solugdes de etanol) porque certos autores referem que o glutaraldeido
pode perturbar a estrutura da matriz polimérica (Azeredo et al, 1999) e consequentemente

alterar a arquitectura do biofilme.

Tabela 4.9 Caracteristicas dos principais equipamentos necessarios para a realizacao dos
métodos analiticos

Equipamento Marca (Origem) Modelo
Estufa de secagem Sanyo, (Suica) MOV-212F
Estufa de incubagdo Memmert,(Alemanha) Typ 840

Mufla Lenton Furnaces (Inglaterra) -
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Exsicador Simax (Portugal) -
Balanga anlitica Scaltec, (Alemanha) SBC 31
Espectrofotometro Unicam, Helios (Inglaterra)

Vortex Heidolph, (Suiga) Reax 2000
Microscopio optico Zeiss, Axioskop (Alemanha)

Microscopio electronico de varrimento Leica S360
Sonicador Vibracell, (USA) VC 600
Centrifuga angular J. P.Selecta, (Espanha) 6, Tubos 15 mL
Centrifuga angular Sigma, (Alemanha) 113, Eppendorfs
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5. EFEITO DOS BIOCIDAS NA CARGA SUPERFICIAL E NA ADESAO

INICIAL DE P. fluorescens

Sumario

Para a compreensao dos fendmenos envolvidos na adesdo de bactérias a suportes, ¢ decisivo conhecer as
propriedades superficiais, quer das células quer dos suportes, e relacionar essas propriedades com a

quantidade de bactérias aderidas.

Este capitulo apresenta resultados referentes a accdo dos biocidas na adesdo inicial de bactérias P.
fluorescens a superficies de aco inox e na carga superficial das bactérias quando tratadas com diferentes
concentragdes de carbamato e glutaraldeido. A relagdo destes valores com a ades@o inicial das bactérias

também € discutida.
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5.1 INTRODUCAO

A pratica mais comum para lidar com biofilmes indesejaveis centra-se na aplicagdo de
biocidas. Para que se possa correctamente delinear a estratégia de aplicagdo destas
substancias antimicrobianas, ¢ fundamental conhecer previamente o seu modo de actuacao,
isto €, conhecer o seu potencial de interferéncia com o processo de formacdo do biofilme,
designadamente no que respeita aos efeitos na fase inicial de adesdo dos microrganismos as

superficies de adesdo.

Os mecanismos que governam a adesdo de microrganismos estdo intimamente
associados com as propriedades superficiais que estes apresentam, bem como com as
apresentadas pelas superficies de adesdo. A carga superficial, a tensdo superficial e a
hidrofobicidade sdo das propriedades que quimica e fisicamente mais significativamente
interferem com o processo inicial de adesdo, pelo que a sua caracterizagdo ajudara a

descrever o processo inicial de adesdo de bactérias a suportes solidos.

5.1.1 Propriedades eléctricas superficiais

A adesao de bactérias a superficies solidas, no periodo inicial de formacao de biofilme,
¢ frequentemente dependente das cargas eléctricas das entidades envolvidas, isto €, da carga
eléctrica superficial das bactérias e da superficie do suporte. As interac¢des electrostaticas
(de repulsdo ou de atrac¢do) entre as particulas em solucdo (nas quais as bactérias se
incluem), poderiam ser quantificadas se fosse conhecido o potencial eléctrico de cada uma
das superficies interactuantes. Contudo, do ponto de vista experimental, o potencial
eléctrico ¢ dificil de determinar, pelo que usualmente se recorre a determinagao do potencial
electrocinético (ou potencial zeta) (Hunter, 1988), que permite a obtencdo de um valor

aproximado para a for¢a de interacg¢ao.

Assumindo algumas simplificagdes, o potencial zeta pode ser calculado a partir da
mobilidade electroforética (Wal et al., 1997), e como estd directamente relacionado com a
carga eléctrica da superficie, os dois termos sdo frequentemente usados quase como

sindonimos.
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Qualquer superficie sélida pode ser caracterizada em termos da sua carga superficial,
energia livre de superficie e rugosidade. A adesdo de bactérias a superficies aparentemente
inertes € influenciada pelas propriedades inerentes a superficie solida e pela maneira como
estas propriedades sdo modificadas pela adsorcdo molecular a superficie (Marshall e

Blainey, 1990).

A carga superficial dos microrganismos ¢ determinada pela adsor¢do de ides ou por
ionizacao de grupos superficiais, sendo estes fenomenos dependentes das propriedades da
solugdo aquosa, nomeadamente do pH, pois os grupos acidicos (carboxilo e fosfato) e
basicos (amina), existentes na superficie dos microrganismos, podem reagir com o0s ides

OH e H;0" da solucao.

Muitos dos agentes antimicrobianos podem afectar negativamente a adesao inicial de
microrganismos, alterando a energia livre de superficie ou a hidrofobicidade da parede

celular (Cheung e Beech, 1996).

5.1.2 Teoria DLVO

De acordo com o preconizado por Marshall (1976), as bactérias podem ser consideradas
particulas coloidais, uma vez que o seu tamanho nao excede 2 pm, possuem normalmente
uma carga global negativa e uma densidade ligeiramente superior a da agua, pelo que a sua
adesdo inicial a suportes solidos pode ser descrita em termos de fendémenos fisico-quimicos,
sendo frequente o recurso a teoria DLVO (Derjaguin e Landau, 1941; Verwey e Overbeek,
1948). Esta teoria aborda a adesdo de uma particula a uma superficie tendo em consideracao
as interac¢des dos corpos quando estes se aproximam um do outro. Consequentemente, a
atraccdo entre a particula e a superficie podera ocorrer entdo no minimo secundario de
energia, balango entre as forcas atractivas de van der Waals e as interaccoes electrostaticas
(atractivas ou repulsivas) resultantes da sobreposi¢do da dupla camada eléctrica que
circunda a superficie de cada uma das entidades envolvidas (Marshall e Blainey, 1990).
Uma vez que a maioria das superficies adquire uma carga negativa quando em solucdo
(Hunter, 1988), as for¢as da dupla camada eléctrica assumem geralmente um caracter

repulsivo.
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5.2 OBJECTIVOS

Nestes ensaios procurou-se investigar a influéncia dos biocidas nas propriedades
superficiais da bactéria P. fluorescens, nomeadamente no potencial electrocinético, e
consequentemente determinar a sua influéncia no processo inicial de adesdo da referida
bactéria a superficies de ago inox, quando sujeita ao tratamento com os biocidas.
Procurou-se também conhecer o efeito do pH na carga superficial das bactérias, quando
sujeitas aos mesmos biocidas, e relacionar estes factores com a maior ou menor aptidao das
bactérias para a adesdo. A influéncia de ambos os biocidas no potencial zeta do aco inox
(material usado como suporte para o desenvolvimento de biofilmes) foi também

determinada.

5.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.3.1 Ensaios de adesao inicial

A adesdo inicial de bactérias P. fluorescens a placas de aco inox foi investigada por
microscopia de epifluorescéncia com base no método de coloragdo com laranja de acridina,
descrito no sub-capitulo 4.7.8. A adesdo foi efectuada pela imersdo, em posi¢ao horizontal,
de placas de aco inox (1.5 cm de largura por 1.5 cm de comprimento e 1 mm de espessura)
em suspensoes de bactérias P. fluorescens, as quais foram adicionados os biocidas. As

observagdes microscopicas foram documentadas por registos fotograficos representativos.

5.3.1.1 Preparag¢do das suspensoes celulares

Para a preparacao das suspensdes bacterianas foi centrifugado (3800 g, 10 min) um
volume representativo de cultura bacteriana de P. fluorescens, cultivada no reactor continuo
(sub-capitulo 4.5.1), reservando-se o sobrenadante. O sedimentado celular obtido foi lavado
trés vezes com tampdo fosfato salino 0.1 mol L™ (0.29 g L™ KH,PO,, 1.19 g L™ K,HPO,,
493 g L' NaCl) e ressuspendido num determinado volume de sobrenadante, entretanto
filtrado (membrana de nitrato de celulose de 0.45 um, Gelman Sciences, 66234), por forma
a obter-se uma concentragdo celular final de 1x10°-3x10° bactérias mL™'. A suspensdo

bacteriana assim obtida era equitativamente dividida por vérios frascos Schott (Duran),
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previamente esterilizados, cada um contendo varias placas metalicas suspensas, constituindo

o0s suportes para a adesdo bacteriana.

5.3.1.2 Aplicagdo dos biocidas

A cada um dos frascos, contendo um determinado volume de suspensdo bacteriana, foi
adicionado um volume de biocida (carbamato ou glutaraldeido) de maneira a obterem-se
concentragdes finais de 100 mg L™, 200 mg L™ ¢ 300 mg L' de carbamato ¢ 50 mg L™ ¢
100 mg L™ de glutaraldeido. Um dos frascos foi reservado para controlo e a este ndo foi
adicionado nenhuma quantidade de biocida. Durante todo o periodo de adesdo, os frascos
contendo as varias suspensdes celulares foram mantidos em agitagio (120 m™') a uma
temperatura de cerca de 27 °C. Apods 1 h e 3 h de contacto com a suspensdo celular contendo
biocida, uma das placas de cada frasco foi retirada, lavada cuidadosamente com agua
destilada esterilizada (para eventual remog¢do de bactérias fracamente aderidas) e preparada

para observacao no microscopio de epifluorescéncia.

5.3.2 Ensaios de determinacio do potencial zeta

O efeito da aplicacao de biocidas na carga superficial das bactérias P. fluorescens foi
avaliado pela determinagdo do potencial zeta, a temperatura ambiente, conforme descrito no
sub-capitulo 4.7.3. Possiveis interac¢des dos biocidas com o material de construgdo das
superficies de adesdo também foram investigadas através da determinagdo do potencial
electrocinético da limalha de ago inox, quando submetida ao contacto com os biocidas em

estudo.

Em cada ensaio, e para cada condic¢do testada, foram efectuadas, no minimo, 20 leituras

de potencial zeta.

5.3.2.1 Preparagdo das suspensoes bacterianas

As suspensOes bacterianas foram obtidas de modo semelhante ao descrito para a
investigagdo da adesdo inicial, s6 que, para esta determinagdo, o sedimentado celular foi
ressuspendido em solugdes tampado pH 5, 7 e 9, consoante o pH pretendido, e de maneira a

obterem-se suspensodes celulares mais concentradas, isto €, com uma concentragdo celular
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final na gama de 1x10°-3x10° bactérias mL™'. A determinacio do potencial zeta foi realizada

apos a adi¢do dos biocidas.

5.3.2.2 Obteng¢do da limalha de a¢o inox

Para a determina¢do do potencial electrocinético do aco inox, este foi reduzido a
pequenas particulas por limagem com uma lima murga (lima de serrilha fina). Quantidades
idénticas desta limalha de ago inox foram distribuidas por vérios frascos, aos quais se

adicionaram solugdes de tampao com diferentes valores de pH.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 5.1 mostra algumas imagens que ilustram o efeito da aplicagdo de varias
concentragdes de carbamato na adesao inicial da bactéria Pseudomonas fluorescens (até 1 h
e 3 h) as superficies de aco inox. O efeito da aplicacdo de glutaraldeido pode ser observado
nas imagens apresentadas na Figura 5.2. Pela observacao destas figuras ¢ possivel constatar
que, na auséncia de biocidas (Figuras 5.1a e 5.2a), as bactérias aderem as superficies

metalicas isoladamente e de forma dispersa e aleatoria.

Com a aplicagdo dos biocidas o perfil de adesdo inicial ¢ substancialmente modificado,
sendo mais inesperado o obtido com a adi¢do de carbamato. A adi¢ao deste biocida, de uma
forma global, fomentou uma maior adesdo de bactérias a superficie metalica e
adicionalmente um comportamento de adesdo diferente, isto ¢, as bactérias aderiram sob a
forma de agregados. Com efeito, a aplicagdo de 100 mg L™ de carbamato a suspensio
bacteriana fez com que a grande maioria das bactérias aderisse a superficie metalica
preferencialmente sob a forma de agregados, ndo obstante algumas estarem aderidas de
forma dispersa (Figura 5.1b,c). Na presenca de 200 mg L' (Figura 5.1d) e 300 mg L™ de
carbamato (Figura 5.1e), o padrdo de distribuicao das bactérias no suporte metalico € similar
ao observado na auséncia dos biocidas, apesar de ser notério uma maior quantidade de
células aderidas e alguns agregados, s6 que de menor dimensdo comparativamente com 0s

observados com a aplicacdo de 100 mg L' de carbamato.
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(b)

(d)

Figura 5.1 Imagens digitalizadas de fotografias de microscopia de epifluorescéncia de P.
fluorescens aderidas ao ago inox: (a) 1 h de exposicao a suspensao bacteriana sem aplicacao
de carbamato; (b) e (¢) respectivamente, 1 h e 3 h de exposicdo a suspensao bacteriana
tratada com 100 mg L' de carbamato; (d) 1 h de exposicdo a suspensio celular tratada com
200 mg L' de carbamato; (e) 1 h de exposic¢io a suspensio bacteriana tratada com
300 mg L' de carbamato. Ampliacdo de 400x.

Nos ensaios em que ocorreu a adicdo de glutaraldeido as suspensdes bacterianas, e tal

como pode ser observado na Figura 5.2, a adesdo inicial de bactérias apresentou sempre um
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comportamento similar, isto ¢, o nimero de bactérias aderidas diminuiu a medida que se
aumentou a concentracao de biocida adicionado (Figura 5.2b,c), sendo esta diminui¢do mais

acentuada quando se aplicou 100 mg L™ de glutaraldeido (Figura 5.2¢).

(b) (©)

Figura 5.2 Imagens digitalizadas de fotografias de microscopia de epifluorescéncia de
bactérias P. fluorescens aderidas ao aco inox, ao fim de 1 h de exposicao a suspensao
bacteriana: (a) sem aplicacdo de glutaraldeido; (b) e (¢) com aplicagdo de, respectivamente,
50 mg L' ¢ 100 mg L' de glutaraldeido. Ampliagio de 400x.

Perante os perfis de adesdo obtidos, e tendo presente que a adesdo inicial de bactérias a
superficies solidas depende frequentemente das cargas eléctricas das entidades em presenca,
levanta-se a hipotese das propriedades eléctricas superficiais das bactérias e/ou da superficie
de aco inox serem alteradas em presenca do carbamato, no sentido de facilitar a adesdo
bacteriana. Em relagdo ao glutaraldeido, e dado o comportamento de adesdo ser, de certa
forma, o previsto, isto ¢ a aplicagdo do biocida conduziu a uma menor adesdo de células, a
partida, pode inferir-se que, a haver alteragdes electrostaticas, estas ocorrem de forma a

aumentar a repulsdo entre os dois tipos de entidades.
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Com o intuito de se obterem informagdes que corroborassem estas hipoteses
efectuou-se a determinacdo do potencial zeta, quer das bactérias quer do suporte de adesdo.
Como as cargas eléctricas superficiais variam com o pH (Oliveira, 1992), a determinacao do
potencial zeta das bactérias P. fluorescens e do ago inox foi efectuada a diferentes valores

de pH.

Nas Tabelas 5.1 e 5.2 apresentam-se os valores de potencial zeta das suspensdes
celulares, com e sem aplicagdo de carbamato, para varios valores de pH. Estes valores
revelam que a bactéria Pseudomonas fluorescens apresenta, na gama de pH estudada, uma
carga superficial negativa, similar a valores ja referenciados na literatura (Pinheiro et al.,
1988). A carga superficial de particulas solidas ¢ devida a varios mecanismos (Hunter,
1988). No entanto, para o caso de microrganismos, esta ¢ adquirida por adsor¢ao de ides ou
por ionizacdo de grupos superficiais (Oliveira, 1992). Sendo assim, a carga negativa das
bactérias P. fluorescens pode ser atribuida aos lipopolissacarideos (LPS) anidnicos
presentes na membrana externa da bactéria, tal como indicado por Bradley e Pritchard
(1990) para justificar o potencial zeta negativo da Desulfovibrio desulfuricans. As proteinas
presentes na superficie bacteriana também podem justificar a carga negativa (Bradley e

Gaylarde, 1988).

Pela observacdo da Tabela 5.1, ¢ possivel constatar-se que a aplicacdo de carbamato as
suspensoes celulares altera substancialmente a carga superficial das bactérias, sendo esta
alteracdo dependente do valor de pH do meio e da concentragdo de biocida aplicada.
Quando se aplicou 100 mg L™ de carbamato as suspensdes celulares, o potencial zeta das
bactérias P. fluorescens apresentou valor nulo até valores de pH proximos de 7,
mantendo uma carga eléctrica negativa, semelhante a obtida na auséncia de biocida, quando
o pH do meio rondava 8.5. Com a aplicagdo de uma concentragio de 200 mg L™ de
carbamato, o potencial zeta das bactérias permaneceu negativo para pH 8.3, ainda que num
valor ligeiramente inferior ao registado na auséncia de carbamato, mas assumiu um valor
nulo para pH proximo de 7 e positivo para um valor de 5.9. Aplicando 300 mg L de
carbamato, a carga superficial das bactérias assumiu valores positivos para pH 5.9 e 6.7,
permanecendo num valor negativo, e idéntico aos obtidos com menores concentragoes de

biocida, para pH 8.3.
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Tabela 5.1 Efeito da concentragdo de carbamato e do valor de pH no potencial zeta da
bactéria Pseudomonas fluorescens (valores médios + desvio padrao)

Potencial zeta

Sistema H
P (mY)
5.5 -20.988 (+ 7.156)
P. fluorescens 6.7 -27.400 (£ 6.906)
8.3 -26.235 (+ 7.906)
P. fluorescens 5.4 0
+ 6.7 0
1
100 mg L™ de carbamato 23 25,633 (+ 5.948)
P. fluorescens 5.5 18.687 (+3.103)
+ 6.9 0
.
200 mg L™ de carbamato 33 129,547 (+ 5.076)
P. fluorescens 5.4 17.905 (£ 2.953)
+ 6.7 12.241 (+ 6.093)
-
300 mg L~ de carbamato 23 28463 (£ 7.156)

Para melhor visualizacdo dos dados reunidos na Tabela 5.1, estes estdo representados
graficamente na Figura 5.3. Nesta ¢ possivel observar a relacdo existente entre o potencial

zeta das bactérias P. fluorescens, a concentragdo de carbamato aplicada (Figura 5.3a) e o

valor de pH ensaiado (Figura 5.3b).

30 4

200 300
Carbamato
(mgL")

Potencial zeta (mV)
o o
L
{b
Potencial zeta (mV)

oHE5.5 oHe6.7 oHE8.3 —— 0 mg/L —a— 100 mg/L —s— 200 mg/L —e— 300 mg/L

(a) (b)
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Figura 5.3 Efeito da concentracdo de carbamato (a) e do pH (b) no potencial zeta da
P. fluorescens.

Pela observacao da Figura 5.3 ou da Tabela 5.1 € possivel constatar que, dependendo da
concentra¢do de carbamato, o ponto isoeléctrico (potencial para o qual a carga eléctrica
superficial da particula ¢ nula) da bactéria P. fluorescens ¢ alcancado para valores de pH
proximos de 5.5 e 6.9, afastando-se do valor de pH 3.5, que ¢ referido por Pinheiro et al.
(1988) como sendo o pH ao qual o ponto isoeléctrico desta bactéria ¢ atingido, sé por ajuste
de pH. Estas circunstancias facilitam a aproximagao das bactérias, permitindo que as forgas
atractivas de van der Waals se sobreponham as forgas electrostaticas de repulsao,

favorecendo-se o fenomeno de agregacdo das bactérias (Cantrell e LeFevre, 1990).

Com o intuito de verificar se as alteragdes induzidas, ao nivel do potencial zeta das
bactérias, pela presenca de carbamato nas suspensdes celulares, podiam ser dependentes do
tempo de contacto das células com o biocida, realizaram-se alguns ensaios de determinagao
do potencial zeta das bactérias ao longo do tempo. A Tabela 5.2 sumaria os resultados
obtidos em duas situagdes especificas: uma a pH 8.3 e com a aplicacio de 100 mg L™,
situacdo em que ndo foi verificada nenhuma alteracdo substancial no potencial zeta da
P fluorescens; ¢ a segunda a pH 5.5 e com adi¢do de 300 mg L™ de carbamato, situagio que

originou a mudanga do valor de potencial zeta de negativo para positivo.

Tabela 5.2 Efeito do tempo de contacto com o carbamato no potencial zeta da bactéria
Pseudomonas fluorescens (valores médios + desvio padrdo)

Sistema pH Ten.lpo Potencial zeta
(min) (mV)

P. fluorescens 5 -24.892 (+ 6.281)

+ 8.3 15 -24.696 (+ 4.406)

100 mg L™ de carbamato 25 225,774 (£ 7.156)

P. fluorescens 5 16.721 (£ 2.501)

+ 5.5 15 17.741 (+ 1.759)

300 mg L' de carbamato 30 18.651 (+ 1.591)

Os valores obtidos parecem indicar que o factor tempo de contacto com o biocida ndo ¢

relevante, uma vez que, em ambas as situagcdes, a ac¢do do biocida manifesta-se
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rapidamente, isto ¢, nos primeiros 5 min de exposi¢do, ndo se observando nenhuma
alteracdo significativa adicional no restante tempo de duracdo do ensaio. Face a estes
resultados, pode-se salientar que o efeito do biocida carbamato na carga eléctrica superficial
das bactérias ¢ mais dependente da concentracdo do que do tempo de contacto das

suspensoes com o biocida.

Segundo alguns autores (Hunter e Evans, 1990; Cloete et al., 1994), o modo de ac¢do
do carbamato pode ser devido a combinagdes deste com alguns constituintes celulares,
nomeadamente com os grupos tiol (~SH) da bactéria. Estas ligagdes ndo especificas podem
determinar, em parte, a influéncia do carbamato na carga eléctrica superficial das bactérias
P. fluorescens, para certos valores de concentragdo e pH. Com efeito, a alteragdo da carga
eléctrica superficial da P. fluorescens pode ser resultado do estabelecimento de ligacdes
entre o carbamato e certas proteinas da parede celular, mais especificamente com os

aminoacidos que possuam grupos tiol, como € o caso da cisteina.

A andlise da Tabela 5.3 mostra que, com a adi¢do de glutaraldeido, e para as varias
condig¢des de pH, os valores de potencial zeta da bactéria P. fluorescens nao sofrem, de uma
maneira geral, alteragdes significativas. Ainda que o valor numérico sofra algumas
oscilagdes, o sinal da carga eléctrica permanece negativo independentemente da

concentra¢do de glutaraldeido e do valor de pH.

Tabela 5.3 Efeito da concentrag¢do de glutaraldeido e do valor de pH no potencial zeta da
bactéria Pseudomonas fluorescens (valores médios + desvio padrao)

Sistema pH Potencial zeta
(mV)
5.5 -15.740 (+ 5.136)
P. fluorescens 6.7 -17.568 (£ 6.101)
9.0 -12.632 (+ 6.756)
P. fluorescens 53 -10.631 (+ 6.821)
+ 6.7 -15.061 (+4.980)
50 mg L™ de glutaraldeido 37 112,912 (£ 5.702)
P. fluorescens 5.5 -11.913 (£ 4.903)
+ 6.9 -12.456 (+ 3.936)

-1 ,
100 mg L™ de glutaraldeido 3.6 123547 (£ 6.706)
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Pode-se, no entanto, referir que, para valores de pH inferiores a 7, a aplicagdo de
concentragdes crescentes de glutaraldeido induz uma ligeira redug¢ao, em termos absolutos,
no valor de potencial zeta, tornando, consequentemente, as bactérias menos negativas. Para
um pH proximo de 9, sucede o contrario, isto ¢, o aumento da concentragao de biocida torna
as bactérias significativamente mais negativas. Estas variacdes podem ser mais claramente

observadas na Figura 5. 4.

Glutaraldeido (mg L) 5

4 7 pH
50 100 1 s 6 8 °

-10 -

-15 4

Potencial zeta (mV)

-20 -

Potencial zeta (mV)

-25 4

pH=55 —m— pH=6.7 pH=8.7 —o— 0 mg/L —e— 50 mg/L —%— 100 mg/L

(a) (b)

Figura 5.4 Efeito da concentracdo de glutaraldeido (a) e do pH (b) no potencial zeta da
bactéria P. fluorescens.

A influéncia de ambos os biocidas na carga eléctrica superficial do aco inox foi também
avaliada em termos de potencial electrocinético. Na Tabela 5.4 sdo apresentados os valores
de potencial zeta de limalha de aco inox em fun¢do do pH, bem como a sua variacao face ao
contacto da limalha com os biocidas em estudo. Os valores obtidos permitem afirmar que o
aco inox apresenta uma carga eléctrica negativa que se acentua com o aumento do pH. O
contacto da limalha de ago inox com os biocidas, carbamato e glutaraldeido, repercutiu-se
de maneira diferente: embora a carga eléctrica superficial do aco inox mantenha o seu
carcter negativo na presenca dos biocidas, a maior concentragio de carbamato, 300 mg L™,
parece tornar o aco inox mais negativo, acontecendo o contrario quando se submete a
limalha a 100 mg L™ de glutaraldeido. Estas diferengas, contudo, ndo parecem ser muito
significativas, pois estdo dentro da ordem de grandeza dos valores de desvio padrdo

apresentados.
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Tabela 5.4 Efeito dos biocidas e do pH no potencial zeta do aco inox;
valores médios + desvio padrao

Potencial zeta

Sistema H
b (mY)
5.6 -16.901 (+4.390)
Agua destilada + 8.3 215211 (£ 5.093)
+ Limalha de ago inox 8.9 -24.801 (£ 6.614)
10.9 -35.322 (+ 8.937)
Agua destilada +
+ Limalha de ago inox 9.5 -38.104 (£ 3.515)
+300 mg L de carbamato
Agua destilada +
+ Limalha de ago inox 5.7 -11.350 (= 4.218)

+100 mg L' de glutaraldeido

A luz da teoria DLVO, pode-se dizer que as interac¢des entre as bactérias P.
fluorescens e a superficie em ago inox sao resultado da ac¢do combinada entre as forgas
atractivas de van der Waals e as forcas electrostaticas da dupla camada eléctrica. Nao
obstante as forgas electrostaticas assumirem um caracter repulsivo, devido ao facto de
ambas as entidades, na auséncia de biocidas, estarem carregadas negativamente (Tabelas
5.1. 5.2 e 5.4), mesmo assim a adesdo de bactérias a superficie metalica acontece, tal como
pode ser observado na Figura 5.1a e Figura 5.2a. Isto ocorre porque, provavelmente, nestas
condi¢cdes, sdo as forcas atractivas de van der Waals que predominam e controlam o
processo de adesdo. Esta ¢ uma adesd@o no minimo secundario de energia e terd um caracter
reversivel (Characklis e Cooksey, 1983; Marshall e Blainey, 1990; Bos et al., 1999), isto é,
as bactérias poderdo ser removidas do suporte pela aplicacdo de forcas de tensdo de corte

moderadas.

Outras explicagdes, contudo, podem ser sugeridas para justificar a adesdo inicial da
P. fluorescens ao ago inox, entre as quais, a possibilidade de estabelecimento de pontes

poliméricas fomentadas pela atraccdo entre os polimeros que revestem as bactérias e a
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superficie metalica de adesdo (van Loosdrecht et al., 1990). A adesdo inicial também pode
ter sido fomentada pelo facto das bactérias apresentarem na sua superficie apéndices
extracelulares, que de certa maneira encurtam a distancia entre as células e a superficie, e

por consequéncia diminuem a repulsdo entre estes corpos (van Loosdrecht, 1988).

Adicionalmente, sabe-se também que a intensidade das interac¢gdes de van der Waals ¢
variavel de acordo com as entidades envolvidas, uma vez que estas forcas compreendem
uma componente —constante de Hamaker— que depende da natureza (propriedades fisicas e
quimicas) das particulas interactuantes ¢ do seu tamanho (Hamaker, 1937). Como as
bactérias e a superficie metéalica t€m uma composi¢ao quimica diferente, ¢ de esperar que as
constantes de Hamaker para a interaccdo bactéria—bactéria e bactéria—superficie metalica
apresentem valores diferentes (Visser, 1972) contribuindo, deste modo, para que as forgas
de van der Waals estabelecidas em cada interac¢do apresentem valores de diferente
intensidade. Este facto parece explicar o perfil de adesdo obtido nos ensaios de controlo,
isto €, na auséncia de biocidas (Figuras 5.1a e Figura 5.2a) e nos ensaios de adi¢do de
glutaraldeido. Nestes ensaios as bactérias carregadas negativamente (Tabelas 5.1 e 5.3)
aderiram a superficie metalica, também carregada negativamente (Tabela 5.4), porque foram
capazes de ultrapassar a barreira de energia devida as interac¢des de caracter repulsivo. A
sua distribuicdo dispersa, sinal da existéncia de efeitos mutuos de repulsdo entre as
bactérias, parece dever-se ao desenvolvimento de interaccdes de van der Waals
significativamente menos intensas que as estabelecidas entre as bactérias e a superficie

metalica.

Nos ensaios de adicdo de glutaraldeido, o perfil inicial de adesdo de bactérias ao ago
inox pode ser caracterizado pela diminui¢do do numero de bactérias aderidas com o
aumento da concentracdo de glutaraldeido (Figura 5.2). Novamente, com base na teoria
DLVO, e como quer a carga eléctrica das bactérias (Tabela 5.3) quer do aco inox (Tabela
5.4) ndo ¢ alterada pela presenca do biocida, a adesdo das bactérias a superficie metalica
resulta da prevaléncia das forgas atractivas de van der Waals sobre as interacgodes
electrostaticas repulsivas que dificultam a aproximagdo dos corpos e por consequéncia o
estabelecimento da adesao de bactérias. A diminui¢ao de células aderidas com o aumento da
concentra¢do de glutaraldeido justifica-se, em parte, recorrendo ao modo de acgdo deste
biocida. A parede celular das bactérias também ¢ constituida por proteinas,

fundamentalmente de transporte, muitas delas possuindo grupos amina livres.
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Consequentemente, o glutaraldeido pode rapidamente reagir com estes grupos levando a
formag¢do de uma complexa rede de interacgdes cruzadas entre os grupos aldeido e os
grupos amina. Estas interac¢des na superficie bacteriana podem bloquear o acesso de
substancias ao interior da célula (Walsh et al., 1999), exercendo uma ac¢do analoga a
aplicacdo de uma cola molecular a parede celular (Eagar et al., 1986), impedindo deste

modo que a bactéria desempenhe rapidamente a maioria das funcdes celulares.

O emaranhado de interac¢des cruzadas na, ou perto da superficie da célula, limita,
como anteriormente referido, o desempenho funcional das células microbianas que se

podera reflectir também na adesao das bactérias a superficies inertes, tais como o0 ago inox.

A teoria de DLVO parece também explicar os perfis de adesdo inicial observados com a
aplicacdo de carbamato as suspensdes bacterianas. Na presenca de 100 mg L' de carbamato
e para valores de pH ndo alcalinos, o ponto isoeléctrico das bactérias ¢ atingido, ou seja a
sua carga superficial ¢ nula. Consequentemente, as interacgdes electrostaticas repulsivas
entre as bactérias e entre as bactérias e o suporte metalico deixam de existir, significando
que sao as forgas atractivas de van der Waals a controlar o processo de adesao inicial. Estas
consideragdes fundamentam indubitavelmente a ocorréncia e predominancia dos agregados
bacterianos documentados na Figura 5.1b,c. Quando a concentragdo de carbamato ¢
aumentada e as bactérias adquirem uma carga eléctrica positiva (Tabela 5.1), permanecendo
0 aco carregado negativamente (Tabela 5.4), a adesdo das células a superficie metalica é
favorecida, pois nesta situacao os corpos possuem cargas de sinal oposto implicando que as
forcas electrostaticas se tornem atractivas. Nestas circunstancias, as bactérias facilmente se
aproximam do minimo primario de energia, obtendo-se uma adesdo forte e irreversivel (van
Loosdrecht, 1988). Claro que o facto das células possuirem carga eléctrica positiva nao
invalida que alguma repulsdo ocorra ente elas, tal como na situa¢do de auséncia de biocida,

dai ser possivel observar-se bastantes células aderidas de forma dispersa (Figura 5.1d,¢).

5.5 CONCLUSOES

Em face dos resultados acima expostos ¢ possivel concluir que ambos os biocidas
interferem com o processo de adesdo inicial da bactéria P. fluorescens a superficie de ago

inox, ainda que de modo distinto.
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O carbamato, sob determinadas condi¢gdes de concentracao e pH, altera a carga eléctrica
das bactérias para valores nulos ou positivos, favorecendo a sua adesdo. Com a sua
aplicacdo foi possivel observar-se formagao de agregados bacterianos aderidos ao suporte
metalico, sendo estes mais evidentes para a concentragio de 100 mg L™ de carbamato e

serdo consequéncia da anulacao da carga eléctrica superficial das bactérias.

O glutaraldeido, embora ndo pareca exercer efeito significativo nas propriedades
eléctricas superficiais das células, interfere com a sua adesdo pois o numero de bactérias
aderidas ¢ reduzido pela sua aplicagdo, sendo esta reducdo mais acentuada para a
concentragdo mais elevada aplicada. As alteragdes provocadas por ambos os biocidas na

carga eléctrica superficial do ago-inox ndo foram significativas.

Uma analise mais atenta e abrangente dos resultados acima expostos, especialmente os
referentes a formagdo de agregados bacterianos, fez surgir a possibilidade do carbamato,
contrariamente ao glutaraldeido, poder ser usado como um agente de agregacao microbiana,
nomeadamente na industria do papel, para além da sua utilizagdo cldssica como biocida.
Neste tipo de industrias ¢ muito comum recorrer-se a agentes de retencao para promogao da
formagdo de agregados que possam ser retidos pelas telas filtrantes. Esta hipotese foi

investigada, sendo objecto de discussao no capitulo seguinte.
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6.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as pressdes de mercado e da sociedade em geral obrigaram, de modo
incisivo, os produtores de papel a adoptar novas estratégias produtivas no sentido de se
reduzir os custos de producdo e da carga poluidora dos efluentes e simultaneamente
melhorar a qualidade e a quantidade do papel produzido (Bihani, 1996). Tais estratégias
englobaram, entre outras medidas, a utilizacdo de fibra secundéria, o aumento do pH das
suspensoes fibrosas e o encerramento parcial ou total dos circuitos de d4gua (Auhorn, 1983;
Cantrell e LeFevre, 1989). Paralelamente, a implementacdo destas estratégias fez emergir
outros problemas geralmente associados aos elevados niveis de substancias prejudiciais que
passaram a existir nas vdrias correntes liquidas (Cantrell e LeFevre, 1989). O termo
“substancia prejudicial” é vulgarmente usado para identificar uma grande variedade de
substancias dissolvidas ou coloidais, nas quais os microrganismos se incluem, que afectam
negativamente o processo de producdo e a qualidade do papel, pois podem depositar-se nos
equipamentos originando sujamento com todas as suas consequéncias negativas, interferir
com outros aditivos da suspensao fibrosa e serem responsaveis pelo aparecimento na folha

de papel de certos defeitos tais como buracos e sujidades.

Para combater estes problemas diversas estratégias de controlo t€ém vindo a ser
implementadas (Cantrell e LeFevre, 1989). Todavia, a op¢ao por programas adequados de
retengdo de particulas solidas, em particular da retengdo de finos, na teia filtrante e na
suspensdo fibrosa, tem revelado ser uma das estratégias mais efectivas na remocdo das

susbstancias indesejaveis (Robertson, 1995)

Na industria da pasta e do papel, mais especificamente nos circuitos de 4gua da
maquina de papel, define-se retencdo como sendo um processo de filtracdo em que as
particulas em suspensdo sdo retidas pela teia filtrante e pela camada de fibras que entretanto
se vai formando sobre esta. Neste contexto, um agente de retengdo ¢ tradicionalmente
referenciado como sendo uma substancia que, quando adicionada a uma suspensdo fibrosa,
influencia os processos de coagulacdo-floculacdo (Beleza, 1991). Este efeito engloba,
geralmente, a desestabilizacdo de coldides (coagulagdo) e a promocdo da sua agregacdo
(floculagao) com consequente aumento do tamanho das particulas em suspensdo,

favorecendo o processo de retengdo.
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O processo de retencdo pode reger-se por dois mecanismos distintos: retencdo mecanica
e retencdo quimicamente assistida, sendo que a predominancia de um ou outro mecanismo
depende essencialmente do tamanho das particulas em causa. De uma maneira geral, as
particulas de maior dimensao serdo retidas mecanicamente nos intersticios da folha que se
estda a formar, enquanto que a retengdo de coloides dependerd da implementacdo de
processos fisico-quimicos baseados nos mecanismos de coagulacdo-floculacdo (Britt e

Unbehend, 1976).

A determinacdo dos indices de reten¢do sdo de suma importancia pois sdo uma medida
da eficiéncia do processo de formagdo da folha de papel. indices elevados de retengdo sdo
geralmente sinbnomo de aumento da produgdo, melhoria da qualidade do papel produzido,

reducgao efectiva dos custos de operagao e reducao da carga poluidora do efluente fabril.

6.2 OBJECTIVOS

Face as alteragdes induzidas pelo carbamato na carga eléctrica superficial de
P. fluorescens, tentou-se, com estes ensaios, investigar a praticabilidade do carbamato poder
favorecer o processo de retencdo das bactérias na teia filtrante e na camada de fibras de
celulose que entretanto se vai formando sobre ela, e, consequentemente, avaliar a
possibilidade deste poder ser equiparado aos convencionais agentes de retengdo amplamente

usados nas industrias de pasta e papel.

6.3 DESCRICAO EXPERIMENTAL

A possibilidade de utilizagao do carbamato como um agente de retengao, isto €, como
um agente capaz de agregar colodides, neste caso bactérias P. fluorescens, nos circuitos de
agua das industrias de pasta e papel, foi avaliada em termos de retencdo bacteriana nas
fibras celuldsicas. Para a execucdo destes ensaios tentou-se simular, em laboratorio, o
processo industrial de fabrico de pasta de papel de maneira a ser possivel sujeitar
suspensdes de pasta de papel, previamente inoculadas com P. fluorescens, ao contacto com
diferentes concentragdes de carbamato. A retengcdo foi determinada quantificando a

concentragdo em biomassa bacteriana nas suspensoes fibrosas, antes e apds estas terem sido
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sujeitas a filtracdo através de uma tela filtrante de malha similar a da teia filtrante de

maquinas de papel.

6.3.1 Preparacao das suspensdes bacterianas

As suspensdes bacterianas foram obtidas de modo semelhante ao descrito no
Sub-capitulo 5.3.1.1, s6 que para estes ensaios, o sedimentado celular era ressuspendido em

agua destilada esterilizada.

6.3.2 Obtencio das suspensoes de pasta de celulose

As suspensoes de celulose foram obtidas por mistura gradual e homogeneizacao de
fibras de celulose com agua destilada esterilizada, recorrendo a um misturador triturador
(vulgo varinha mégica), de modo a conseguir-se uma concentrago final de 6 g L™ em fibra
celulosica. As fibras de celulose foram obtidas dividindo finamente folhas de pasta de papel

bisufito com o auxilio de uma picadora de cozinha.

6.3.3 Ensaios de retencao

A suspensdo fibrosa foi inoculada com a cultura bacteriana de P. fluorescens, de
maneira a obter-se uma concentragio final de bactérias compreendida entre 1x10° e
5x10° mL". Com a opgio por esta gama de valores tentou-se reproduzir as concentragdes
microbianas habitualmente encontradas nos circuitos de agua das industrias de produgdo de
pasta e papel (Williams e Shaw, 1991). Esta suspensdo foi posteriormente dividida
equitativamente por varios recipientes de vidro (1 L de volume 1til) e mantida em agitagao

(120 min™") por agitadores com impulsores tipo pa.

Ap6s aproximadamente 30 min (o tempo arbitrado como necessério para promover a
adaptacao das bactérias a suspensao fibrosa), a cada um dos recipientes foi adicionado um
determinado volume de carbamato de maneira a se obterem concentracdes finais de
100 mg L', 200 mg L e 300 mg L do agente biocida. Um dos recipientes foi reservado
para controlo e a este ndo foi adicionado biocida. Imediatamente antes da adicdo de
carbamato, foram recolhidas amostras representativas de cada um dos recipientes que apos
filtracdo foram guardadas para posterior caracterizag¢do. Periodicamente, isto ¢, ao fim de

5 min, 15 min, 30 min ¢ 90 min de contacto com o biocida, o conteudo de cada um dos
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recipientes (suspensdo de fibras inoculada com bactérias) foi filtrado através de um
filtro-tela de 200 mesh tendo-se reservado o filtrado para posterior avaliagdo. As amostras
recolhidas antes da adicdo de carbamato foram também sujeitas a filtragdo através da tela

filtrante.

A opcao pelo filtro-tela utilizado baseou-se nas caracteristicas das teias de filtracdo das
maquinas de papel. Estas, de uma forma geral, apresentam malhas de 200 mesh (<76 um) de
modo a impedir que as fibras celulosicas, de tamanho a volta de 200 um a 300 pum, passem
através da teia e contribuam para o aumento da fracgao de fibras rejeitadas. As bactérias, de
tamanho significativamente inferior as fibras de celulose (<2 um), enquanto entidades

isoladas, facilmente passam através dos poros da tela filtrante.

6.3.4 Medicao da retencio microbiana

Todas as amostras recolhidas, antes e apds os varios tempos de contacto com o biocida
foram caracterizadas em termos de proteinas totais, como uma medida indirecta da
concentragdo de biomassa celular, de acordo com o método descrito no Sub-capitulo
4.7.1.3. Estes valores foram usados para calcular a percentagem de retenc¢do de bactérias nas

fibras celuldsicas, de acordo com a seguinte equagao:

PROT,

suspensao

- PROTfiltrado %100 (61)
PROT

suspensao

% Retencgdo celular =

em que PROT guspensio TEPresenta a concentragdo em proteina da suspensio fibrosa inoculada
com as bactérias € PROTFjirado representa o mesmo parametro mas determinado no filtrado

resultante da filtragdo da suspensdo de fibras através do filtro-tela.

Como um dos objectivos deste estudo era verificar se a adi¢ao de carbamato promovia a
formagdo de agregados bacterianos, optou-se por quantificar a biomassa em termos de
proteinas totais em detrimento do método convencional de contagem celular em placa (mais
usual na determina¢do da carga microbiana dos circuitos de dgua das industrias de pasta e
papel) pois este sobrestimaria os resultados, uma vez que um agregado celular seria

contabilizado como uma unidade formadora de colonias tal qual uma célula isolada.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do carbamato na retencdo de bactérias P. fluorescens estd sumariado nas
Tabelas 6.1, 6.2 ¢ 6.3, nomeadamente para 100 mg L™, 200 mg L™ e 300 mg L' do agente
biocida. Pela observacdo destas tabelas ¢ possivel afirmar-se que os valores de retencao
aumentam com o aumento da concentragcdo de carbamato aplicada. Pode constatar-se ainda

que nos varios ensaios de controlo ndo € perceptivel nenhuma retengao significativa.

Tabela 6.1 Valores de retengao obtidos nos ensaios com suspensdes de pasta de papel na
presenca de 100 mg L™ de carbamato; valores médios + desvio padrio

Tempo de contacto Proteina (mgL™)
com o carbamato
(min) Controlo Recipiente 1  Recipiente 2  Recipiente 3  Recipiente 4

0 70.082 71.284 70.964 72.897 67.421
(£0.795) (£6.256) (£3.750) (£1.486) (£2.053)

5 67.684 40.266
(£2.251) (£0.626)

15 77.534 33.681
(£9.732) (£0.205)

30 73.301 36.155
(+1.372) (+2.271)

90 69.270 43.321
(£2.003) e (£0.716)

= 43.5 52.5 50.4 35.7
Retencao (¢ -
¢do (%) (£0.158) (£0.013) (£0.133) (£0.054)

Tabela 6.2 Valores de retengao obtidos nos ensaios com suspensdes de pasta de papel na
presencga de 200 mg L™ de carbamato; valores médios + desvio padrio
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Tempo de contacto Proteina (mg L")
com o carbamato
(min) Controlo Recipiente 1 Recipiente 2 Recipiente 3 ~ Recipiente 4
0 72.493 65.225 63.333 66.096 69.321
(£1.141) (£1.230) (+4.114) (£2.917) (£2.073)
5 71.606 24.083
(£3.301) (£0.800)
15 65.621 25.785
(£2.686) (£0.804)
30 69.200 23.093
(£0.339) (£3.194)
90 70.542 42.598
________ (+2.039) (:0.205)
Retencio (° _ 63.1 59.3 65.1 38.5
etencdo (%) (+0.011) (+0.177) (+0.416) (+0.049)

Tabela 6.3 Valores de retencdo obtidos nos ensaios com suspensdes de pasta de papel na
presenca de 300 mg L' de carbamato; valores médios + desvio padrio

Tempo de contacto
com o carbamato

Proteina (mg LY

(min) Controlo Recipiente 1~ Recipiente 2 Recipiente 3 ~ Recipiente 4
0 62.548 69.940 70.963 68.641 69.094
(+2.995) (+3.738) (+3.977) (+4.741) (+1.850)
5 69.360 17.140
(+1.471) (+3.441)
15 66.889 16.167
(+6.515) (+6.572)
30 73.625 11.958
(+2.978) (+2.330)
90 68.248 17.546
________ (£1.879) (£1.265)
Retencio (° _ 75.5 77.2 65.1 74.6
etengdo (%) (+0.848) (+1.801) (+0.416) (+0.303)

A evolugdo da retengdo com o tempo de contacto da suspensdo de pasta com as varias

concentragdes de biocida pode ser mais claramente observada na Figura 6.1. Para todas as

concentragdes ensaiadas verifica-se que os valores de retengdao apresentam uma tendéncia,

de um modo geral, crescente para tempos de contacto até 30 min, decrescendo para tempos
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superiores. No entanto, os maiores valores de retencdo sao sempre obtidos com a aplicacao
-1 . -1
de 300 mg L™ de carbamato, decrescendo, respectivamente, para valores de 200 mg L™ e

100 mg L™

sof‘/“\*

70 A
60 -
50 -

Retencao celular (%)

30 -

20 T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90

Tempo (min)

Figura 6.1 Efeito da concentragcdo de carbamato na reten¢do celular ao longo do tempo.
(a) 100 mg L' carbamato, (M) 200 mg L' carbamato, (®) 300 mg L™ carbamato.

Sabendo-se do papel fundamental que o pH desempenha no modo de ac¢do do
carbamato, nomeadamente no modo como interfere com a carga superficial das bactérias, o
pH das vérias suspensdes de pasta de papel, na auséncia e na presenca de biocida, foi
monitorizado ao longo do tempo (Figura 6.2). Os perfis de pH revelam que, na presenca de
carbamato, o pH das suspensdes aumenta gradualmente com o aumento do tempo de
contacto com o biocida, registando-se, todavia, maior acréscimo nos primeiros 5 min de
exposicdo. As oscilagdes de pH observadas no ensaio de controlo ndo sdo significativas,
principalmente quando comparadas com as variacdes registadas nos ensaios com adigdo de

carbamato.
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Figura 6.2 Efeito da concentracdo de carbamato no pH das suspensdes de pasta celulosica
ao longo da tempo. (<) controlo, (a) 100 mg L carbamato, (W) 200 mg L' carbamato,
(®) 300 mg L' carbamato.

O aumento gradual do pH das suspensdes de pasta de papel, para valores directamente
dependentes da concentracdo de biocida aplicada, pensa-se ser, nos primeiros 5 min,
resultado do equilibrio &cido-base estabelecido devido a adi¢ao de uma solucao de pH mais
elevado, como ¢ o caso, da solu¢do de carbamato (sub-capitulo 4.3). No entanto, o continuo
aumento de pH, para tempos superiores a 5 min, indicia que, para além do equilibrio
acido-base, outro tipo de reaccdo parece ocorrer entre as fibras e os constituintes do

carbamato.

A caracterizagdo da carga superficial das bactérias em fun¢do do pH e na presenca de
varias concentracoes de carbamato, apresentada no capitulo anterior (Tabela 5.1),
conjuntamente com os perfis de pH registados nas suspensdes de pasta (Figura 6.2) sdo
contributos importantes para a interpretagao dos resultados de retencdo apresentados nas

Tabelas 6.1, 6.2 € 6.3.

Com a aplicagdo de 100 mg L' de carbamato, os valores de retencéo alcancados ao fim
de 5 min ou ao fim de 90 min sdo similares (Tabela 6.1), sendo, durante este periodo de
tempo, o valor de pH da suspensdao fibrosa inferior a pH 7 (Figura 6.2). Nestas
circunstancias, as bactérias atingem o seu ponto isoeléctrico (Tabela 5.1), as interacgdes
electrostaticas entre as células e as fibras deixam de se manifestar, e, consequentemente, a

agregacao de bactérias ¢ promovida. Os aglomerados bacterianos tenderiam a aumentar
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gradualmente de tamanho, podendo ser retidos pela tela filtrante favorecendo-se entdo o

processo de retencao celular.

Com a aplicagdo de 200 mg L' de carbamato, ¢ apés 5 min de contacto, o pH da
suspensdo fibrosa ¢ proximo de 7 (Figura 6.2). As bactérias apresentam, nestas condigoes,
carga superficial neutra (Tabela 5.1), ocorrendo entdo agregacdo bacteriana e consequente
retengdo dos agregados no filtro tela. Apoés 90 min de contacto com o biocida, o pH da
suspensao atinge um valor a volta de 7.5 e as bactérias readquirem a carga negativa. Nestas
circunstancias, reincidem as interacc¢des electrostaticas repulsivas entre as proprias bactérias

e entre as bactérias e as fibras celuldsicas, diminuindo a retengao (Tabela 6.2).

Com a adigdo de 300 mg L' de biocida, o pH das suspensdes de pasta é inferior a pH
7.5, para periodos de contacto ao carbamato inferiores a 60 min (Figura 6.2), as bactérias
estdo carregadas positivamente (Tabela 5.1) e, por consequéncia, as forgas electrostaticas de
atraccdo entre as células e as fibras celuldsicas predominam. Refira-se que as fibras
celulosicas, quando mergulhadas numa solugdo aquosa, adquirem carga negativa (Gama et
al., 1997). Nestas circunstancias, a adesdo de células as fibras de celulose ¢ promovida,
favorecendo-se novamente o fenomeno de retengdo celular (Tabela 6.3). Para tempos de
contacto com o biocida superiores a 60 min, o pH da suspensdo de papel aumenta para um
valor proximo de 8.5 e, consequentemente, as bactérias voltam a estar carregadas
negativamente. Nesta situagdo, a adesdo entre bactérias e entre as bactérias e as fibras ¢
prejudicada desfavorecendo-se o processo de retengdo, tal como os resultados indicam

(Tabela 6.3).

A luz dos resultados obtidos, ¢ nas condi¢des de ensaio implementadas, a retengdo
celular verificada pode ser caracterizada como sendo essencialmente uma retengdo
quimicamente assistida, na qual o carbamato parece assumir o papel de ajudante de retengdo
funcionando como o agente de desestabilizacdo das bactérias, através da neutralizagdo da
carga eléctrica, e como o agente de promocdo de formagdo de agregados. A retengdo
mecanica, mais vocacionada para particulas de maior dimensao, parece ndo ter expressao
nos valores de retencdo de bactérias nas fibras celuldsicas, pois a existir teria que
manifestar-se também nos ensaios de controlo ¢ nestes a retengdo nao assume valores

significativos.
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Em geral, numa suspensao fibrosa real predominam as particulas coloidais de carga
negativa (Brouwer, 1991), sendo as forcas electrostaticas de repulsdo responsaveis pela
dispersdo das particulas na suspensao de pasta facilitando-se assim a sua passagem através
da camada fibrosa e teia filtrante na formagdo da folha de papel. A celulose, principal
constituinte da pasta de papel, quando introduzida numa solucdo aquosa adquire carga
negativa devido a adsor¢do de ides especificos da solugdo e a ionizagdo dos grupos
carboxilo da superficie da fibra celulosica (Gama et al., 1997). As bactérias, tal como
referido anteriormente, apresentam também carga eléctrica superficial negativa, pelo que,
em condi¢gdes normais, a agregacao entre bactérias e entre bactérias e fibras celuldsicas ndo

¢é favorecida.

Perante estes resultados facilmente se depreende que o carbamato, em certas condigdes
de concentracdo e pH, potencia a formacdo de aglomerados bacterianos e/ou agregados
bactérias-fibra celuldsica que podem ser retidos pela camada fibrosa + tela filtrante. Os
microrganismos assim retidos passam a incorporar a folha de papel sem prejuizo da
qualidade da mesma, pois sao removidos da fase liquida antes de se constituirem em
depositos biologicos, e por consequéncia, antes de excretarem polimeros, e exercerem
efeitos nefastos quer no processo produtivo quer na qualidade do produto final.
Simultaneamente, contribui-se para a redu¢do da concentracdo microbiana em suspensao

nos circuitos de 4gua da maquina de papel.

6.5 CONCLUSOES

Perante os resultados obtidos é possivel concluir-se que a presenca de carbamato nas
suspensdes de pasta de papel desempenha um papel preponderante na retencao de bactérias
pelas fibras celulésicas, uma vez que a concentracdo celular das suspensodes foi reduzida
quando estas foram tratadas com diferentes concentragdes de biocida e posteriormente

filtradas através de um filtro-tela de 200 mesh.

A adig¢@o de carbamato originou indices de retengdo celular bastante expressivos, na
ordem de 45 % a 75 %, em menos de 5 min de contacto com o biocida, podendo estes
valores ser sinonimo da formagao de agregados célula-célula e célula-fibra celuldsica. Os

perfis de pH das supensdes fibrosas conjuntamente com os resultados referentes as
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alteragdes de carga eléctrica das bactérias, na presenca de carbamato, constituem factores

capitais na interpretacao dos resultados obtidos.

O carbamato provou assim ter, para além do seu efeito biocida, potencialidades que o
assemelham aos convencionais agentes de retencdo vulgarmente utilizados na industria do
papel. Este resultado faz ressurgir a possibilidade dos tradicionais agentes de retencao
poderem também ser usados como agentes de controlo dos efeitos nefastos da presenca

microbiana nos circuitos de dgua, sem os inconvenientes ambientais dos biocidas.
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7. ACTIVIDADE RESPIRATORIA DE P. fluorescens EM SUSPENSAO:

EFEITO DOS BIOCIDAS E DAS PARTICULAS DE CAULINO

Sumario

O uso de biocidas no controlo microbiano dos circuitos de d4gua ¢ uma pratica corrente, mas que deve ser
sempre considerada com ponderagdo, principalmente no que respeita a concentragdo mais adequada de biocida

a aplicar e ao tempo de exposi¢do dos microrganismos ao agente antimicrobiano.

Este capitulo avalia o efeito de dois biocidas, carbamato e glutaraldeido, na actividade respiratoria de
suspensdes bacterianas de Pseudomonas fluorescens, em fungdo da concentracdo de biocida aplicado, do

tempo de contacto das bactérias com o biocida e do valor de pH do meio.

Também se inclui neste capitulo o estudo que visou investigar se a presencga de particulas inorganicas,
caulino, nas suspensdes bacterianas interferia com o desempenho antimicrobiano dos biocidas.
Simultaneamente, também foi avaliada a possibilidade das particulas de caulino interferirem com a actividade

respiratoria das bactérias e, por consequéncia, dissimular a eficiéncia dos biocidas.
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7.1 EFEITO DOS BIOCIDAS NA ACTIVIDADE DA BACTERIA P. fluorescens

7.1.1 Introducao

Um programa de controlo microbiano, quer dos microrganismos em suspensao quer dos
constituidos em biofilme, apoiado na utilizagdo de substincias antimicrobianas, requer o
conhecimento prévio da intensidade de interferéncia dessas substancias com a viabilidade
celular. Intrinsecamente, a concentragcdo de biocida mais adequada a adicionar aos sistemas
e o tempo de exposicao dos microrganismos com os biocidas sdo parametros que devem ser
cuidadosamente seleccionados para o correcto planeamento do programa de controlo
(Cloete et al., 1994; Holah et al., 1998). Tempos de contacto insuficientes e concentragdes
inadequadas podem originar o aparecimento de microrganismos resistentes aos biocidas
(Heinzel, 1998; Gaylarde e Morton, 1999). Esta situagdo, que por vezes ¢ ignorada, pode
contribuir para a proliferacdo de microrganismos nos sistemas aquosos € para a persisténcia

de biofilmes indesejaveis.

Uma das primeiras etapas de prevencdo da formacao de biofilmes passa por controlar a
concentracdo microbiana presente nos circuitos de agua. Reduzir a concentragao de
microrganismos para niveis aceitaveis, reduz, logo a partida, o nimero de bactérias
disponiveis para adesdo a superficies soélidas e consequente formacao de biofilmes. Deve
ser, novamente, reiterado que a presenca de microrganismos nos circuitos de agua ¢
praticamente inevitdvel e que eliminar todos os microrganismos ¢ tarefa quase inexequivel,
pelo que o objectivo primordial passa por controlar, ou mesmo impedir, 0 crescimento € a

actividade metabolica dos microrganismos (Lutey, 1995).

A eficacia de biocidas no controlo das popula¢des microbianas em suspensdo numa
corrente liquida ou no controlo da formagdo de biofilmes indesejaveis tem vindo,
tradicionalmente, a ser medida com base no método de contagem de colonias em placa de
Petri contendo meio de crescimento em agar. Este método apresenta alguns inconvenientes
pois, para além de ser um método relativamente lento, a capacidade das bactérias poderem
crescer num determinado meio de crescimento com agar pode ndo reflectir a sua actividade
ou viabilidade no ambiente de onde foram removidas (McFeters et al., 1995). Com efeito,
0s microrganismos expostos a biocidas podem perder a capacidade de formagao de colonias

em placa de agar, continuando, no entanto, a exibir actividade respiratoria significativa
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(Stewart et al., 1994). Deste modo, ao subestimar as populagdes bacterianas expostas ao
biocida, o potencial antimicrobiano dos biocidas ¢ erradamente sobreavaliado. Estas
constatagdes fazem com que cada vez mais se recorra a outros métodos alternativos de
avaliagdo da eficacia dos biocidas, tais como: bioluminescéncia (Walter et al., 1992; Dhir ¢
Dodd, 1995), marcadores fisioldgicos fluorescentes (Yu e McFeters, 1994; Holah et al.,
1998) ), contagem directa de células viaveis (Srinivasan et al., 1995), actividade respiratéria

(Tashiro et al., 1991).

A determinagdo da actividade respiratdria especifica como forma de avaliar a eficacia
de biocidas tem a vantagem de ser um processo mais rapido (este teste completa-se em
menos de 2h), principalmente quando comparado com os tradicionais testes de cultura

celular em placa, pois estes geralmente requerem, no minimo 24 h de incubacao.

7.1.2 Objectivos do trabalho

Pretendeu-se, com estes ensaios, conhecer a accao de ambos os biocidas na viabilidade
celular de culturas em suspensdo de bactérias P. fluorescens. A dependéncia dessa ac¢ao
relativamente a concentracdo de biocida aplicada, ao tempo de contacto com o biocida e ao

valor de pH do meio foi também testada.

7.1.3 Metodologia experimental

O efeito dos biocidas na viabilidade celular foi avaliado pela determinagdao da
actividade respiratoria especifica de bactérias P. fluorescens, quando cultivadas em
suspensdo, antes ¢ apos a adicdo das varias concentragdes de biocida e para diferentes
tempos de contacto. A actividade respiratoria especifica foi quantificada através da
determinagdo da taxa de consumo de oxigénio necessario para a degradagao microbiana de

glicose em solugao.

Tendo presente que o desempenho de ambos os biocidas ¢ influenciado pelo valor de

pH do meio, a actividade respiratoria das bactérias foi também avaliada em func¢ao do pH.

7.1.3.1 Preparagdo das suspensoes bacterianas

As suspensoes bacterianas foram obtidas de maneira similar ao descrito para os ensaios

de adesao inicial e de determinagao do potencial electrocinético da bactéria. O sedimentado
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celular, obtido por centrifuga¢ao (3800 g, 10 min) de um determinado volume de cultura
bacteriana de P. fluorescens, foi lavado trés vezes com tampdo fosfato salino 0.1 mol L™
(0.29 g L' KH,PO4, 1.19 g L' K,HPO,, 4.93 g L' NaCl) e ressuspendido em igual volume
de uma das solugdes tampao de pH 5, 7 ou 9 (Sub-capitulo 4.1.3), de acordo com o pH que
se pretendia implementar. Obtiveram-se, assim, suspensdes bacterianas com pH definido,
que foram equitativamente divididas por varios frascos Schott (Duran), previamente

esterilizados.

7.1.3.2 Aplica¢do dos biocidas

A cada um dos frascos contendo um determinado volume de suspensdo bacteriana foi
adicionado um determinado volume de biocida por forma a conseguirem-se concentragdes
finais de 100 mg L™, 200 mg L™ ¢ 300 mg L™ de carbamato ¢ 50 mg L™ ¢ 100 mg L' de
glutaraldeido. Alguns frascos, representativos de cada uma das suspensdes bacterianas a

diferente valor de pH, foram reservados para controlo e a estes ndo foi adicionado biocida.

Durante todo o ensaio, os frascos contendo as varias suspensdes celulares foram
mantidos em agitagdo (120 min™') a uma temperatura aproximada de 27 °C. Imediatamente
apods a adicdo (5 min a 6 min) e decorrido 1 h, 3 h e 7 h de contacto com cada uma das
concentragdes de cada biocida, de cada um dos frascos, incluindo dos frascos de controlo,
foi retirado um determinado volume de suspensdo bacteriana a fim de se avaliar a actividade

respiratoria especifica das bactérias.

7.1.3.3 Determinagdo das taxas de consumo de oxigénio

As bactérias de cada uma das amostras de varias suspensdes celulares, tratadas com os
biocidas, foram recolhidas por centrifugacao (5 min), lavadas com tampao fosfato salino, e
ressuspendidas em 10 mL de solucdo tampao de pH idéntico ao da suspensao celular inicial.
Estas novas suspensdes celulares, agora isentas de biocida, foram transferidas para as
camaras de reacc¢do do respirometro, devidamente termostatizadas a 27 °C + 1°C, a fim de se
avaliar a actividade respiratoria das células de acordo com o método referenciado no
Sub-capitulo 4.7.4. Apos a obtencdo da curva correspondente a respiragdo enddgena, foi
injectado em cada uma das cdmaras do respirometro 50 pL. de uma solugdo de glicose de

concentragdo 50 mg L' para determinagio da taxa de respiragio total. Findo o ensaio de
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respirometria, o conteudo de cada cadmara de reaccdo foi recolhido e reservado para
posterior quantificacdo da biomassa celular. Todos os ensaios de foram efectuados em

duplicado.

7.1.3.4 Determinacdo da biomassa celular

A biomassa bacteriana foi quantificada pela determinacdo da concentragdo de proteina

total seguindo o método modificado de Lowry, descrito no Capitulo 4.

7.1.3.5 Avaliacdo da reducdo da actividade

O efeito dos biocidas na actividade respiratoria especifica das bactérias P. fluorescens
foi avaliado quantitativamente em termos de redu¢do da actividade respiratdria, tendo por
referéncia a actividade obtida, para cada intervalo de tempo, nos ensaios de controlo. Os

resultados, expressos em percentagem, foram determinados com base na seguinte equagao:

OUR
% Redugdo = CZ’Z’;

- OURensaio X 100 (7.1)

controlo

em que OUR onmolo Tepresenta a taxa especifica de consumo de oxigénio necessario para
oxidar a glicose no ensaio de controlo € OUR.ns.io representa a mesma taxa medida nos

testes de aplicacdo de biocida.

7.1.4 Resultados e Discussao

O efeito das varias concentragdes de ambos os biocidas, carbamato e glutaraldeido, na
actividade respiratoria especifica de culturas em suspensao de bactérias P. fluorescens foi

avaliado ao longo do tempo (até 7 h) e para varios valores de pH (5, 7 ¢ 9).

A accao do carbamato na actividade respiratoria da bactéria estd resumida na Figura

7.1.
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Figura 7.1 Efeito do carbamato na actividade respiratoria da bactéria P. fluorescens para
varios valores de pH, respectivamente, pH 5 (a), pH 7 (b) e pH 9 (¢);
() controlo, (a) 100 mg L™, (W) 200 mg L™ ¢ (®) 300 mg L™ de carbamato.



EFEITO DOS BIOCIDAS NA ACTIVIDADE DA BACTERIA P. FLUORESCENS 123

A titulo de nota, refira-se que, durante a construcao dos graficos que constituem esta
figura, se optou por ndo uniformizar as escalas dos eixos das ordenadas no sentido de tornar

mais visivel a tendéncia das curvas representadas nas Figuras 7.1a,c.

A andlise da Figura 7.1 permite constatar que, de uma maneira geral, a aplicacdo de
carbamato reduz a actividade respiratoria especifica da P. fluorescens para todos os valores
de pH ensaiados. Esta reducdo parece ser mais significativa para pH 7 (Figura 7.1b) e
menos marcada quando o pH do meio se situa na zona alcalina (Figura 7.1¢). Note-se, no
entanto, que em nenhuma das situagdes estudadas, foi registada auséncia total (redugdo

completa) de actividade respiratoria.

Para uma avaliacdo mais efectiva da eficicia deste biocida, a reducdo da actividade
bacteriana, para cada situacdo de pH e tempo de contacto com o carbamato, foi também
expressa em percentagem (Tabela 7.1), tomando-se como referéncia os valores de

actividade respiratoria obtida nos ensaios de controlo, isto € na auséncia de carbamato.

Tabela 7.1 Redugdo da actividade respiratoria especifica da suspensdo bacteriana de P.
fluorescens obtida pela aplicagdo de carbamato, de acordo com a Equagdo 7.1

Reducio da actividade respiratoria (%)

Tempo 1 1 -1
(h) 100 mg L 200 mg L 300 mg L
pHS pH7 pHO pHS pH7 pHO pHS pH 7 pHO
0.1 459 31.1 35.2 63.9 38.2 21.1 66.2 37.2 60.2
1 46.8 44.4 0 62.0 51.3 14.6 79.2 55.1 43.5
3 37.9 56.5 11.8 55.1 65.4 11.8 57.7 62.2 42.4
7 86.3 81.2 37.7 44.8 82.8 43.2 77.3 81.3 56.9

Os valores obtidos reforcam o anteriormente referido, isto €, as maiores reducgdes de
actividade s3o conseguidas, de uma forma geral, nos ensaios a pH 7, e as menores para pH
9. Pela observacao da tabela ¢ possivel, também, inferir-se que, de um modo geral, a
reducdo da actividade respiratoria da P. fluorescens aumenta com o aumento da

concentracdo de carbamato adicionado as culturas bacterianas.
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Uma analise mais atenta dos valores sumariados na Tabela 7.1 evidencia ainda que,
quando o pH ensaiado ronda a neutralidade, e para todas as concentracdes de carbamato
aplicadas, a reducao da actividade respiratéria de P. fluorescens assume valores superiores
para tempos de exposi¢do das bactérias ao biocida mais longos. Este facto indicia que a
accdo do carbamato, a pH 7, ndo ¢ imediata e sé se faz sentir de maneira mais significativa
para tempos de contacto iguais ou superiores a 3 h. Este facto ndo ¢ de todo surpreendente
pois este microbicida ¢ referenciado como nao sendo de efeito letal rapido, geralmente
requerendo tempos de contacto na ordem de 4 h a 9 h, para um desempenho méaximo (Lutey,
1995). A mesma tendéncia, contudo, ndo ¢ observada para os valores de pH 5 e 9, pois, de
uma maneira geral, a reducdo da actividade respiratéria decresce nas primeiras 3 h,
aumentando significativamente somente ao fim de 7 h de exposicdo das bactérias ao

carbamato.

A evolugdo da actividade respiratoria especifica das bactérias P. fluorescens, face a
aplicacdo de glutaraldeido as suspensdes celulares, pode ser observada na Figura 7.2.
Refira-se, novamente, que a ndo uniformizagao da escala do eixo das ordenadas dos varios
graficos, correspondente a actividade respiratoria especifica, se explica pela necessidade de
tornar visivel a tendéncia das curvas, nomeadamente no caso dos testes realizados a pH 5 e

pHO.

Tal qual o carbamato, a adicdo deste biocida as culturas bacterianas em suspensao
provoca a redugdo da actividade respiratoria, para todos os valores de pH testados e para as
duas concentragdes de glutaraldeido ensaiadas. Contrariamente ao observado com a adi¢cdo
de carbamato, parece ndo haver diferengas significativas, em termos de redugdo de
actividade, em fung¢do do valor de pH. Novamente, para uma melhor avaliacio do
desempenho do glutaraldeido, a redu¢do da actividade respiratoria especifica, em fungdo do
pH e da concentragcdo de glutaraldeido testados, foi expressa em percentagem relativa aos
ensaios de controlo em cada instante de tempo, estando os valores obtidos coligidos na

Tabela 7.2.
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Figura 7.2 Efeito do glutaraldeido na actividade respiratoria de P. fluorescens para varios
valores de pH, respectivamente, pH 5 (a), pH 7 (b) ¢ pH 9 (¢);
(©) controlo, (#) 50 mg L' e (0) 100 mg L' glutaraldeido.
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Pela observagao da Tabela 7.2 pode-se constatar que as percentagens de reducdo de
actividade respiratoria, obtidas com a adi¢do de glutaraldeido, sdo assaz significativas pois
sdo quase sempre superiores a 90 %, registando-se até uma situacdo (pH 9 e aplicacdo de
100 mg L' de glutaraldeido) em que a redugdo da actividade respiratéria foi total. Regra
geral, a redugdo da actividade respiratéria aumenta com o tempo de contacto das bactérias
com o glutaraldeido, ainda que as diferencas nem sempre sejam muito significativas. A este
facto nao ¢ alheio o conhecimento de que o glutaraldeido ¢ um biocida de ac¢do rapida

(Paulus, 1993).

Tabela 7.2 Redug¢do da actividade respiratéria especifica da suspensdo bacteriana de
P. fluorescens obtida pela aplicacao de glutaraldeido, de acordo com a Equagao 7.1

Reducio na actividade respiratoria (%)

Tempo

(h) 50 mg L™ 100 mg L™
pH 5 pH 7 pH9 pH 5 pH 7 pHO
0.1 9.1 93.8 88.4 443 96.5 99.3
1 81.0 98.1 99.3 91.9 98.0 99.8
3 93.9 99.2 99.0 94.6 99.2 99.9
7 90.6 99.5 99.7 96.7 98.8 100

As diferencas nos valores de percentagem de reducdo obtidos para os varios pH
ensaiados ndo sdo, de facto, muito significativas. Note-se, contudo, que, se tomarmos o
valor de pH 7 como referéncia, os valores de redugao obtidos a pH 5 sdo inferiores, € os
determinados a pH 9 quase sempre superiores. Esta constatagao era de certa forma esperada,
pois a accdao antimicrobiana do glutaraldeido acentua-se na gama alcalina, nao porque
ocorra alguma alteragdo quimica deste, mas sim porque, com o aumento do pH para valores
superiores a 7, aumentam o0s sitios reactivos na parede bacteriana que podem
potencialmente interagir com o glutaraldeido e, por consequéncia, aumentar a ac¢ao biocida
deste (Eagar et al., 1986; Walsh et al., 1999). Em meio acido, os sitios reactivos da parede
celular estdo, na sua maioria, protonados e portanto protegidos da interac¢do negativa com

os grupos aldeido do biocida.
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O efeito da duplicagdo da concentragcdo de glutaraldeido aplicada ndo se traduziu por
um aumento expressivo da reducdo de actividade, ainda que, com a aplica¢do de 100 mg L~

! se tenham registado valores um pouco superiores.

Pela comparagdo das Tabelas 7.1 e 7.2, é possivel concluir que, regra geral, as
percentagens de reducdo de actividade obtidas com a adi¢ao de glutaraldeido as suspensoes
bacterianas sdo muito superiores as obtidas com a aplicacdo de carbamato. Este facto
demonstra que, em termos de efeito letal, e nas condigdes testadas, o glutaraldeido apresenta
uma eficiéncia antimicrobiana bastante mais acentuada que o carbamato, como alids ¢

conhecido.

7.2 EFEITO DO CAULINO NA EFICIENCIA DOS BIOCIDAS

7.2.1 Introducao

Muitas industrias, principalmente aquelas que requerem grandes volumes de agua,
captam a agua de alimentagao necessaria aos seus processos produtivos directamente de rios
e lagos. A utilizagdo de dgua destes sistemas naturais justifica-se pelo facto desta constituir
um manancial abundante e a baixo custo. No entanto, o uso deste tipo de fontes de agua
introduz nos sistemas produtivos, para além de mais microrganismos, material particulado
de origem abidtica como areias, sedimentos e argilas que, devido as suas reduzidas
dimensdes (didmetros equivalente geralmente na ordem dos micrémetros), ndo sao
removidos pelos normais processos de filtracdo a montante da produgao. Esta ocorréncia
assume particular destaque na medida em que estas particulas podem interagir com os
microrganismos presentes nos circuitos de agua, bem como com outras substancias

intrinsecas ao proprio processo produtivo.

As interacgdes entre as particulas e os microrganismos sao assunto de grande relevancia
devido a acg¢do que as particulas podem exercer nos processos de adesdo de
microrganismos, nomeadamente bactérias, bem como na actividade microbiana. A presenga
de certas particulas de argila, como a caulinite, nos sistemas aquosos modifica as
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente (habitat) no qual os microrganismos vivem -

efeitos indirectos- e, por consequéncia, o crescimento e a actividade metabdlica dos
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microrganismos. Os efeitos que envolvem interac¢des superficiais (isto €, os processos de
adesdo) entre as particulas de argila e os microrganismos sao considerados efeitos directos e
relativamente pouco se sabe acerca destes. A adsorcao e ligacdo de compostos organicos a
particulas de argila sdo também geralmente discutidas como efeitos directos, devido a

similaridade dos mecanismos envolvidos (Stotzky, 1986).

As particulas de argila possuem uma drea superficial elevada e sdo ionogénicas,
portanto capazes de atrair substratos, adsorver nutrientes, i0es € mesmo macromoléculas e
reter moléculas de agua (Burns, 1989). Estas caracteristicas concedem as argilas um

importante papel na actividade microbiana.

Durante o processo de formacao das argilas, alguns ides Al e Si podem ser substituidos
por outros i0es de menor valéncia, segundo um processo denominado de “substitui¢ao
isomorfica”. Este processo origina um excesso de carga negativa, situacdo que ¢
compensada pela adsor¢do de catides provenientes da fase aquosa circundante (Burns, 1979;
Stotzky, 1986). Estes ides adsorvidos na superficie das argilas, geralmente Ca, Mg, S, Na, K
e Al (Michaels e Bolger, 1962), podem ser posteriormente permutados por ides equivalentes
do meio de cultura (Burns, 1979). Esta propriedade das argilas, usualmente designada por
“capacidade de permuta catidonica” e que, em termos praticos, pode ser traduzida pela
quantidade maxima de ides que uma argila pode permutar com o meio (Hattori, 1973),

parece desempenhar um importante papel na actividade dos microrganismos.

Em termos estruturais, as particulas de argila podem estar organizadas segundo dois
arranjos basicos de moléculas de silicio e 6xido de aluminio. A caulinite, principal
constituinte do caulino, e um dos principais constituintes dos solos (Janczuk et al., 1989),
pode ser descrita como sendo um mineral de argila de estrutura 1:1, isto €, um arranjo em
que as unidades de Si e Al estdo agrupadas numa razao 1:1 (-Si.Al.Si.Al-) fortemente unidas
por ligagdes de hidrogénio (Burns, 1979), isto ¢, um silicato de aluminio, que ocorre na
Natureza sob a forma de finas ldminas hexagonais asperas. Em suspensdo aquosa, as
particulas de caulino possuem uma carga global negativa distribuida sobre as superficies
basais (Michaels e Bolger, 1962). Em condigdes 4cidas, e elevadas concentragdes de
electrolito, as arestas das laminas tendem a ligar 10es de hidrogénio, assumindo uma carga
positiva. Esta mudanga provoca atrac¢do electrostdtica entre as arestas e as faces

conduzindo a formacdo de uma estrutura altamente expandida a que se convencionou
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chamar “castelo de cartas” (Michaels e Bolger, 1962; Strenge e Sontag, 1987). Em
condicdes alcalinas, as arestas das laminas de caulinite tornam-se neutras, ou entdao
positivamente carregadas, e a estrutura da argila desflocula. Em condigdes de elevada
concentragdo electrolitica, as forgas de repulsdo electrostatica resultantes das interacgdes
entre as laminas ¢ reduzida, formando-se entdao agregados muito densos cuja
configuracdo se assemelha a um “baralho de cartas”, em consequéncia da adesdo das

particulas ao longo das suas superficies basais (Michaels e Bolger, 1962).

7.2.2 Objectivo do trabalho

O objectivo deste trabalho foi, em primeira instidncia, indagar se a presenca de
particulas de caulino em culturas em suspensao de P. fluorescens interferia no desempenho
antibacteriano dos biocidas. Paralelamente, também foi investigada a possibilidade das
mesmas particulas de argila poderem, s6 pela sua presenca nas culturas bacterianas, afectar
a actividade respiratéria das bactérias e, por consequéncia, dissimular a eficicia dos

biocidas.

7.2.3 Metodologia experimental

A metodologia experimental, no que respeita a aplicagdo de biocidas, determinagdo das
taxas de consumo de oxigénio e avalia¢do da reducdo da actividade respiratoria, foi similar
a descrita no Sub-capitulo 7.1.3. As suspensdes bacterianas foram obtidas de maneira
analoga a referida no mesmo sub-capitulo, s6 que, para estes testes, a cada um dos frascos
Schott foi previamente adicionada uma determinada quantidade de caulino por forma a
conseguir-se em cada uma das varias suspensdes microbianas uma concentragdo final em

caulino de 300 mg L.

7.2.3.1 Determinacdo da biomassa celular em cada amostra

Apbs a avaliacdo da actividade respiratéria, a biomassa celular das amostras foi
determinada recorrendo-se, novamente, ao método modificado de Lowry (Capitulo 4).
Constatou-se, no entanto, que a presenca de particulas de caulino interferia com este método
de doseamento, pelo que os teores em proteina das amostras tiveram que ser corrigidos

através da subtrac¢do da parcela referente ao “teor em proteina” de uma suspensdo de
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caulino. Este valor foi determinado sujeitando uma suspensdo de 300 mg L™ de caulino ao
mesmo procedimento seguido com as suspensdes bacterianas, isto ¢, da suspensdo foi
retirado um volume idéntico ao amostrado de cada uma das suspensdes bacterianas que foi
centrifugado, ressuspendido em 10 mL de solugdo tampdo e sujeito ao procedimento

experimental para doseamento de proteina.

Acrescente-se ainda que, imediatamente antes da leitura da absorvéncia, as varias
amostras foram centrifugadas por forma a remover as particulas de caulino, minimizando-se

entdo a interferéncia deste com as leituras no espectrofotometro.

7.2.3.2 Avaliagdo do aumento da actividade respiratoria

O efeito do caulino na actividade respiratoria das bactérias P. fluorescens foi avaliado
quantitativamente em termos de aumento da actividade respiratoria, tendo por referéncia a
actividade respiratéria obtida, para cada intervalo de tempo, nos ensaios realizados na
auséncia de caulino. Os resultados, expressos em percentagem, foram determinados com

base na seguinte equacao:

OURcaulino B OUR

OUR

% Aumento = controlo_ s 100 (7.2)

controlo

em que OUR.onolo Tepresenta a taxa especifica de consumo de oxigénio necessario para
oxidar a glicose nos ensaios de controlo, i.e., nos ensaios realizado na auséncia de caulino e
OUR cauiino Tepresenta a mesma taxa medida nos testes efectuados na presenga de particulas

de caulino, para as mesmas condi¢des de tempo e pH.

7.2.3.3 Monitoriza¢do do pH

O pH de cada uma das suspensdes bacterianas em contacto com 300 mg L' de caulino
foi monitorizado ao longo do tempo. A calibragdo do eléctrodo de pH foi feita a priori,

recorrendo a duas solug¢des de tampao a pH 7 (zero) e a pH 4 (declive).
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7.2.3.4 Investigacdo da adsor¢do do carbamato no caulino

A possibilidade do carbamato poder adsorver as particulas de caulino foi investigada
pela leitura da absorvéncia a 280 nm de solu¢des de carbamato em contacto directo com
particulas de caulino. Para tal, prepararam-se solugdes de carbamato de diferentes
concentragdes iniciais (1, 5, 10, 15, 20, 50, 100, 200 e 300 mg L'l) as quais foi adicionado
300 mg L' de caulino. Estas suspensdes foram mantidas em agitacdo (150 min™') e
temperatura (25 °C) constantes, num agitador orbital. Periodicamente, i.e., imediatamente
apos a adi¢do de caulino e apds 1 h, 3 h, 7 h, 24 h, 48 h, 96 h ¢ 144 h de contacto das
solugdes de biocida com as referidas particulas, foi retirada de cada suspensdo uma amostra
representativa que posteriormente foi filtrada (filtro membrana de 0.2 um de poro, Gelman
Sciences), tendo o seu contetido em carbamato sido avaliado pela leitura da absorvéncia.
Simultaneamente, também foi preparada uma suspensdo de caulino (300 mg L) que, para
cada um dos intervalos de tempo referidos, e apos filtracao, funcionou como o “branco”

contra o qual a absorvéncia das varias amostras foi lida.

A determinagdo do pico maximo de absorvéncia do carbamato foi conseguida fazendo
varios varrimentos de uma solu¢io de carbamato (10 mg L) na regido ultravioleta
(comprimentos de onda compreendidos na gama de 190 nm a 320 nm) num

espectrofotometro de varrimento (JASCO 7850).

7.2.3.5 Ensaios de varrimento

Amostras de uma solugdo de carbamato (10 mg L"), de uma suspensio de caulino
(300 mg L") e de uma suspensdo mista de carbamato (10 mg L") + caulino (300 mg L)
foram sujeitas a varrimentos na regido ultravioleta (comprimentos de onda compreendidos
na gama de 190 nm a 320 nm). Este procedimento foi também aplicado a amostras filtradas
(filtro membrana de 0.2 um de poro, Gelman Sciences.) das mesmas solucdes e suspensoes.
Estes ensaios foram realizados com o objectivo de se indagar acerca do tipo de interac¢do

que eventualmente se estabelecia entre as particulas de caulino e o carbamato.
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7.2.4 Efeito do caulino na actividade respiratoria da bactéria P. fluorescens

7.2.4.1 Resultados e Discussdo

Paralelamente aos ensaios de investigacdo da ac¢ao antimicrobiana dos biocidas na
presenga e na auséncia de caulino, foi também importante investigar se a presenca de
caulino podia sé por si interferir de algum modo com as bactérias, ou melhor com a sua
actividade respiratoria especifica. Novamente, tal qual nos testes com os biocidas, os
ensaios de avaliacdo dos possiveis efeitos das particulas de caulino na actividade das
bactérias P. fluorescens foram realizados a diferentes valores de pH (5, 7 ¢ 9) e para
varios tempos de contacto das culturas bacterianas com o caulino. Os resultados obtidos
(Figura 7.3) demonstram claramente que a actividade respiratoria € superior nas culturas
bacterianas em contacto com as particulas de caulino. Esta tendéncia crescente ¢ verificada
para todos os valores de pH ensaiados e para quase todos os tempos de contacto das
bactérias com as particulas. A Figura 7.3 também evidencia que os maiores valores de
actividade respiratdria sdo obtidos nos ensaios a pH 7, quer na auséncia quer na presenca de

caulino, e que os menores sao observados nos ensaios a pH 5.

OUR [mg/(g min)]

Tempo (h)

W pH 7; 300 mg/L caulino pH 7; sem caulino
@ pH 9; 300 mg/L caulino O pH 9; sem caulino
O pH 5; 300 mg/L caulino OpH 5; sem caulino

Figura 7.3 Efeito do caulino na actividade respiratoria especifica de culturas suspensas de
P. fluorescens.
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O efeito do caulino na actividade respiratoria das bactérias pode ser também observado
na Tabela 7.3, pois esta expressa, em percentagem, o aumento verificado na actividade
bacteriana devido a presenca das particulas de caulino nas suspensdes celulares. Para a
construgdo desta tabela, tomou-se como referéncia os valores de actividade respiratdria

obtidos nos ensaios efectuados na auséncia de caulino (ensaios de controlo).

Pela andlise da Tabela 7.3 verifica-se que o aumento da actividade respiratoria de
P. fluorescens ¢ dependente do valor de pH testado. Com efeito, as maiores percentagens de
aumento da actividade bacteriana sdo registadas a pH 5 (27 % a 43 %) diminuindo nos
ensaios realizados, respectivamente, a pH 9 (19 % a 36 %) e pH 7 (11 % a 13%). Refira-se
que, na gama testada, os valores de pH 7 e 5 sdo, respectivamente, o pH Optimo ¢ o pH
menos favoravel ao desenvolvimento da bactéria P. fluorescens (Pinheiro et al., 1988;
Oliveira et al. 1994). Parece, pois, que o efeito estimulador do caulino ¢ mais significativo

quando as condi¢des de crescimento da bactéria se desviam dos valores Optimos.

Tabela 7.3 Aumento da actividade respiratoria especifica da bactéria P. fluorescens obtida
com a presenca de caulino, de acordo com a Equacdo 7.2, para varios valores de pH;
valores médios + desvio padrao

Aumento da actividade respiratoria (%)

Tempo
(h) pH 5 pH 7 pH 9
0.1 28.6 (£10.1) 10.1 (£11.0) 19.1 (+7.7)
1 27.0 (£8.7) - 36.4 (£10.3)
3 43.1 (£16.7) 12.5 (£7.1) 37.3 (£20.2)
7 33.6 (£15.4) 11.2 (£9.6) 38.8 (£17.2)

Os resultados apresentados, quer na Figura 7.3 quer na Tabela 7.3, indiciam que a presenga
de particulas de caulino nas suspensdes bacterianas exerce um efeito positivo sobre as
bactérias de tal ordem que a sua actividade respiratoria ¢ estimulada. Em 1980, Macura e
Stotzky ja referenciavam que a taxa respiratoria de bactérias em culturas puras era
estimulada pela presenca de argilas, mas do tipo 2:1 (-Si.Al.Si.Si.Al.Si-), como por exemplo
a montmorilonite, que sdo caracterizadas por uma grande area superficial e uma grande
capacidade de permutar ides com o meio (Hattori, 1973; Stotzky, 1986; Burns, 1989). Os
resultados obtidos com estes testes mostram que também com argilas do tipo 1:1, como a

caulinite (principal constituinte do calino), de area superficial e capacidade de troca ionica
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comparativamente mais reduzidas (Burns, 1989), a actividade respiratoria das bactérias ¢
substancialmente estimulada.

Alguns autores (Stotzky, 1986; Burns, 1989; Castellar et al., 1998) referem que a
estimulacdo da actividade microbiana em consequéncia da adi¢do de particulas inorganicas
¢ provavelmente devida, entre outros factores, a capacidade destas particulas conseguirem
manter o pH do meio em valores adequados ao crescimento dos microrganismos. Nestas
circunstancias, as particulas assumiriam entdo um papel similar ao das solu¢des tampao, em
que as propriedades de tampao durante o metabolismo microbiano estariam relacionadas
com a permuta de ides da estrutura da argila por ides H' produzidos durante o metabolismo,
mantendo-se assim constante a concentragdo de hidrogenides (Burns, 1989) e, por
consequéncia, o pH do meio. Este argumento, contudo, nao pode ser utilizado para justificar
o aumento da actividade respiratoria observada nestes ensaios em consequéncia da presenca
de caulino (Figura 7.3 e Tabela 7.3), pois a preparacao das suspensodes bacterianas envolveu
a utilizacdo de solug¢des tampao, por forma a ajustar-se o pH aos valores pretendidos. A
monitorizagdo do pH das varias suspensdes mistas de bactérias e caulino (Tabela 7.4) atesta

que nao foi detectada nenhuma alteracdo significativa no valor de pH ajustado inicialmente.

Tabela 7.4 Valores de pH registados nas varias suspensoes bacterianas, na presenca de
300 mg L' de caulino, ao longo do tempo (para diferentes valores iniciais de pH do meio)

Tempo pH medido apés a adiciio de caulino
(h) pH 5 pH7 pH9
0 5.10 7.00 9.10
1 5.04 6.96 9.08
3 5.05 6.99 9.07
7 5.05 6.98 8.93
24 5.05 6.98 8.89

A manutengdo do pH de cada suspensdo a volta do pH inicialmente implementado,
indicio da supremacia da forca idnica do tampao, indica que o efeito do caulino como
regulador de pH ndo se manifesta nestas suspensdes bacterianas tamponadas, pelo que, o
caracter estimulador na actividade respiratoria por parte do caulino tem que ser devido a
outro factor que ndo o da regulagdo do pH. Stotzky (1986) ja sugeria que outros

mecanismos adicionais teriam que estar envolvidos na estimulagdo microbiana por parte das
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particulas de argila, uma vez que algumas destas contribuiam de facto para o aumento das
taxas de respiragdo, mesmo quando o pH do meio de cultura estava tamponado ou
inicialmente ajustado ao pH Optimo de crescimento microbiano. Estes mecanismos
adicionais responsaveis pelo efeito estimulador das particulas de argila ainda ndo estdo, até
ao momento, bem definidos, embora algumas hipoteses tenham vindo a ser sugeridas

(Srinivasan et al., 1995) apesar de ndo confirmadas.

A caracterizagao da configuragao espacial do caulino, nomeadamente as suas alteragdes
estruturais consoante o valor do pH do meio onde esté inserido, foi um dos factores a que se
recorreu na busca de informacdes complementares capazes de contribuir para o
entendimento do efeito estimulador do caulino. Para tal, foram retiradas amostras das varias
suspensoes mistas de bactérias com caulino para posterior observagdo por microscopia
electronica de varrimento (SEM). O registo de algumas dessas observacdes esta patente na

Figura 7.4.

A andlise da figura evidencia diferencas inequivocas na estrutura do caulino, podendo
essas diferencas ser directamente relacionadas com o valor de pH da suspensao de onde as
particulas foram retiradas. A Figura 7.4a evidencia a estrutura “baralho de cartas”
caracteristica das particulas de caulino em condi¢des alcalinas (Michaels e Bolger, 1962).
Na Figura 7.4b ¢ visivel uma configuragdo estrutural muito diferente da registada na Figura
7.4a, que corresponderia a estrutura floculada do caulino, denominada “castelo de cartas”.
Esta ndo ¢ completamente perceptivel devido a manipulagdo experimental a que se
submeteram as amostras para observacdo por SEM. Com efeito, a observacdo por SEM
pressupde a desidratagdo prévia das amostras (sub-capitulo 4.7.8), pelo que a dgua existente
nos intersticios do caulino foi removida, tendo-se perdido, consequentemente, a estrutura
aberta e expandida do “castelo de cartas”, que caracteriza o caulino para valores de pH

inferiores a 7.
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HD= 10

Figura 7.4 Imagens digitalizadas de fotografias de microscopia electronica de varrimento
de suspensdes de bactérias P. fluorescens + particulas de caulino, respectivamente, a pH 9,
ampliacdo de 7400x (a) e pH 5, amplia¢dao de 8000x (b).

Ainda que nao seja evidente na Figura 7.4b, a configuragdo espacial do caulino em “castelo
de cartas” representa um sistema expandido com uma grande area superficial, quer interna
quer externa. Esta configuracdo proporciona entdo uma considerdvel extensdo de area
disponivel para interacgdo com as bactérias, para a adsor¢do de ides H' (resultantes do

metabolismo bacteriano) bem como para concentracdo de nutrientes organicos e/ou
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inorganicos (Burns, 1989), conseguindo-se, deste modo, desenvolver dentro dos flocos de
caulino um microambiente bastante favoravel para o desenvolvimento bacteriano. Este
factor talvez fundamente o maior aumento de actividade respiratoria registada nos testes
realizados a pH 5. Um raciocinio andlogo pode ser sugerido para explicar os menores
valores de aumento da actividade respiratoria observados nos ensaios a pH 9,
comparativamente com os obtidos a pH 5 (Tabela 7.3). Com efeito, na gama alcalina, as
particulas de caulino organizam-se segundo a estrutura “baralho de cartas” em resultado da
sobreposi¢ao das particulas (Figura 7.4a). Nestas circunstancias, a area superficial
disponivel para interac¢do com as bactérias e com os componentes do meio de cultura ¢
drasticamente reduzida. A limita¢do da area para a adesdo bacteriana, nomeadamente entre
as laminas do caulino, restringe substancialmente o estabelecimento de locais propicios ao

crescimento bacteriano.

Acrescente-se também que, segundo Stotzky (1966), o efeito estimulador que as argilas
parecem exercer sobre o metabolismo bacteriano podera dever-se, em parte, a capacidade de
troca catidnica que estas possuem. No caso especifico do caulino, ainda que esta argila seja
caracterizada por apresentar baixa capacidade de troca cationica, comparativamente com as
demais (Burns, 1989), a estrutura “castelo de cartas” em relacao a configuragdo “baralho de
cartas” favorece a troca idnica, pelo que as particulas de caulino podem libertar ides (Ca,
Mg, S, Na, K e Al) da sua estrutura para o meio de cultura (Stotzky, 1986), i0es estes que
geralmente sdo benéficos para o metabolismo bacteriano. A configuracdo “baralho de

cartas” limita a capacidade de permuta de ides, devido a redugdo da area superficial exposta.

Saliente-se, todavia, que em ambas as situacdes de pH € possivel vislumbrar-se
bactérias aderidas as particulas de caulino, sendo até interessante observar algumas

bactérias situadas entre as laminas de caulino (Figura 7.4a).

Em relacdo aos testes realizados a pH 7, ndo foram encontrados argumentos plausiveis
capazes de explicar o menor efeito do caulino na actividade respiratéria de P. fluorescens,
quando comparado com os ensaios realizados a pH 5 e 9. Refira-se, no entanto, que a pH 7
as condi¢des do meio sdo Optimas para o desenvolvimento de P. fluorescens, pelo que sera
dificil aumentar o metabolismo da bactéria neste meio favoravel. Consequentemente, o
beneficio associado a presenca de caulino no meio de cultura nio sera tdo notério como nos

testes realizados a pH 5 e pH 9, onde as condi¢des do meio se afastam dos valores 6ptimos
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para esta bactéria. Nesta situacdo, qualquer modificagdo benéfica para a bactéria, como por
exemplo a existéncia de particulas de caulino, irda manifestar-se de forma,

comparativamente, mais significativa.

7.2.5 Efeito do caulino no desempenho antimicrobiano dos biocidas

7.2.5.1 Resultados e Discussdo

Com o intuito de investigar se a presenca de particulas de caulino nas varias suspensdes
bacterianas de P. fluorescens alterava, de algum modo, o desempenho antimicrobiano dos
biocidas, foram repetidos os testes de determinacdo da actividade respiratdria das bactérias,
para diferentes valores de pH e para diferentes tempos de exposicao das suspensdes com 0s
biocidas, acrescentando-se, agora, 300 mg L' de caulino a cada uma das suspensoes

bacterianas.

Os resultados obtidos com a aplicacdo das varias concentracdes de carbamato, e para os
varios pH ensaiados, sao apresentados na Figura 7.5. No sentido de mostrar claramente a
tendéncia das varias curvas apresentadas nos graficos desta figura, optou-se, mais uma vez,
por ndo uniformizar a escala do eixo das ordenadas. Da andlise da figura verifica-se que,
para os valores de pH 7 ¢ 9, a actividade respiratéria das bactérias diminui com a aplicacdo
de carbamato, parecendo contudo essa diminui¢do ser mais marcada a pH 9 (Figura 7.5¢).
Nos testes a pH 7 (Figura 7.5b), o pH 6ptimo de crescimento da P. fluorescens, a redugdo
observada na actividade respiratéria ¢ relativamente diminuta ainda que se torne mais
pronunciada & medida que o tempo de contacto com o biocida aumenta (3 h e 7 h). Nos
testes realizados a pH 5 (Figura 7.5a), a resposta das bactérias a adicdo de carbamato
assume um caréacter inesperado pois é notorio que, com a aplicagio de 100 mg L™ e 200 mg
L' de carbamato, a actividade respiratoria da bactéria evoluiu para valores superiores aos
registados no ensaio de controlo. Somente com a adi¢io de 300 mg L' de carbamato é que

se verifica diminuicao, ainda que ligeira, da actividade respiratdria das bactérias.
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Figura 7.5 Efeito do carbamato na actividade respiratdria da bactéria P. fluorescens na

presenca de 300 mg L de caulino, para pH 5 (a), pH 7 (b) e pH 9 (¢);
() controlo, (a) 100 mg L™, (M) 200 mg L' ¢ (®) 300 mg L™ de carbamato.
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As consideragdes suscitadas pela observacao da Figura 7.5 podem ser consolidadas
pelos valores apresentados na Tabela 7.5. Estes traduzem em percentagem, quando possivel,
as diferencas na actividade respiratoria causadas pela aplicacdo do carbamato. Para o seu
calculo utilizou-se como referéncia os valores de actividade respiratdria obtidos nos ensaios
de controlo efectuados na presenca das particulas de caulino e sem a aplicagdo de biocidas.
Pela observagdo da tabela também ¢ possivel constatar que a reducdo da actividade
microbiana aumenta a medida que aumenta o tempo de exposicdo das bactérias ao
carbamato. Contrariamente ao observado na auséncia de caulino (Tabela 7.1), esta tendéncia
¢ verificada para todos os pH ensaiados, sendo mais notdria, no entanto, para pH 9. Estes
resultados corroboram o facto, ja anteriormente referido, de que o carbamato tem uma

accdo, em termos letais, relativamente pouco imediata.

Tabela 7.5 Redugao da actividade respiratéria especifica da bactéria P. fluorescens obtida
com a aplicagio de carbamato e na presenga de 300 mg L™ de caulino, de acordo com a
Equacao 7.1

Reducio da actividade respiratoria (%)

Tempo 100 mg L™ 200 mg L™ 300 mg L™

(h) pHS pH7 pH9 pHS pH7 pHO pHS pH7 pHO

0.1 - 2.1 68.0 - 3.1 66.8 22.4 2.7 49.8
1 - - 78.8 - 4.5 79.4 22.6 233 60.1
3 - 37.2 81.1 - 37.0 854 37.9 38.4 82.9
7 - 38.0 81.7 23.7 35.2 85.8 533 59.1 72.1

Se se confrontar os resultados obtidos na auséncia de caulino (Tabela 7.1) com os
obtidos na sua presenca (Tabela 7.5), constata-se que, dependendo da concentracdo de
carbamato aplicada e do valor de pH, existem diferengas substanciais nas percentagens de
reducdo de actividade respiratéria obtidas em ambas as situagdes (isto €, na auséncia e na

presenga de caulino).
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Nos ensaios realizados a pH 7, e para todas as concentracdes de carbamato testadas, a
presenga das particulas de caulino diminui consideravelmente as percentagens de reducdo
de actividade respiratoria causada pela ac¢dao do biocida. A pH 5, o efeito do caulino fez-se
sentir de maneira ainda mais significativa uma vez que, para além de minorar os valores de
reducdo da actividade bacteriana (pela adi¢do de 300 mg L' de carbamato), a presenca de
caulino parece inviabilizar a ac¢do do carbamato pois ndo se registou diminui¢do da
actividade das bactérias, principalmente para as menores concentra¢des (100 mg L' e
200 mg L), parecendo mesmo que essa actividade foi estimulada. Nos testes a pH 9, a
presenca de caulino, de modo geral, parece ter coadjuvado o carbamato na sua ac¢ao
antibacteriana, ja que os valores de reducdo da actividade respiratéria da P. fluorescens

aumentaram pela sua presenca nas suspensoes bacterianas.

O efeito do caulino na actividade respiratdria de culturas suspensas da bactéria
P. fluorescens, quando sujeitas ao tratamento com o glutaraldeido, pode ser observado na

Figura 7. 6 e na Tabela 7.6.

A presenca de particulas de caulino parece nao interferir com a reducao da actividade
respiratoria das bactérias, pois, para a gama de valores de pH testados, a resposta das
bactérias a adicdo de glutaraldeido na presenca de caulino, parece ser similar a registada na
auséncia de caulino. De facto, tal como nos testes sem caulino, a adigdo de glutaraldeido
provoca uma evidente diminui¢ao da actividade respiratoria das bactérias, diminuigdo esta
que se acentua com o tempo de contacto das bactérias com o biocida e com a modificacao

do pH no sentido alcalino.

Mais uma vez, a duplicacdo da concentra¢dao de glutaraldeido aplicada as suspensdes
bacterianas ndo se traduziu por um aumento significativo dos valores de reducao de
actividade respiratoria. Saliente-se, no entanto, que é com a aplicagio de 100 mg L' de

glutaraldeido que se manifestam as maiores reducoes de actividade.
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Figura 7.6 Efeito do glutaraldeido na actividade respiratdria da bactéria P. fluorescens na
presenca de 300 mg L™ de caulino e para, respectivamente, pH 5 (a), pH 7 (b) e pH 9 (c);
(¢) controlo, (#) 50 mg L™ e (0) 100 mg L™ de glutaraldeido.
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Tabela 7.6 Reduc¢do de actividade respiratoria especifica da bactéria P. fluorescens obtida
na presenca de 300 mg L™ de caulino e com a aplicagdo de glutaraldeido, de acordo com a
Equagdo 7.1

Reducao na actividade respiratoria (%)

Tempo 50 mg L' 100 mg L'
(h) pHS pH 7 pHO pH S pH7 pHO
0.1 7.6 87.8 85.9 40.1 93.0 97.6
1 38.8 96.4 98.6 91.1 97.3 99.9
3 72.3 98.6 97.9 94.2 99.6 99.9
7 91.6 99.3 99.6 96.4 98.5 100

Uma comparagdo mais atenta das Tabelas 7.2 e 7.6, demonstra que s6 com a menor
concentragdo de glutaraldeido se verificam algumas diferengas nos valores de redugdo da
actividade respiratdria, ainda que bastante menos significativas que as obtidas nos testes
com o carbamato. De facto, com a adi¢do de 50 mg L de glutaraldeido as suspensdes
bacterianas contendo as particulas de caulino, obtiveram-se valores de reducdo da
actividade bacteriana inferiores aos conseguidos nos ensaios sem caulino, sendo esta
redugdo mais pronunciada para pH 5. Com a adigdo de 100 mg L de glutaraldeido, as

diferencas ndo existem ou sdo muito pouco significativas.

Em stimula, pode-se dizer que a presenca de caulino nas suspensdes bacterianas assume
um papel preponderante quando estas sdo tratadas com carbamato, pois nesta situagdo as
bactérias adoptam um comportamento substancialmente diferente em resposta a accao
toxica do biocida. Por conseguinte, a presenga de particulas de caulino nas suspensdes
bacterianas, para certas condi¢des de pH, reduz a eficacia do carbamato como biocida. O
mesmo parece ndo acontecer, pelo menos de maneira clara, com a aplicacdo de

glutaraldeido.

Este menor desempenho do carbamato, na presenca das particulas de caulino, pode ser
atribuido ao desaparecimento deste da solu¢do, uma vez que certos autores (Huang e Yang,
1995; Amin et al., 1996) referem que as argilas possuem potencialidades para remover

certas substancias organicas da dgua. Com o intuito de se inquirir acerca da possibilidade
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das particulas de caulino poderem remover as moléculas de carbamato, varias solugdes de
carbamato, de concentragdo inicial compreendida entre 1 mg L™ e 300 mg L™, foram postas
em contacto com 300 mg L™ de caulino, tendo-se posteriormente determinado o conteudo
em carbamato ao longo do tempo, durante um periodo de tempo de 144 h. Os resultados
(Tabela 7.7) demonstram que a concentracdo de carbamato presente em solucao ¢
consideravelmente reduzida ao longo do tempo. Para baixas concentra¢des de carbamato
(<20 mg L), é observada uma eliminacio total do biocida em menos de 1 h de contacto da
solugdo de biocida com as particulas de caulino. Para as concentracdes mais elevadas
(>20 mg L), a concentracdo de carbamato ¢ reduzida de forma gradual mas significativa

com o tempo.

Tabela 7.7 Redug¢do na concentragcdo de carbamato na presenca de 300 mg L de caulino
ao longo do tempo. Valores médios + desvio padrdo ( n=2)
(*) concentragdo de carbamato antes da adigao de caulino; (0 h) imediatamente apds a adi¢do

Tempo (h) Concentraciao de carbamato (mg L'l)

1 5.6 9.8 17.9 20.8 52.1 98.5 276 360
=7.2) *1.7) (*0.2) (£0.6) (0.5 (x1.3) (#1.1) (*11.7) (£18.2)

0 0 1.4 2.2 5.3 13.4 49.8 94.7 261.2  335.1
(#0.5) (+0.8) (£2.3) (#4.8) (#4.0) (x1.6) (£10.5) (£15.8)

1 0 0 0 0 7.2 43.6 94.6 257.6  329.7
#1.4) (39 (*£2.0) (£10.3) (£15.3)

3 0 0 0 0 0 42.0 93.5 2579 3237
(#5.8) (2.1) (£10.3) (+11.4)

7 0 0 0 0 0 38.8 80.7 236.1 320.0
(x0.7) (£3.0) (£8.6) (£15.0)

24 0 0 0 0 0 20.6 56.6 22277 2878
(x1.8) (#4.8) (£7.6) (£12.5)

48 0 0 0 0 0 9.4 30.5 2008  250.0
(#2.3)  (£1.1) (£144) (£11.2)

96 0 0 0 0 0 4.6 233 1294 1962
(£0.1) (#0.7) (x0.4) (£5.2)

144 0 0 0 0 0 0 12.5 89.9 134.7
(#0.2) (£2.6) (%0.8)

O desaparecimento do carbamato da suspensdo caulino + carbamato indicia que alguma

interaccdo se estabeleceu entre as particulas de argila e o biocida. Tendo por base o
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preconizado por Burns (1975), que referia que os pesticidas podiam adsorver nas argilas e
consequentemente limitar a sua disponibilidade para os microrganismos do solo, pensou-se
que o mesmo podia acontecer com o carbamato pois, para além de biocida, este também ¢
referenciado como pesticida (Mateen et al., 1994). Sendo assim, pode-se sugerir que as
interacgdes estabelecidas entre as particulas de caulino e o carbamato se caracterizam
essencialmente pela adsorcdo deste as particulas de argila, ficando pois em solugdo uma
concentragdo menor do que a inicialmente implementada. Esta situacdo condiciona a
concentra¢do de carbamato disponivel para actuag@o sobre as bactérias justificando-se, deste
modo, a menor eficdcia do biocida nos ensaios realizados na presenga de particulas de
caulino. Refira-se, no entanto, que este argumento s6 tem pleno fundamento se se presumir
que o carbamato, uma vez adsorvido na argila, perde parcialmente ou totalmente a sua

actividade toxica.

No sentido de se inquirir do caracter fisico ou quimico da interacc¢ao entre as particulas
de caulino e o carbamato, isto €, indagar se a adsor¢do era de natureza fisica ou quimica,
foram realizados varios varrimentos na gama ultravioleta de amostras filtradas e nao
filtradas de uma solugdo de carbamato, de uma suspensdo de caulino e de uma suspensao de
caulino + carbamato. Os perfis de absorvéncia das amostras filtradas (Figura 7.7a)
evidenciam que a curva correspondente a solu¢ao de carbamato ¢ claramente maior do que a
registada na suspensao mista de caulino + carbamato. Esta constatagdo demonstra, mais uma
vez, que o carbamato desaparece da fase liquida da suspensdo caulino + carbamato. Pela
analise das curvas correspondentes aos varrimentos das amostras nao filtradas (Figura 7.7b),
facilmente se verifica que a curva da suspensdo mista de carbamato + caulino exibe
absorvéncias nitidamente superiores as obtidas com a amostra filtrada. Este facto sugere que
uma modificagdo quimica parece ocorrer, quando se pde em contacto as particulas de
caulino com o carbamato, indiciando que um novo composto quimico diferente do
carbamato se forma em resultado da interaccao argila-biocida. Uma observacdo mais atenta
da Figura 7.7 revela também que a adsorc¢ao deste novo composto organico na argila parece
apresentar um caracter firme e permanente, uma vez que a curva de absorvéncia
correspondente a amostra nao filtrada da suspensdo mista caulino + carbamato (Figura 7.7b)
¢ significativamente diferente (registaram-se maiores valores de absorvéncia para os

mesmos comprimentos de onda) da obtida quando as particulas de caulino foram removidas
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da mesma suspensao por filtracdo (Figura 7.7a). Este facto parece indicar que a adsor¢ao do

carbamato no caulino ¢ de natureza quimica e nao simplesmente de caracter fisico.
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Figura 7.7 Curvas de absorvéncia, na gama ultravioleta, de uma solucdo de carbamato
(10 mg L") (¢), de uma suspenséo mista de caulino (300 mg L) + carbamato (10 mg L")
(O) e de uma suspensao de caulino (300 mg L") (A). (a) amostras filtradas (b) amostras
nao filtradas.

Para além da adsor¢do do carbamato nas particulas de caulino, outros factores podem
ser sugeridos para fundamentar o menor desempenho dos biocidas, principalmente do
carbamato, nos ensaios realizados na presenca da argila. De facto, ¢ quase universalmente
aceite que as bactérias aderidas a particulas sdlidas apresentam menor sensibilidade a ac¢ao

antimicrobiana dos biocidas do que se estivessem em suspensao (Nichols, 1989;



CONCLUSOES 147

LeChevallier et al., 1990). Por conseguinte, a menor eficacia do carbamato na presenga de
caulino também pode ser atribuida, em parte, a adesdo de P. fluorescens as particulas de

caulino.

Em termos globais, a menor eficiéncia do carbamato, observada nos ensaios a pH 5 e 7,
pode entdo ser o resultado da conjugacao da adsor¢ao quimica do biocida ao caulino, que
diminui a sua concentragdo e, por consequéncia, a sua disponibilidade para as bactérias,
com o efeito da adesdo bacteriana nas particulas, que confere as bactérias alguma proteccao
contra o ambiente adverso externo. No caso especifico dos ensaios realizados a pH 5, a
configuracao espacial do caulino a este valor de pH, conjuntamente com a interac¢cdo
carbamato-caulino, pode explicar o comportamento observado, isto ¢, estimulacdo da
actividade respiratéria das bactérias com a aplicacdo de 100 mg L' ¢ 200 mg L™ de
carbamato as suspensdes celulares. A area superficial proporcionada pela estrutura “castelo
de cartas” parece ter, neste caso, um papel predominante na proteccao e estimulacao das
bactérias, uma vez que o efeito antimicrobiano do carbamato ndo ¢ perceptivel. Somente
com a maior concentracao de biocida implementada, isto ¢, com 300 mg L' de carbamato, ¢
possivel verificar-se uma pequena reducdo da actividade respiratdria especifica, ainda que

bastante inferior aos valores registados nos ensaios sem aplicagao de caulino.

Em relagdo ao glutaraldeido, a presenca de caulino nas suspensdes celulares parece ndo
ter interferido de forma explicita com a ac¢do antimicrobiana do biocida. Esta constatagao
faz supor que nenhuma interac¢do glutaraldeido-caulino se desenvolveu a ponto de
inviabilizar, no todo ou em parte, o efeito toxico do glutaraldeido. A diminui¢ao da redugao
de actividade, observada nos ensaios a pH 5 com a aplicagdo de 50 mg L', pode ser
fundamentada recorrendo aos mesmos argumentos sugeridos para justificar o aumento de
actividade bacteriana nos ensaios ao mesmo valor de pH, mas com a aplicacdo das menores

concentragdes de carbamato.

7.3 CONCLUSOES

Perante os resultados obtidos ¢ possivel afirmar-se que a aplicacio de ambos os
biocidas as suspensdes bacterianas reduz a actividade respiratéria das bactérias
P. fluorescens. No entanto, regra geral, a redu¢do de actividade obtida com a adigdo de

glutaraldeido ¢ muito superior a obtida com a aplicagdo de carbamato. Este facto demonstra
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que, em termos de efeito letal, e nas condigdes testadas, o glutaraldeido apresenta uma

eficiéncia antimicrobiana bastante mais acentuada que o carbamato.

Os resultados também evidenciam que as particulas de caulino interferem com o
desempenho dos biocidas, interferéncia essa pouco marcada ou mesmo insignificante no
caso do glutaraldeido e mais declarada e significativa com a aplica¢ao de carbamato, pois a

eficiéncia do carbamato diminuiu nos ensaios com a argila.

Os resultados obtidos mostram igualmente que a presenca de particulas de caulino nas
suspensdes celulares estimula claramente a actividade respiratoria das bactérias
P. fluorescens, mesmo quando as suspensoes bacterianas estavam inicialmente tamponadas
a diferentes valores de pH (5, 7 ¢ 9). Esta ac¢do estimuladora foi observada em todos os pH
testados, sendo, todavia, mais significativa nos ensaios realizados a pH 5 e 9. Estes factos
demonstram, indubitavelmente, que outros mecanismos, para além da manutencdo do pH a
volta de um valor propicio ao crescimento microbiano, estdo envolvidos no aumento da

actividade respiratoria das bactérias.

Testes paralelos demonstraram que o caulino possui a capacidade de remoc¢do do
carbamato do meio de cultura, diminuindo consequentemente a concentragdo em solucao
disponivel para as bactérias. Este efeito de remog¢ao parece estar associado ao fenomeno de

adsor¢do quimica, resultando na formag¢ao de novas moléculas ndo toxicas.

Esta possibilidade talvez fundamente que a menor ac¢ao antimicrobiana do carbamato,
observada nos ensaios com particulas de caulino, possa ser atribuida a adsor¢do deste a

argila.

As diferentes configuragdes espaciais adoptadas pelo caulino em fun¢do do valor de pH
do meio, “castelo de cartas” e “baralho de cartas”, podem explicar, em parte, os resultados
obtidos. A configuragdo “castelo de cartas” representa um sistema com uma area superficial
bastante elevada, na qual podem ser estabelecidos microambientes favoraveis aos
microrganismos. Contudo, os mecanismos detalhados envolvidos nestes fenomenos ndo sdo

claros, pelo que sera necessaria investigacao mais pormenorizada.

Os resultados, principalmente os referentes a perda de eficiéncia do carbamato sobre as
bactérias P. fluorescens em consequéncia da presenca de caulino, sugerem que nos sistemas

industriais novas implica¢des praticas poderdo emergir, uma vez que as argilas, muito
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frequentes nos sistemas de agua, podem interferir com o programa de controlo microbiano

efectuado por biocidas, nomeadamente a sua dose e periodo de adigdo.
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8. ACTIVIDADE RESPIRATORIA DE P. fluorescens EM BIOFILMES:

EFEITO DOS BIOCIDAS E DAS PARTICULAS DE CAULINO

Sumario

Os microrganismos organizados em biofilme sd3o mais resistentes a accdo agressiva dos agentes

antimicrobianos do que quando se desenvolvem de forma dispersa nos sistemas aquosos.

Neste capitulo investiga-se o efeito dos biocidas, carbamato e glutaraldeido, em biofilmes formados pela
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8.1 INTRODUCAO

Nos sistemas industriais, principalmente naqueles que necessitam de grandes volumes
de agua, ¢ vulgar o aparecimento de uma grande variedade de particulas de origem abidtica
(areias, argilas, gesso, sedimentos), uma vez que a 4gua necessaria para 0s Se€us processos

produtivos €, usualmente, captada directamente de lagos e rios.

A existéncia de particulas de natureza abiodtica nos sistemas de dgua dos processos
produtivos pode conduzir ao desenvolvimento de depdsitos de sujamento constituidos por
um misto de material bioldgico e inorganico (Vieira e Melo, 1995). De facto, durante o
processo de formacdo de um biofilme, as particulas abidticas podem ser capturadas pelas
EPS e passar a integrar a matriz dos biofilmes (Bouwer, 1987; Drury ef al., 1993; Schmitt e
Flemming, 1999).

A presenca de pequenas particulas inorganicas nos depdsitos pode conduzir a alteragdes
na estrutura e actividade do biofilme (Bouwer, 1987) e, por conseguinte, interferir com a
eficiéncia das substancias quimicas antimicrobianas frequentemente utilizadas no combate
aos biofilmes. Srinivasan et al. (1995), por exemplo, referem que biofilmes desenvolvidos
na presenga de particulas abidticas (caulino e carbonato de célcio) foram mais resistentes a

acc¢do da monocloramina do que os biofilmes formados na auséncia das mesmas particulas.

As possiveis interferéncias das particulas abidticas com as substancias antimicrobianas
assumem particular importancia, pois podem originar adicionais implicagdes de ordem
pratica, ndo consideradas na fase de planeamento do programa de controlo de biofilmes.
Essas implicagdes podem obrigar a reformular a estratégia de controlo, nomeadamente no

que concerne a dose de biocida a aplicar, ao modo de aplicagdo e a duracdo do tratamento.

8.2 OBJECTIVOS DO TRABALHO

Pretendeu-se, com estes ensaios, conhecer a ac¢do de ambos os biocidas, carbamato e
glutaraldeido, na viabilidade celular de biofilmes formados pelas bactérias Pseudomonas
fluorescens. Simultaneamente, € no seguimento dos resultados obtidos com a mesma estirpe

em suspensdo (Capitulo 7), também se procurou determinar se a presenca de particulas de
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caulino durante o periodo de formacao de biofilmes afectava a sua formagao e actividade
respiratoria e verificar se essas mesmas particulas, quando incorporadas nos biofilmes,

interferiam com o desempenho antibacteriano dos biocidas.

8.3 EFEITO DO CAULINO NA FORMACAO E ACTIVIDADE DE BIOFILMES DE P.

fluorescens

Para uma correcta avaliacdo da eficacia dos biocidas quando aplicados no controlo de
biofilmes de P. fluorescens desenvolvidos na presenca e na auséncia de caulino, julgou-se
de primordial importancia investigar, em primeira instancia, a possibilidade das particulas
de caulino, quando incorporadas num biofilme, poderem, s6 por si, interferir com a sua
estrutura e actividade e, por consequéncia, afectar de algum modo o efeito dos biocidas

sobre os biofilmes.

8.3.1 Metodologia experimental

O efeito dos biocidas no controlo de biofilmes desenvolvidos na auséncia e na presenca
de particulas de caulino foi avaliado pela determinagdo da actividade respiratoria especifica
das bactérias P. fluorescens, constituidas nesses biofilmes, antes e apds a adi¢do dos
biocidas e para diferentes tempos de exposi¢do A actividade respiratoria foi quantificada
através da determinacdo da taxa de consumo de oxigénio necessario para degradar glicose

em solucao

Os biofilmes foram desenvolvidos sobre placas de ago inox inseridas em células de

fluxo de acordo com o descrito no Sub-capitulo 4.6.

8.3.1.1 Formagao de biofilmes

Para avaliagcdo do papel do caulino na formagao e actividade respiratoria de biofilmes,
promoveu-se a formacgdo de biofilmes de Pseudomonas fluorescens na auséncia e na
presenga das particulas de caulino. Estes biofilmes foram conseguidos pela circulagdo em
regime laminar (Re proximo de 1000 e velocidade igual a 0.1 m s™) de suspensdo celular
(obtida de acordo com o descrito no Sub-capitulo 4.5.2) no interior de células de fluxo

contendo vérias placas de adesdo (Sub-capitulo 4.6).
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O desenvolvimento de biofilmes com incorporagdo de particulas de argila foi
conseguido pela adigdo continua de uma corrente de caulino (300 mg L") ao tanque de
mistura, por forma a obter-se uma suspensao mista em bactérias e caulino. Pretendeu-se,
deste modo, forgar o desenvolvimento de biofilmes com uma fracgdo inorgénica artificial. A
suspensdo de caulino foi previamente preparada e mantida em agitacdo constante durante

todo o periodo de formagao do biofilme.

Os biofilmes foram desenvolvidos durante aproximadamente doze dias, tendo-se,
durante este periodo de tempo, procedido a amostragens periodicas de biofilme para

subsequente avaliacdo da sua composicao e actividade.

Para uma maior simplicidade de escrita, convencionou-se chamar biofilmes mistos aos
biofilmes formados pela circulacdo da suspensao celular enriquecida com as particulas de
argila e biofilmes simples aos biofilmes resultantes da circulacdo somente da suspensdo

bacteriana.

8.3.1.2 Amostragem do sistema experimental

A amostragem de biofilme foi efectuada pela remogao de placas de adesdo (no minimo
duas para cada intervalo de tempo) de cada uma das células de fluxo, ao longo do tempo, e
consequente substituicdo por outras limpas. A remocao das placas de adesdo fez-se sempre
em sentido descendente, a partir do topo de cada célula de fluxo, sem interrupcdo da
circulagdo da suspensdo celular, pois esta, durante o periodo de amostragem, foi desviada
para a porta de saida imediatamente abaixo da placa de adesdo que se pretendeu remover.
Com esta metodologia procurou-se reduzir ao minimo as perturbagdes infligidas aos
biofilmes depositados nas demais placas de adesdo, acomodadas nas células de fluxo, em

consequéncia da abertura do sistema experimental.

Imediatamente apds as placas de adesdo terem sido removidas das células de fluxo, o
biofilme acumulado em cada uma das placas foi removido fisicamente (raspagem por
recurso a uma espatula) ressuspendido em 10 mL de solucdo de tampao fosfato pH 7

(Sub-capitulo 4.1.3) e reservado para imediata avaliagdo da actividade respiratoria.
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8.3.1.3 Determina¢do da actividade respiratoria especifica dos biofilmes

As varias suspensdes de biofilme, resultantes da remocao fisica do biofilme das placas
de adesdo, foram transferidas para as cdmaras de reaccdo do respirometro, devidamente
termostatizadas a 27 °C = 1 °C, com o intuito de se avaliar a actividade respiratéria das
bactérias integrantes desses biofilmes, de acordo com o método referenciado no
Sub-capitulo 4.7.4. Apos a obtencdo da curva correspondente a respiragao enddgena, foi
injectado em cada uma das cadmaras do respiroémetro 50 pL. de uma solugdo de glicose de
concentragio 50 mg L', para determinagio da taxa de respiragio total. A actividade
respiratdria especifica dos biofilmes foi expressa em massa de O, consumido por unidade de
biomassa presente no biofilme (medida em termos de SVT) e por unidade de tempo. Findo o
ensaio de respirometria, o conteudo de cada camara de reaccdo do respirdmetro foi

recolhido e reservado para posterior caracterizagao fisica dos biofilmes.

8.3.1.4 Caracterizagdo fisica dos biofilmes

O peso seco de cada biofilme formado nas placas de adesdo foi estimado determinando
os solidos totais das respectivas suspensdes de biofilme, de acordo com o procedimento

referido no Sub-capitulo 4.7.5.3.

A biomassa bacteriana presente em cada amostra de biofilme removido das células de
fluxo foi quantificada pela determinacdo do seu teor em soélidos volateis totais

(Sub-capitulo 4.7.5.5).

O peso humido de cada biofilme foi avaliado imediatamente apos a sua remog¢ao das
células de fluxo, de acordo com o descrito no Sub-capitulo 4.7.5.1. Este parametro foi
conseguido subtraindo o peso humido do conjunto placa de adesdo+biofilme, imediatamente
apos a sua remocao das células de fluxo, ao peso de cada placa de adesdo (previamente
determinado antes da sua coloca¢do nas células de fluxo como sendo aproximadamente

igual a 631 mg + 18 mg).

A fraccdo de agua retida em cada uma das amostras de biofilme foi quantificada de

acordo com o descrito no Sub-capitulo 4.7.5.4.



156 ACTIVIDADE RESPIRATORIA DE P. FLUORESCENS EM BIOFILMES: EFEITO DOS BIOCIDAS E DAS
PARTICULAS DE CAULINO

8.3.1.5 Construgdo das curvas de acumulagdo de biofilme

As curvas de acumulagdo de biofilme (massa humida de biofilme versus tempo) foram
obtidas pelo ajuste dos dados experimentais, i.e. os valores de massa humida de biofilme ao
longo do tempo, ao modelo global de desenvolvimento de biofilme proposto por Melo e

Vieira (1999) através da seguinte equacao:

me= m¢” [1-exp(-Bf)] 8.1)

em que myrepresenta a massa humida de biofilme em cada instante de tempo; m¢” define o
valor maximo de massa himida de biofilme acumulada, no estado pseudo-estaciondrio (isto
¢, o valor assimptotico de my quando ¢ — ©0) e o inverso de B representa uma medida

indirecta da resisténcia mecanica do biofilme ao desprendimento.

Esta equacdo ¢ andloga a tradicionalmente usada para descrever o desenvolvimento do

sujamento inorganico (Bott, 1995).

8.3.1.6 Avalia¢do do aumento da actividade respiratoria

O efeito do caulino na actividade respiratoria das bactérias P. fluorescens integrantes de
cada biofilme foi avaliado quantitativamente em termos de aumento da actividade
respiratoria, tendo por referéncia a actividade respiratoria obtida, para cada intervalo de
tempo, nos biofilmes formados na auséncia de caulino. Os resultados, expressos em

percentagem, foram determinados com base na seguinte equagao:

OUR -OUR

controlo X 100 (8.2)

caulino

OUR

% Aumento =

controlo

em que OURonmrolo Tepresenta a taxa especifica de consumo de oxigénio necessario para
oxidar a glicose nos ensaios de controlo, i.e., nos ensaios conducentes a formagdo de
biofilmes na auséncia de caulino, ¢ OUR_.uin, representa a mesma taxa especifica obtida

com os biofilmes mistos, para os mesmos intervalos de tempo.



EFEITO DO CAULINO NA FORMAGAO E ACTIVIDADE DE BIOFILMES DE P. FLUORESCENS 157

8.3.2 Resultados e Discussao

Com estes testes procurou-se investigar se, a semelhanga do obtido nos ensaios em
suspensdo (Capitulo 7), o caulino interferia de algum modo com a formacao e actividade de
biofilmes de P. fluorescens. Para tal, promoveu-se o desenvolvimento de biofilmes ao longo
do tempo em células de fluxo, através da circulacdo de suspensdo celular, em ensaios
preliminares, e pela circulagdo da suspensdo celular enriquecida em caulino, em ensaios

subsequentes.

Na Figura 8.1 apresenta-se um registo fotografico, obtido por microscopia electronica
de varrimento (SEM), de um biofilme de P. fluorescens desenvolvido pela circulacdo de

suspensao celular enriquecida com particulas de caulino.

Figura 8.1 Imagem digitalizada de uma fotografia de microscopia electronica de
varrimento de um biofilme misto desenvolvido durante cinco dias; (cortesia Filipa Lopes).

Esta imagem demonstra claramente que a circulagdo da suspensao celular enriquecida
com caulino promove o desenvolvimento de biofilmes mistos, isto ¢, biofilmes constituidos
por material organico, conjuntamente com particulas abioticas, uma vez que ¢ evidente a
existéncia de particulas de caulino incorporadas na estrutura do biofilme. Nesta fotografia
ndo ¢ possivel observar-se claramente a matriz polimérica a envolver as células, pois o

procedimento a que se submeteu esta amostra de biofilme para observagdo por SEM incluiu
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a fixacdo com glutaraldeido. Consequentemente, a estrutura do biofilme foi alterada em

resultado da interferéncia do glutaraldeido com a matriz polimérica (Azeredo et al, 1999).

Os resultados referentes a actividade respiratoria (Figura 8.2) indicam que a presenca
de particulas de caulino altera substancialmente o comportamento das bactérias presentes
nos biofilmes pois a actividade respiratoria especifica €, para todos os intervalos de tempo,
significativamente superior nos biofilmes formados na presenca da argila (98% de confianga

para 4 graus de liberdade).
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Tempo (d)

Figura 8.2 Actividade respiratoria especifica de biofilmes de P. fluorescens desenvolvidos
nas células de fluxo na auséncia (¢) e na presenca () de particulas de caulino.

Esta constatacdo ¢ reforcada pela Tabela 8.1 que, para cada intervalo de tempo,
apresenta o aumento percentual de actividade respiratdria observada nos biofilmes formados
a partir da circulagdo da suspensdo celular mista nas células de fluxo. Estas percentagens
foram calculadas tendo como base a actividade respiratoria especifica obtida, para os
mesmos instantes de tempo, com os biofilmes formados somente com a suspensdo celular,

isto ¢, na auséncia de caulino, de acordo com a Equagao 8.2.
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Tabela 8.1 Aumento da actividade respiratoria dos biofilmes de P. fluorescens devido a
presenga de caulino, obtida de acordo com a Equacao 8.2; valores médios + desvio padrao

Tempo Aumento da actividade
(d) respiratoria (%)
3 50.9 (+8.8)
5 34.0 (£ 12.7)
7 83.4 (£ 10.5)
10 513 (£3.8)
12 49.4 (£4.9)

Estes resultados mostram inequivocamente que o efeito estimulador do caulino também se
faz sentir quando as bactérias estdo constituidas em biofilme. Refira-se até que este efeito
parece ser mais significativo quando as bactérias formam biofilme do que quando se
desenvolvem em suspensdo, pois, para condi¢des experimentais similares, as percentagens
de aumento da actividade respiratéria sdo, regra geral, maiores do que as obtidas nos

ensaios em suspensado (Tabela 7.3).

As curvas de biomassa de cada biofilme ao longo do tempo (Figura 8.3) asseguram que
0 aumento acentuado da actividade respiratoria dos biofilmes desenvolvidos na presenga de
caulino ndo se deve a uma maior acumulagdo de material bioldgico sobre as placas de
suporte pois a biomassa ¢, de uma maneira geral, similar em ambos os biofilmes, isto €, nos
biofilmes formados sem a circulagdo de caulino (biofilmes simples) e nos biofilmes

desenvolvidos na presenca do mesmo (biofilmes mistos).
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Xsvr (mg cm)

Tempo (d)

Figura 8.3 Biomassa (Xsyr) presente nos biofilmes de P. fluorescens, desenvolvidos nas
células de fluxo na auséncia (<) e na presenca (#) de particulas de caulino.

As curvas de massa humida dos biofilmes, quer simples quer mistos, ao longo do

tempo, estdo patentes na Figura 8.4.
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Figura 8.4 Evolucdo da massa himida (my) dos biofilmes de P. fluorescens, desenvolvidos
nas células de fluxo na auséncia (¢) e na presenca () de particulas de caulino.

Os dados experimentais foram ajustados ao modelo matematico de acumulacdo de
biofilme desenvolvido por Melo e Vieira (1999), ja que definiam uma tendéncia
assimptotica evidente. A andlise desta figura revela que os perfis de massa de biofilme ao

longo do tempo descrevem curvas tipicas de acumulacdo de biofilme (Bott, 1995); as
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flutuagdes observadas podem ser atribuidas a fendmenos naturais intrinsecos ao proprio

processo de formacao de biofilme.

Pela observacdo da Figura 8.4 também ¢ possivel verificar-se que os biofilmes
desenvolvidos na presenca de particulas de caulino possuem maiores teores de massa
hiimida, comparativamente com os biofilmes simples. Em termos estatisticos, pode-se
assegurar com 99% de confianca (para 4 graus de liberdade) que a massa humida dos

biofilmes mistos ¢ significativamente superior a massa himida dos biofilmes simples.

Em consequéncia do ajuste dos valores experimentais de massa humida de biofilme
versus tempo ao modelo matematico de acumulacao de biofilme (Melo e Vieira, 1999), foi
possivel determinar-se, segundo a Equagdo 8.1, os valores madximos de massa hiimida de
biofilme acumulado sobre as placas de ago inox (mf”), quando os biofilmes atingiram o
estado pseudo-estaciondrio, bem como o factor proporcional a resisténcia mecanica dos
biofilmes ao desprendimento (1/B). Estes parametros, reunidos na Tabela 8.2, indicam que:
1) no estado pseudo-estaciondrio, a quantidade maxima de massa himida dos biofilmes
mistos ¢ indubitavelmente superior a observada nos biofilmes simples; ii) a incorporagdo de
caulino nos biofilmes parece desenvolver nestes uma maior resisténcia ao seu
desprendimento, uma vez que o parametro 1/B € superior nos biofilmes mistos quando

comparado com o obtido nos biofilmes simples.

Tabela 8.2 Efeito da presenca de caulino no valor maximo de massa de biofilme
acumulado (m¢”) e no valor do factor de resisténcia do deposito ao desprendimento (1/B),
determinados de acordo com a Equagao 8.1; valores médios + desvio padrao

Biofilme
Parametro Auséncia de caulino Presenga de caulino
me? 0.067 0.105
2
(g em™) (£0.012) (£ 0.062)

18

2.94 3.33
(d)

Os perfis de massa seca de biofilme, quer simples quer misto, ao longo do tempo
denunciam uma tendéncia diferente da observada com as curvas de biofilme construidas

com base nos valores de massa humida. Com efeito, se se comparar a curva de massa seca
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de biofilme simples versus tempo com a correspondente curva de massa seca de biofilme

misto (Figura 8.5) facilmente se conclui que estas ndo diferem significativamente.
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Figura 8.5 Evolucao da massa seca dos biofilmes de P. fluorescens desenvolvidos nas
células de fluxo na auséncia (<) e na presenca (#) de particulas de caulino.

Uma andlise comparativa das Figuras 8.3 e 8.5 permite constatar que os biofilmes
desenvolvidos neste estudo possuem uma frac¢do inorganica muito elevada, pois a massa
seca dos biofilmes (avaliada em termos de ST) €, grosso modo, cerca de 10 vezes superior a
respectiva biomassa (medida em SVT). Em biofilmes formados em condi¢gdes laboratoriais
¢ pouco frequente o desenvolvimento de biofilmes com frac¢des inorganicas desta grandeza.
Pensa-se que esta ocorréncia possa ter sido devida ao facto da solucdo de nutrientes, para
alimentacdo da suspensao celular, ter sido sistematicamente preparada com agua da torneira
ndo filtrada. A luz deste acontecimento, serd conveniente referir que o termo depdsito, em
vez do termo biofilme, talvez fosse o mais adequado para definir o material acumulado nas
varias placas de adesdo. Para ndo gerar confusdo vai-se, contudo, continuar a adoptar o

termo biofilme.

Se se confrontar os dados da Figura 8.5 com os da Figura 8.4, isto €, se aliarmos a ndo
existéncia de diferencas significativas ao nivel da massa seca presente nos biofilmes mistos
e nos biofilmes simples com as diferengas significativas observadas em termos de massa
humida, facilmente se pressupde que os biofilmes mistos incorporam maior quantidade de
agua. Com efeito, a quantidade de agua retida nos biofilmes mistos ¢ superior (95% de

confianga para 4 graus de liberdade) a registada nos biofilme simples (Tabela 8.3).
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Tabela 8.3 Percentagem de 4gua retida nos biofilmes de P. fluorescens desenvolvidos na
presenga e na auséncia de caulino; valores médios + desvio padrao

Tempo % de agua no biofilme
(d) Sem caulino Com caulino
3 54.9 (+ 6.3) 74.7 (+ 6.8)
5 74.3 (£ 10.2) 78.2 (+ 7.8)
7 68.3 (£8.2) 82.5 (+3.3)
10 73.6 ( 5.4) 80.8 (£ 7.2)
12 64.2 (+3.7) 74.7 (+ 4.9)

Todavia, a fraccdo de agua, quer dos biofilmes simples quer dos mistos, fica um tanto
ou quanto aquém das percentagens normalmente referenciadas para biofilmes (Christensen e
Characklis, 1990; Flemming, 1993; Azeredo e Oliveira, 2000). Este facto explica-se se
tivermos em conta que os biofilmes mistos e simples possuem frac¢des inorganicas
significativas. Consequentemente, os poros ¢ canais do biofilme onde a agua podia estar
retida estdo parcialmente ocupados pelas particulas inorganicas. Os biofilmes mistos,
mesmo assim, possuem maior quantidade de agua porque, para além do teor mineral
proveniente da solu¢do de nutrientes, incorporaram também particulas de caulino. Estas,
devido a sua configuragdo espacial, podem ter contribuido para o aumento da formacao de
poros e canais no interior da matriz polimérica dos biofilmes, o que, comparativamente,

conduziria a uma maior retengao de agua.

A existéncia de quantidades aprecidveis de agua nos biofilmes ¢ crucial para os
processos biolodgicos que acontecem no seu interior, pois € através da agua que se difundem
os nutrientes para o interior do filme bioldgico e se eliminam para o exterior da matriz
polimérica os subprodutos resultantes do metabolismo bacteriano (Schmitt e Flemming,
1999). Consequentemente, a presenga de maior quantidade de dgua nos biofilmes mistos
pressupde que haja uma facilidade acrescida de transporte dos nutrientes para as bactérias
embebidas no interior da matriz polimérica, podendo-se, assim, justificar, em parte, os
valores superiores da actividade respiratéria observada nos biofilmes mistos, quando

comparado com os obtidos nos biofilmes simples.
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A incorporacao da argila nos biofilmes pode também, adicionalmente, contribuir para o
desenvolvimento de microambientes favoraveis no interior do biofilme, principalmente nas
zonas mais proximas da superficie de adesdo, ja que, como sugerido no Capitulo 7, as
argilas podem adsorver metabolitos toxicos e trocar ides, exercer, por consequéncia, um

efeito tampao local, beneficiando assim decisivamente o metabolismo bacteriano.

8.4 EFEITO DOS BIOCIDAS EM BIOFILMES DE P. fluorescens FORMADOS COM E

SEM CAULINO

Para investigar o efeito dos biocidas em biofilmes, formados na auséncia e na presenca
da argila, procedeu-se ao desenvolvimento de biofilmes durante cinco e dez dias, sem

qualquer amostragem, findo os quais foram aplicados os biocidas.

8.4.1 Metodologia experimental

A metodologia experimental, no que corresponde a formagdo de biofilmes,
determinagdo da actividade respiratdria e caracterizagdo fisica dos biofilmes, foi idéntica a
descrita no sub-capitulo anterior (Sub-capitulo 8.3). Os biofilmes foram desenvolvidos
simultaneamente em duas células de fluxo idénticas, operando exactamente nas mesmas
condi¢des, pela circulacdo de suspensdo celular simples numa delas e pelo fluxo da mesma
suspensdo celular mas enriquecida com particulas de caulino na outra. Nestes ensaios
procurou-se reproduzir, o mais fielmente possivel, as mesmas condigdes operatorias
implementadas nos ensaios de formagao e avaliagdo de biofilmes formados na auséncia e na
presenga de caulino, nomeadamente no que se refere a velocidade de circulagdo
(u=0.1 m s™), temperatura ¢ pH da suspensio celular. Ao fim de 5 d e 10 d, e antes da
aplicacdo dos biocidas, foram sempre retiradas algumas placas de adesdo com o respectivo

biofilme acumulado, que passaram a constituir o biofilme de controlo.

8.4.1.1 Aplicagado dos biocidas

Os biocidas foram aplicados em circuito fechado, em choques de 30 min de 2 h em 2 h,
num total de 3 choques, a um caudal idéntico ao de circulagdao da suspensao celular, tendo-

se testado as concentragdes de, respectivamente, 300 mg L™ de carbamato ¢ 100 mg L™ de
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glutaraldeido. Optou-se por estas concentragdes partindo do pressuposto de que, face as
expectaveis limitagdes difusionais oferecidas pelos biofilmes, s6 com as maiores
concentragdes de ambos os biocidas se obteriam resultados aprecidveis na viabilidade das
bactérias presentes nos biofilmes. Com a aplicacdo dos biocidas em choque procurou-se

reproduzir o modo de aplicagdo de biocidas mais usual em termos industriais.

Durante o periodo de aplicagdo dos biocidas, a corrente de suspensdo celular foi
interrompida de maneira a garantir que, no interior das células de fluxo, so circulasse a
solugdo de biocida sem bactérias suspensas e sem substrato. A circulagdo da suspensao

celular foi retomada imediatamente apos o términos de cada choque de biocida.

8.4.1.2 Amostragem do sistema experimental

Findo o periodo de desenvolvimento, durante o qual nenhuma amostra de biofilme foi
removida, o biofilme acumulado sobre as varias placas de adesdo foi sujeito a agressdao dos
biocidas pela aplicacdo de 3 choques sucessivos intervalados de 2 h. Imediatamente apds
cada um dos choques, de cada célula de fluxo foram cuidadosamente retiradas placas de
adesdo com o biofilme formado, a fim de se avaliar a actividade respiratoria especifica e de
se proceder a caracterizacdo fisica de tais biofilmes. Novamente, a amostragem foi
conduzida no sentido descendente. Antes da aplicagdao dos biocidas, foram sempre retiradas
algumas placas de adesdo com biofilme que, apos avaliagdo e caracterizagdo da camada

biologica acumulada, passaram a constituir o referencial de controlo.

8.4.1.3 Avaliacdo da reducdo da actividade

O efeito dos biocidas na actividade respiratéria especifica das bactérias P. fluorescens
foi avaliado em termos de reducdo da actividade respiratéria especifica, tendo por referéncia
a actividade respiratoria obtida, em cada ensaio, no biofilme das placas de controlo, isto &,
no biofilme retirado antes da aplicagcdo dos biocidas. Os resultados, expressos em

percentagem, foram determinados com base na seguinte equagao:

OUR, . -OUR,
% Redugdo = OfoR chogre 100 8.3)

controlo
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em que OUR.onolo Tepresenta a taxa especifica de consumo de oxigénio necessario para
oxidar a glicose nos biofilmes de controlo € OURnoque T€presenta a mesma taxa especifica

obtida com os biofilmes apds a aplicagao dos choques de biocida.

8.4.2 Resultados e Discussao

O efeito dos biocidas em biofilmes de P. fluorescens foi investigado promovendo,
primeiramente, o desenvolvimento de biofilmes, com e sem a incorporagdo de particulas de
caulino, durante diferentes periodos de tempo (5 d e 10 d), findo os quais se aplicaram os
biocidas, respectivamente, 300 mg L™ de carbamato e 100 mg L de glutaraldeido, em

choques sucessivos de 30 min, intervalados de 2 h.

\

Os resultados referentes a actividade respiratéria especifica das bactérias embebidas
nos biofilmes apos a aplicagdo dos sucessivos choques de carbamato, e para os dois
periodos de desenvolvimento dos biofilmes, sdo apresentados na Figura 8.6. Da andlise da
figura verifica-se que os biofilmes mistos, formados quer durante 5 d quer durante 10 d,
apresentam actividade respiratoria especifica sempre superior a observada nos biofilmes
simples, mesmo apds a aplicacdo dos sucessivos choques de biocida. Esta constatagao nao ¢
de todo surpreendente, pois esta tendéncia foi sempre observada nos testes de formagao de

biofilme ao longo do tempo, na presenca e na auséncia de caulino (Figura 8.2).

Tomando como referéncia a actividade observada nos biofilmes antes da aplicagdo do
biocida (¢ = -0.5 h), a Figura 8.6 mostra também, e de forma clara, que a aplicagdo em
choque de carbamato se traduziu por uma diminuicdo da actividade respiratdria especifica
das bactérias dos biofilmes, ainda que essa diminui¢do pareca ser, por vezes, pouco

pronunciada.
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Figura 8.6 Actividade respiratoria especifica de biofilmes de P. fluorescens desenvolvidos
nas células de fluxo, durante 5 d (a) e 10 d (b), na auséncia ([]) e na presenca (M) de
particulas de caulino, antes e ap6s a aplicagio em choque de 300 mg L™ de carbamato.

Para uma mais efectiva avalia¢do da efici€éncia do carbamato, a reducdo da actividade
bacteriana dos biofilmes, nas condigdes testadas, estd expressa em percentagem na
Tabela 8.4. Esta tabela foi construida com base na Equacdo 8.3, tomando-se como
referéncia a actividade respiratdria especifica observada nos biofilmes antes destes serem

sujeitos a ac¢do do carbamato.
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Tabela 8.4 Reducdo da actividade respiratéria especifica dos biofilmes de P. fluorescens
desenvolvidos nas células de fluxo durante 5 d e 10 d, na auséncia (0 mg L) e na presenca
(300 mg L) de caulino, em consequéncia da aplicagio de 300 mg L™ de carbamato em
choques sucessivos; valores médios + desvio padrao

Reducio da actividade respiratoria (%)

Biofilme com 5 d Biofilme com 10 d

Sem caulino Com caulino Sem caulino Com caulino

o 7.1 322 573 15.4
17 choque 15 ) (5.9) 7.2) 10.9)
o 18.2 30.7 329 26.1
2" choque T (£5.0) 6.7) (29.3)
o 13.8 63.1 31.8 288
3%choque 0% (+2.4) (+8.3) (+4.2)

A observaciao desta tabela clarifica, de certo modo, as constatagdes anteriormente
referidas pela analise da Figura 8.6. A actividade respiratdria especifica dos biofilmes €, de
facto, sempre reduzida com a aplicacdo do biocida, ainda que essa redugdo seja por vezes
pouco pronunciada, principalmente para os biofilmes simples desenvolvidos durante
somente 5 d. O comportamento dos biofilmes mistos (isto ¢, formados na presenga de
caulino) face a agressdo do carbamato ¢ substancialmente diferente do comportamento
observado nos biofilmes simples. Com efeito, com o aumento da idade do biofilme, o
carbamato parece perder alguma eficiéncia contra os biofilmes mistos, pois a percentagem
de reducdo da actividade respiratdria diminui nos biofilmes de 10 d, relativamente a
observada nos biofilmes desenvolvidos durante 5 d. A mesma tendéncia, contudo, ndo ¢

observada nos biofilmes desenvolvidos na auséncia de caulino, pois a ac¢do do carbamato

intensifica-se a medida que a idade do biofilme aumenta.

Sendo o carbamato um biocida de ac¢do relativamente lenta (Lutey, 1995), esperar-se-
ia que a eficacia do carbamato aumentasse com o numero de aplicagdes. Este facto, contudo,
ndo ¢ claramente revelado pela Tabela 8.4, ainda que essa tendéncia seja observada nos
biofilmes mistos, onde a redu¢do de actividade aumenta, ainda que discretamente, com o
nimero de choques. Nos biofilmes simples ndo se verifica, de todo, uma tendéncia crescente

de eficacia com o aumento do tempo de contacto.
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O efeito do carbamato na quantidade de biomassa presente nos biofilmes pode ser

observado na Figura 8.7.
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Figura 8.7 Biomassa (Xgsyr) presente nos biofilmes de P. fluorescens desenvolvidos nas
células de fluxo, durante 5 d (a) e 10 d (b), na auséncia ([]) e na presenca (M) de particulas
de caulino, antes e ap6s a aplicagdo de 300 mg L™ de carbamato em choques sucessivos.

Pela observacgdo desta figura ¢ possivel verificar que a aplicacdo dos varios choques de
carbamato ndo se traduziu em nenhuma redugdo significativa da biomassa presente nos
biofilmes, quer nos biofilmes mistos quer nos simples, e para ambos os periodos de

desenvolvimento. Em nenhuma das situa¢des ensaiadas foi possivel delinear-se claramente
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uma tendéncia decrescente, em termos de biomassa, em consequéncia da aplicacdo do
biocida, pelo que, a partida, se pode depreender que o carbamato ndo exerce nenhuma ac¢ao
significativa na remog¢ao de biofilme. As diferencas (oscilagdes) observadas serdo mais
resultado do proprio processo de desenvolvimento de biofilme, do que devido a accdo

agressiva do carbamato.

A evolugdo da actividade respiratdria especifica dos biofilmes, quer formados na
auséncia quer na presenca de caulino, face & aplicacdo de 100 mg L™ de glutaraldeido em
choques consecutivos, pode ser observada na Figura 8.8. Refira-se que, tal como nos testes
realizados com a aplicagdo de carbamato, a actividade respiratoria dos biofilmes mistos ¢
sempre superior a observada nos biofilmes simples, ainda que estas diferencas sejam
atenuadas a medida que o nimero de choques de biocida aumenta. Pela analise da Figura
8.8 ¢ ainda possivel constatar-se que a aplicacdo de glutaraldeido provoca a redugdo da
actividade respiratéria dos biofilmes, quer se tenham desenvolvido na presenca ou na
auséncia de caulino, e para os dois periodos de desenvolvimento (5 d e 10 d). Esta reducao,
contrariamente ao observado com o carbamato, apresenta um caracter progressivo, isto ¢,

aumenta, regra geral, com o nimero de aplicagdes de glutaraldeido.

Novamente, para uma melhor avaliagao do desempenho deste biocida, quando aplicado
a biofilmes, a reducdo da actividade respiratdria foi expressa em termos de percentagem
relativamente a actividade respiratoria determinada nos biofilmes de controlo, isto €, nos
biofilmes removidos e caracterizados antes da aplicacdo de glutaraldeido. Os valores,

obtidos de acordo com a Equagdo 8.3, estdo reunidos na Tabela 8.5.
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Figura 8.8 Actividade respiratdria especifica de biofilmes de P. fluorescens, desenvolvidos
nas células de fluxo, durante 5 d (a) e 10 d (b), na auséncia ([)) e na presenca (M) de de
particulas de caulino, antes e apos a aplicagio em choques sucessivos de 100 mg L™ de

glutaraldeido.

Os valores apresentados na Tabela 8.5 reforcam o anteriormente referido, isto €, a
actividade respiratoria dos biofilmes apds o tratamento com o glutaraldeido ¢, de maneira
geral, inferior a observada antes da aplicagdo do biocida, sendo esta diminuicdo da
actividade incrementada com o aumento do numero de choques. A excepgdo ocorre nos
biofilmes desenvolvidos durante 5 d na auséncia de caulino, pois nestes a actividade
respiratoria nao diminuiu com a aplica¢ao do 1° e 2° choque de glutaraldeido. Somente com

0 3° choque se detectou uma redugdo acentuada da actividade respiratoria.
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Tabela 8.5 Reducdo da actividade respiratdria dos biofilmes de P. fluorescens,
desenvolvidos nas células de fluxo durante 5 d e 10 d, na auséncia (0 mg L) e na presenca
(300 mg L) de caulino, em consequéncia da aplicagdo de 100 mg L™ de glutaraldeido em

choques sucessivos; valores médios + desvio padrao

Reducio da actividade respiratoria (%)

Biofilme com 5 d

Biofilme com 10 d

Sem caulino Com caulino

Sem caulino Com caulino

1° choque _ 11.6 31.9 21.8
qu (£8.8) (+4.0) 7.4)

0 _ 40.5 423 44.9
2° choque (+4.0) (£5.5) (+8.5)
0 37.1 49.4 66.0 56.6
3" choque (+12.4) (#3.1) (+8.4) (+4.9)

O aumento da eficiéncia do glutaraldeido com o nimero de aplicagdes ¢ um facto que
se reveste de alguma surpresa, pois o glutaraldeido ¢ um biocida de ac¢do imediata (Paulus,
1993), pelo que, a partida, se esperaria um comportamento, em termos de reducido de
actividade, globalmente diferente, isto ¢, com uma acg¢do ja bastante significativa logo apos

os primeiros choques.

A eficécia do glutaraldeido aumenta com a idade do biofilme, isto €, com o periodo de
tempo durante o qual se desenvolveram os biofilmes. Com efeito, a reducdo da actividade
respiratdria € superior nos biofilmes com 10 d, quer nos biofilmes simples quer nos mistos.
Com a aplicagdo de carbamato esta tendéncia também foi verificada com os biofilmes

desenvolvidos na auséncia de caulino.

Este facto contraria, de certa maneira, a ideia quase generalizada de que biofilmes mais
velhos seriam menos susceptiveis a ac¢do antimicrobiana dos biocidas. Anwar e Strapp
(1992), por exemplo, relatam vérias situacdes em que biofilmes mais velhos de
P. aeruginosa, comparativamente com biofilmes mais novos (desenvolvidos durante 1 d ou

2 d), apresentaram uma resisténcia consideravel a ac¢@o bactericida de antibioticos.

O desenvolvimento de uma matriz polimérica densa ¢ a razdo mais frequentemente
evocada para fundamentar essa constatagdo. Com efeito, as bactérias mais profundamente

embebidas numa matriz espessa t€ém menor acesso aos nutrientes € ao oxigénio, sendo,
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consequentemente, metabolicamente menos activas € menos susceptiveis a agentes externos

agressivos (Patel e Bott, 1991; Zhang e Bishop, 1994; Mittelman,1998).

Em relacao aos resultados obtidos, algumas hipoteses podem ser sugeridas para explicar
a maior sensibilidade dos biocidas por parte dos biofilmes mais velhos. A idade dos
biofilmes estudados, ainda que consideravelmente diferente (5 d e 10 d), pode ja definir
biofilmes considerados velhos, portanto, j4 com uma matriz polimérica bem definida,
consequentemente, as diferencas deixariam de ser importantes. Os resultados também
poderiam ser justificados se se considerasse, por analogia, que os biofilmes, quer de 5 d
quer de 10 d, eram pouco espessos, uma vez que biofilmes de Pseudomonas fluorescens,
formados em condi¢des experimentais similares, revelaram ser pouco espessos (Pereira et
al.,2001). Deste modo, a massa dos varios biofilmes ndo constituiria uma barreira efectiva a

difusdo do biocida no interior do depdsito biologico

Os perfis de biomassa dos varios biofilmes, quer simples quer mistos, em fun¢ao do
nimero de choques de glutaraldeido (Figura 8.9), demonstram que a quantidade de
biomassa dos biofilmes, de uma maneira geral, foi reduzida quando estes foram sujeitos a
ac¢do do biocida. Esta redugdo, contudo, ¢ mais evidente e consistente nos biofilmes
desenvolvidos na presenga de caulino, quer durante 5 d quer durante 10 d, e mais ligeira nos

biofilmes simples.

A diminuicdo de biomassa em consequéncia da aplicagdo do glutaraldeido,
contrariamente ao observado com a adi¢do de carbamato, pode-se explicar se se atender ao
facto de que o glutaraldeido reage com a matriz extracelular dos biofilmes (Azeredo et al.,
1999) contribuindo para a sua remog¢ao e, por consequéncia, para a diminuicdo da massa de

biofilme acumulado sobre as placas de adesao.
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Figura 8.9 Biomassa presente (Xgsyr) nos biofilmes de P. fluorescens, desenvolvidos nas
células de fluxo, durante 5 d (a) e 10 d (b), na auséncia ([]) e na presenca (M) de particulas
de caulino, antes e ap6s a aplicacdo de 100 mg L™ de glutaraldeido em choques sucessivos.

Em stmula, pode-se dizer que, nas condi¢Oes testadas, a accdo agressiva do
glutaraldeido se manifesta quer na desinfec¢do dos biofilmes quer na sua remogdo das
superficies metalicas. Acrescente-se, contudo, que essa ac¢do parece ser mais pronunciada
na redugdo da actividade bacteriana dos biofilmes do que na redugdo da biomassa
acumulada. Em relagdo ao carbamato, pode-se dizer que a sua accdo s6 ¢ evidente na
desinfeccdo dos biofilmes. Saliente-se que, mesmo na reducgdo da actividade respiratoria das
bactérias constituidas nos biofilmes, a eficicia deste biocida ¢ relativamente pouco

significativa. Conclui-se, portanto, que, para ambos os biocidas, a desinfec¢do do biofilme
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predomina sobre a remoc¢do de biomassa. Nestas circunstancias, € para assegurar um
efectivo controlo da formacdo de biofilme, seria necessario complementar a ac¢do dos
biocidas com um processo adicional de remocdo fisica dos biofilmes. Esta sugestdo ¢
reforcada tendo presente que, a desinfec¢do e a remog¢do sdo processos independentes
(Srinivasan et al., 1995), e que a remogao pode ser mais importante do que a desinfecgao,
pois biofilmes mortos podem permanecer aderidos as superficies e constituir substrato e
superficie de suporte para o desenvolvimento de biofilmes subsequentes, (Flemming et al.,

1996).

Esta constatagdo realca o facto de que, cada vez mais, um programa de controlo da

formagao de biofilmes ndo se pode confinar a aplicagdo exclusiva de biocidas.

Se se comparar o efeito dos biocidas, carbamato e glutaraldeido, na actividade
respiratoria das bactérias em suspensdo (Capitulo 7) com a actividade observada quando as
mesmas bactérias estdo constituidas em biofilme, constata-se que, para condi¢des similares
de pH (pH 7) e de concentracdo de caulino e de biocida, os valores de reducdo de actividade
causadas pelos biocidas em estudo sdo superiores quando as bactérias se desenvolvem em
culturas em suspensdo. Esta tendéncia ¢ particularmente evidente nos ensaios realizados

sem o caulino e com a aplicacao de glutaraldeido.

Com efeito, nos testes realizados a pH 7, a aplicagio de 300 mg L' de carbamato a
culturas suspensas de P. fluorescens causou reducdes de actividade na ordem de 37 % a
81 %, na auséncia de caulino (Tabela 7.1), e de 3 % a 59 % na sua presenca (Tabela 7.6); a
aplicacdo da mesma concentragdo de carbamato aos biofilmes formados pela mesma
bactéria causou reducdes de actividade compreendidas entre 32 % e 63 % e entre 35 % e
57 % nos biofilmes mistos desenvolvidos, respectivamente, durante 5 d e 10 d; para os
biofilmes simples, a redu¢do de actividade devido a aplicacdo de carbamato quedou-se pelos
7% al14 % e 15 % a 29 %, respectivamente, nos biofilmes desenvolvidos durante 5 d e 10 d

(Tabela 8.4).

Nos testes realizados com a aplicacdo de glutaraldeido, quer nas culturas bacterianas
em suspensdo quer nos biofilmes, as redugdes de actividade respiratoria voltam novamente
a distanciar-se. De facto, com a aplica¢io de 100 mg L' de glutaraldeido as culturas
suspensas de P. fluorescens, registaram-se redugdes de actividade da bactéria na ordem de

93 % a 99 %, quer na auséncia (Tabela 7.2) quer na presenga (Tabela 7.7) de caulino. A
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aplicacdo do mesmo biocida aos biofilmes de P. fluorescens produziu reducgdes de
actividade respiratoria consideravelmente inferiores, isto ¢, na gama de 0 % a 37 % e na
gama de 32 % a 66 %, nos biofilmes simples desenvolvidos durante, respectivamente, 5 d e
10 d; e na gama de 12 % a 49 % e de 22 % a 57 %, para os biofilmes mistos de,
respectivamente, 5 d e 10 d (Tabela 8.5).

O facto da reducdo da actividade respiratoria dos biofilmes de P. fluorescens ficar
aquém da obtida com a aplicagdo dos mesmos biocidas, nas suspensdes bacterianas da
mesma estirpe, ndo surpreende pois ¢ quase universalmente aceite que as bactérias
constituidas em biofilme sdo mais resistentes a agressao dos biocidas do que quando estao
dispersas numa suspensdo aquosa (Costerton, 1984; LeChevallier, 1991; Heinzel, 1998;

Morton et al., 1998).

A evidente perda de eficiéncia do glutaraldeido, quando aplicado no controlo dos
biofilmes bacterianos, realcado por estes ensaios, corroboram trabalhos anteriores. A titulo
de exemplo, refira-se o trabalho de Gaylarde e Gaylarde (1996), que evidencia que o
glutaraldeido, entre outros biocidas, foi bastante efectivo quando aplicado a culturas
suspensas do género Pseudomonas como a espécie Pseudomonas fluorescens, tendo no
entanto a sua ac¢do antimicrobiana sido marcadamente reduzida quando aplicado a
biofilmes das mesmas bactérias, nas mesmas condi¢cdes experimentais; este facto também
foi denotado por Cheung e Beech (1996) que observaram uma perda de eficiéncia do
glutaraldeido contra biofilmes de bactérias sulfato-redutoras de cerca de 1 a 3 vezes quando

comparada com a detectada contra as populagdes em suspensao.

A perda de eficiéncia do glutaraldeido quando aplicado a biofilmes pode ser justificada
partindo do principio de que, como ja anteriormente referido, parte do glutaraldeido ¢
consumido na remog¢do da matriz polimérica dos biofilmes, ficando, consequentemente,

menos quantidade disponivel para o ataque as bactérias.

Claro que as comparagdes efectuadas entre o modo de vida séssil e o planctdnico, face a
agressao dos biocidas, so terdo real fundamento se o numero de bactérias presente nos
varios biofilmes estudados for similar ao nimero de bactérias presente nas vdrias
suspensoes celulares, de modo a ser possivel garantir que a razao volume de biocida/nimero
de bactérias seja igual em ambas as situagdes. As suspensdes bacterianas usadas para

avaliacdo da eficacia dos biocidas em culturas suspensas de P. fluorescens (Capitulo 7)
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apresentavam, aproximadamente, concentra¢des de bactérias de 3.0x10° + 1.1x10° mL™. Os
biofilmes da mesma bactéria, desenvolvidos nas células de fluxo, base do estudo
apresentado neste capitulo, englobam, de uma maneira geral, 6.3x10® + 1.7x10% bactérias
por grama de biofilme humido. Apds a correspondente normalizagdo, o nimero de bactérias
presente, quer nas suspensoes celulares quer nos biofilmes desenvolvidos durante 5 d e 10

d, pode ser observado na Tabela 8.6.

Tabela 8.6 Numero de bactérias de P. fluorescens presente nas suspensoes bacterianas e
nos biofilmes desenvolvidos durante 5 e 10 dias; valores médios + desvio padrao

Numero de bactérias

Suspensdo bacteriana 3.0x10" + 1.1x10°
Biofilme 5d 6.2x107 + 1.7x10°
10d 8.1x107 £ 9.1x10°

Recorrendo aos valores reunidos nesta tabela pode-se dizer que, para as mesmas
concentragdes de biocida, a razdo biocida/bactéria foi menor nas suspensoes bacterianas do
que nos biofilmes. Em termos comparativos, pode-se entdo depreender que a
disponibilidade do agente biocida para cada bactéria foi superior quando estas se
desenvolveram em biofilme e inferior quando estas se desenvolveram de forma suspensa e
dispersa. Esta constatacdo, por si sO, levaria a crer que, com a aplicagdo dos biocidas, a
actividade respiratoria das bactérias embebidas no biofilme seria mais prejudicada do que a
actividade das mesmas bactérias crescidas em suspensao. Os resultados obtidos, contudo,
ndo confirmaram esta suposi¢do, pelo que se pode concluir que a razao biocida/bactéria ndo
define exclusivamente a eficacia dos biocidas no controlo de biofilmes. Por conseguinte, a
inviabilizacdo da ac¢do antimicrobiana dos biocidas quando aplicados a biofilmes terd de
ser atribuida a outros factores, intrinsecos ao proprio biofilme ou ao meio circundante, que
geralmente estdo associados ao desenvolvimento de formas de resisténcia por parte das

bactérias constituidas nos biofilmes.

O desenvolvimento de resisténcia de microrganismos a agentes antimicrobianos nao ¢
um fenémeno novo ou surpreendente. Alias, o desenvolvimento de resisténcia por parte de
bactérias do género Pseudomonas, entre outras bactérias Gram-negativas, aos biocidas em

estudo, carbamato e glutaraldeido, ja ¢ referida por Chapman (1998). Este autor apresenta
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uma lista parcial de preservantes e biocidas aos quais foi detectada resisténcia microbiana

na literatura cientifica desde 1942.

A caracterizagdo da resisténcia desenvolvida por P. fluorescens, face a accao destes
biocidas, esta para além dos objectivos deste trabalho. No entanto, em termos meramente
especulativos, pode-se adiantar que a resisténcia pode ser devida a existéncia da matriz
polimérica, pois esta pode actuar como uma barreira a difusdo do biocida (Costerton et al,
1987; Christensen e Characklis, 1990; Heinzel, 1998) e/ou entdo inactivar a quantidade de
biocida disponivel pela reac¢do do biocida com os constituintes da matriz (Anwar e Strap,
1992; Pereira e Vieira, 2001). Outras propriedades da matriz polimérica, que a caracterizam
como sendo similar a um crivo molecular e/ou a um adsorvente, sdo também geralmente
invocadas para justificar o aumento da resisténcia por parte das bactérias aos agentes

antimicrobianos (Lawrence et al., 1994).

8.5 CONCLUSOES

Face aos resultados obtidos ¢ possivel concluir que os biofilmes mistos de
Pseudomonas fluorescens, isto é, formados na presenga de particulas de caulino, apresentam
um comportamento distinto dos biofilmes simples. De facto, a actividade respiratoria
especifica das bactérias constituidas nos biofilmes mistos ¢ significativamente superior a
observada nas bactérias dos biofilmes simples. Acrescente-se até que este aumento de
actividade, para condigdes experimentais similares, ¢ superior ao determinado com as

mesmas bactérias em suspensao.

A caracterizagdo dos biofilmes revelou que ndo existem diferengas ao nivel de massa
seca ¢ de biomassa entre os biofilmes mistos e simples. Somente em termos de massa
humida se registam diferencas consideraveis. Estas observac¢des indicam que os biofilmes
mistos apresentam maiores fraccdes de agua que os simples mas, mesmo assim, inferiores
aos valores usualmente referidos para biofilmes. Consequentemente, ndo parece ser o teor
em agua o factor mais relevante para explicar o aumento da actividade respiratdria. A ac¢do
estimuladora do caulino parece estar mais associada a capacidade das argilas, quando
incorporadas num biofilme, de modificar as caracteristicas fisico-quimicas do meio (por
adsor¢cdo de metabolitos toxicos e troca de ides), criando, no seio do biofilme misto,

microambientes favoraveis ao metabolismo bacteriano.
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Os resultados obtidos, na segunda parte deste trabalho, indicam que a actividade
respiratoria das bactéria integradas nos biofilmes mistos, e para os dois periodos de
formacao, continua a ser superior a observada nos biofilmes simples, mesmo apds a
aplicagdo dos biocidas em choques consecutivos. Os resultados mostram igualmente que os
choques, quer de carbamato, quer de glutaraldeido, reduziram a actividade respiratoria das
bactérias dos biofilmes. Esta reducdo foi particularmente marcada com a aplicacdo
sucessiva de glutaraldeido e menos pronunciada com o carbamato. A aplicagdo de
glutaraldeido causou também, contrariamente ao carbamato, reducdo da biomassa dos varios
biofilmes, quer simples quer mistos, sendo no entanto mais notoria nos biofilmes formados
na presenca de caulino. Pode-se entdo concluir que, a accdo de ambos os biocidas ¢ mais
pronunciada na desinfec¢ao dos biofilmes do que na remog¢ao da sua biomassa, alertando
para a necessidade de complementar o uso de biocidas com um processo adicional de

remocao fisica de biofilmes.

Ambos os biocidas, carbamato e glutaraldeido, demonstraram ser mais eficazes na
reducdo da actividade respiratoria das P. fluorescens em suspensao do que quando estas
mesmas bactérias estavam constituidas em biofilme. Como a razdo biocida/bactéria foi
menor nas suspensodes bacterianas do que nos biofilmes, pode-se entdo concluir que a
diminui¢do da ac¢do antimicrobiana dos biocidas, quando aplicados a biofilmes, se deve a
factores intrinsecos ao proprio biofilme ou ao meio circundante. Estes factores estdo, de um
modo geral, associados ao desenvolvimento de formas de resisténcia por parte das bactérias

englobadas no biofilme

8.6 BIBLIOGRAFIA

Azeredo, J., Lazarova, V. e Oliveira, R. 1999. Methods to extract the exopolymeric matrix from biofilms:
a comparative study. Wat. Sci. Technol, 39(7), 243-250.

Azeredo, J. e Oliveira, R. 2000. The role of exopolymers produced by Sphingomonas paucimobilis in
biofilm formation and composition. Biofouling, 16(1), 17-27.

Anwar, H. e Strap, J. L. 1992. Changing characteristics of aging biofilms. International Biodeterioration
& Biodegradation, 30, 177-186.

APHA, AWWA, WPCF. 1989. Standard methods for the examination of water and wastewater. 17"
edition, Clesceri, L. S., Greenberg, A. E. e Trussel, R. R. eds. American Public Health Association,
Washington DC, USA.

Azeredo, J., Lazarova, V. e Oliveira, R. 1999. Methods to extract the exopolymeric matrix from biofilms:
a comparative study. Wat. Sci. Technol, 39(7), 243-250.



180 ACTIVIDADE RESPIRATORIA DE P. FLUORESCENS EM BIOFILMES: EFEITO DOS BIOCIDAS E DAS
PARTICULAS DE CAULINO

Bott, T. R. 1995. Fouling of Heat Echangers. Amsterdam, Netherlands: Elsevier Science B. V..

Bouwer, E. J. 1987. Theoretical investigation of particle deposition in biofilm systems. Wat Res., 21,
1489-1498.

Chapman, J. S. 1998. Characterizing bacterial resistance to preservatives and disinfectants. International
Biodeterioration & Biodegradation, 41, 241-245.

Cheung, C. W. S. e Beech, 1. B. 1996. The use of biocides to control sulphate-reducing bacteria in
biofilms on mild steel surfaces. Biofouling, 9(3), 231-249.

Christensen, B. E., Characklis, W. G. 1990. Physical and Chemical Properties of Biofilms. In:
Characklis, W. G, Marshall, K. C. eds. Biofilms. New York: Jonh Wiley and Sons, Inc, 93-130.

Costerton, J. W., Cheng, K. G., Geesey, G. G. Ladd, T. L., Nicckel, J. C., Dasgupta, M. e Marrie, T. J.
1987. Bacterial biofilms in nature and disease. Annual Review of Microbiology, 41, 453-464.

Drury, W. J., Characklis, W. G. e Stewart, P. S. 1993. Interactions of 1 pum latex particles with
Pseudomonas aeruginosa biofilms. Wat. Res., 27, 1119-1126.

Flemming, H-C., 1993. Biofilms and environmental protection. Wat. Sci. Tech, 27(7-8), 1-10.

Flemming, H-C., Griebe, T. ¢ Schaule, G. 1996. Antifouling strategies in technical systems — a short
review. Wat. Sci. Tech., 34(5-6), 517-524.

Gaylarde, P. M. e Gaylarde, C. C. 1996. A theoretical model describing the influence of diffusion on
microbiocidal actions in biofilms. Revista de Microbiologica, 27, 223-2217.

Heinzel, M. 1998. Phenomena of biocide resistance in microrganisms. International Biodeterioration &
Biodegradation, 41, 225-234.

Lawrence, J. R., Wolfaardt, G. M. e Korber, D. R. 1994. Determination of diffusion coefficients in
biofilms by concocal laser microscopy. Applied and Environmental Microbiology, 60, 1166-1173.

Melo, L. F. e Vieira, M. J. 1999. Physical stability and biological activity of biofilms under turbulent
flow and low substrate concentration. Bioprocess Engineering, 20, 363-368.

Mittelman, M. W. 1998. Symposium: Biofilms: development and control. Journal of Dairy Science,
81(10), 2760-2764.

Morton, L. H. G., Greenway, D. L. A, Gaylarde, C. C. ¢ Surman, S. B. 1998. Consideration of some
implications of the resistance of biofilms to biocides. Infernational Biodeterioration &
Biodegradation, 41, 247-259.

Patel, T. D. e Bott, T. R. 1991. Oxygen diffusion through a developing biofilm of Pseudomonas
fluorescens. J. Chem. Tech. Biotechnol., 52, 187-199.

Paulus, W. 1993. Microbicides for the Protection of Materials - A Handbook. Chapman and Hall,
London.

Pereira, M. O. e Vieira, M. J. 2001. Effects of the interactions glutaraldehyde - polymeric matrix on the
efficacy of the biocide on Pseudomonas fluorescens biofilms. Biofouling (em impressio).

Pereira, M. O., Kuehn, M., Wuertz, S., Neu, T. e Melo, L. 2001. Effect of flow regime on the
architecture of a Pseudomonas fluorescens biofilm, Biotechnology and Bioengineering, submetido.

Schmitt, J. ¢ Flemming, H-C. 1999. Water binding biofilms. Wat. Sci. Tech., 39(7), 77-82.

Srinivasan, R., Stewart, P. S., Griebe, T., Chen, C.-I. e Xu, X. 1995. Biofilm parameters influencing
biocide efficacy. Biotechnology and Bioengineering, 46, 553-560.

Vieira, M. J. e Melo, L. F. 1995. Effect of clay particles on the behaviour of biofilms formed by
Pseudomonas fluorescens. Wat. Sci. Tech., 32(8), 42-52.

Zhang, T. C. e Bishop, P. L. 1994. Structure, activity and composition of biofilms. Wat. Sci. Tech., 29(7),
335-344,



181

9. AVALIACAO DO DESEMPENHO DOS BIOCIDAS NUM CIRCUITO DE

AGUAS BRANCAS DE UMA INDUSTRIA DE PASTA E PAPEL

Sumario

Neste capitulo estuda-se o efeito da adigdo continua de biocidas, carbamato e glutaraldeido, na formagao
de biofilmes no circuito de aguas brancas de uma empresa produtora de pasta e papel. Para tal, foram
desenvolvidos biofilmes sobre placas de ago inox, colocadas no interior de células de fluxo, por onde

circulava um caudal de agua real proveniente do circuito de aguas brancas da maquina de papel.

A accdo dos mesmos biocidas no controlo das populagdes microbianas em suspensdo no referido circuito

de aguas brancas também se apresenta neste capitulo.

Paralelamente, também se testa a possibilidade do carbamato poder ser utilizado como um agente de

agregacdo neste sector industrial, assumindo entdo um papel idéntico aos convencionais agentes de retencao.
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9.1 INTRODUCAO

Os sistemas de dgua das industrias produtoras de pasta e de papel constituem ambientes
altamente favoraveis para o desenvolvimento e proliferagdo de uma extensa gama de
microrganismos (Eagon, 1995). Consequentemente, a formacdo de biofilmes indesejaveis,
vulgarmente designados de /imo nesta area industrial, nas paredes de varios equipamentos e
tubagens ¢ quase impossivel de evitar. Esta situacdo ¢ geralmente associada ao
aparecimento frequente de um vasto rol de problemas sérios, nos quais se incluem: quebras
de produgdo, bio-corrosdo dos materiais de constru¢do das maquinas e tubagens, redu¢do da
qualidade do produto final (papel), formacao de odores desagradaveis, problemas de satide
para os operarios envolvidos no processo de fabrico, degradacdo das fibras de celulose e de
aditivos, etc. (Mattila-Sandholm e Wirtanen, 1992; Gudlauski, 1996; Klahre et al., 1997).
Estes problemas quase sempre se traduzem por perdas econdmicas substanciais. As quebras
de producao estdo geralmente relacionadas com a ocorréncia de quebras da folha de papel,
buracos, manchas e descolora¢des no produto final, devido a incorporacdo de porcdes de

biofilme que se desprendem das paredes das tubagens e dos tanques.

Nos ultimos anos, os problemas causados pela presenga de microrganismos nos
circuitos de producdo tém aumentado em frequéncia e gravidade, em parte devido a
instalacdo de maquinas de papel maiores, mais complexas e mais rdpidas; ao aumento da
reutilizacdo da dgua; ao aumento do uso de aditivos quimicos e de fibras secundarias; as
elevadas temperaturas de agua de producao, a presenga de coldides e substancias dissolvidas
e ao indevido uso esporadico de agentes antimicrobianos (Cantrell e Lefevre, 1989; Eagon,

1995; Robertson, 1995; Dexter, 1996; Salzburger, 1996).

A prética mais comum para lidar com estes biofilmes indesejaveis inclui a aplicagcdo de
substancias quimicas antimicrobianas, universalmente denominadas de biocidas. O uso de
biocidas, contudo, deve ser cuidadosamente considerado, pois estes, quando descarregados
para o exterior, constituem uma potencial fonte de polui¢do, que geralmente requer

tratamentos adicionais.

Devido as leis ambientais cada vez mais restritivas, o uso de métodos alternativos

pouco toxicos, ou mesmo ndo toxicos, para o controlo do desenvolvimento do biofilmes,
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tem vindo a ser encorajado (Gould, 1999). Estes métodos alternativos devem sempre
reger-se por uma estratégia combinada entre “good housekeeping” (Flemming e Schaule,
1996), baseada numa filosofia que visa exaustivamente manter os sistemas limpos, ¢ a
optimizacdo de outras medidas tais como o emprego de biocidas “amigos” do ambiente,

enzimas e bacteri6fagos.

O uso de enzimas como método alternativo ao uso de biocidas, no controlo da formagao
de biofilmes na industria de producdao de papel tem, até ao momento, granjeado pouco
sucesso. Para tal muito tem contribuido a complexa e heterogénea matriz polimérica que
envolve o biofilme (Claus e Muller, 1996). A heterogeneidade dos polimeros e a falta de
enzimas especificas aplicaveis sugerem que devem ser realizadas mais tentativas para
descobrir a enzima, ou mistura de enzimas, capaz de degradar a estrutura polimérica da

matriz dos biofilmes industriais.

A aplicacdo de bacteridéfagos, virus que infectam e destroem as bactérias, no controlo
do sujamento bioldgico nos circuitos de d4gua branca das empresas produtoras de papel tem
vindo a ser desenvolvida nos anos mais recentes. O principal conceito ¢ tentar isolar as
bactérias formadoras de biofilme e seguidamente pesquisar o bacteridfago litico capaz de
destruir essas bactérias. Até ao momento, este método ndo esta suficientemente bem
desenvolvido a fim de constituir uma verdadeira alternativa aos métodos convencionais

baseados em biocidas (Johnsrud, 1997).

9.2 OBJECTIVOS DO TRABALHO

Com este trabalho pretendeu-se conhecer o desempenho de ambos os biocidas num
ambiente real de uma industria produtora de pasta e papel. Para tal, averiguou-se a eficacia
de ambos os biocidas, carbamato e glutaraldeido, no controlo da formag¢ao de biofilmes bem
como no controlo microbiano em suspensdo do circuito de dguas brancas, ou daguas
coladas, da maquina de papel da indistria de pasta e papel. Simultaneamente, também foi
aferida a dupla capacidade do carbamato poder ser usado, para além de biocida, como
agente de retencdo na industria da pasta e do papel, tal como sugerido no Capitulo 5 e

corroborado no Capitulo 6.
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9.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento deste trabalho foi implementado um sistema experimental
numa industria produtora de pasta e papel (Portucel Viana, SA) a fim de ser possivel
avaliar, em condicdes reais, o efeito dos biocidas, quer na formacdo de depdsitos de
sujamento nos equipamentos e tubagens, quer nos microrganismos em suspensao no circuito
de 4guas brancas da maquina de papel. As dguas brancas ou coladas resultam do

espalhamento da suspensdo fibrosa na mesa de formacao da maquina de papel.

A instalacdo experimental, basicamente constituida por duas células de fluxo
semelhantes, foi montada ao lado do circuito da maquina de papel, nas imediagdes de uma
das condutas de agua branca, de modo a ser possivel ligar as células directamente a corrente
de agua. Este trabalho experimental funcionou durante quase um ano, tendo cada ensaio

demorado, em média, quinze dias.

Ressalve-se que, ao longo do trabalho apresentado neste capitulo, se optou por designar
o material acumulado nas superficies de adesdo por depdsito de sujamento, uma vez que,
neste tipo de industria, o desenvolvimento de sujamento biologico ¢ geralmente
acompanhado de outros tipos de sujamento decorrentes da deposicdo de particulas
inorganicas, precipitados cristalinos, produtos de corrosdo, etc. Nestas circunstancias, os

termos “sujamento bioldgico” e/ou “biofilme” ndo eram, portanto, os mais adequados.

9.3.1 Operacao das células de fluxo

Os depositos de sujamento foram desenvolvidos em placas de adesdo devidamente
acondicionadas em duas células de fluxo idénticas (Sub-capitulo 4.6), através da circulagao,
em regime turbulento (Nimero de Reynolds compreendido entre 5000 e 6000 e velocidade
entre 0.51 m s’ ¢ 0.614 m s™), de 4gua directamente proveniente do circuito de 4guas
brancas da maquina de papel da referida empresa. A circulagdo continua de dgua branca foi
assegurada por bombas centrifugas (Grundfoss). Os caudais de dgua, iguais nas duas células
de fluxo, foram regulados manualmente através de rotdmetros (Fischer & Porter), instalados
a montante das células de fluxo. A ligacao das células de fluxo a conduta principal de agua
foi feita por tubagem em ago inox. Na Figura 9.1 ¢ apresentado um esquema do sistema

experimental utilizado no decurso destes ensaios.



METODOLOGIA EXPERIMENTAL 185

Uma das células de fluxo foi utilizada no desenvolvimento de depodsitos sem aplicagao
de biocidas (ensaios de controlo). A outra foi usada para estudar o efeito da aplicagdo de
diferentes concentracdes de ambos os biocidas na formacao de depdsitos. Periodicamente,
foram retiradas algumas das placas de adesdo de cada uma das célula de fluxo, que foram
reservadas para posterior analise, e substituidas por outras limpas. A retirada das placas de
adesdo fez-se sempre em sentido descendente, a partir do topo da célula de fluxo. A
remogao destas placas e a sua consequente substitui¢do por outras, ocorreu sem a paragem
da circulagdo da 4gua branca, pois esta, durante o periodo de remogao, foi desviada para a
porta de saida imediatamente abaixo da placa de adesdo removida. Pretendeu-se com este
artificio ndo perturbar a acumulagdo de depdsito nas restantes placas de adesdo inseridas nas

células de fluxo.
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Figura 9.1 Representacao esquematica do sistema experimental.
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9.3.2 Condicoes de operacio da maquina de papel

A maquina de papel da empresa Portucel Viana, aquando da realiza¢do dos ensaios,
operava em condigdes acidas com temperaturas entre 43 °C e 50 °C. A matéria prima
utilizada era basicamente constituida por cerca de 80 % de fibra de madeira original
(pinheiro e eucalipto) e aproximadamente 20 % de fibra secundaria (papel reciclado). Esta
empresa tem implementado um unico processo produtivo, que visa exclusivamente a
produg¢do de papel kraft, ndo possuindo nenhum programa de controlo de material
inorganico. Consequentemente, a influéncia do material inorganico no processo produtivo €
praticamente constante em todas as partidas da maquina. No momento, um composto a base
de glutaraldeido era o biocida usado no controlo da formacgao de biofilme (20 g de produto
efectivo por tonelada de papel produzido) e era aplicado ao circuito de dguas brancas, em
choques intermitentes, cada oito horas. Um exemplo ilustrativo das caracteristicas da agua

branca encontra-se na Tabela 9.1.

Tabela 9.1 Caracterizacao fisico-quimica das aguas brancas (exemplo ilustrativo)

Parametro
pH, escala de Sorenson a 25 °C 46a5.8
Temperatura, °C 43 a50
Solidos suspensos totais, mg L™ 135
Caréncia quimica de oxigénio, mg L™ 1487
Azoto de Kjeldahl, mg L™ 0.16
Nitrato, mg L™ <2.0
Ferro total, mg L™ 0.45
Fosforo total, mg L™ 0.45
Sulfato, g L™ 1.20

Célcio, mg L™ 229
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9.3.3 Aplicacao dos biocidas

As concentracdes de biocidas ensaiadas foram, respectivamente, 100 mg L' e
200 mg L' de carbamato e 50 mg L™ e 100 mg L de glutaraldeido. Os biocidas foram
continuamente adicionados a tubagem de alimentagdo de uma das células de fluxo, de modo
a que cada biocida, antes de entrar nessa célula, estivesse em contacto com as aguas brancas

durante cerca de 30 min.

9.3.4 Monitorizacao do sistema experimental

O pH e a temperatura do circuito de 4gua brancas foram periodicamente monitorizados.
Os caudais de alimentacdo de agua branca as células de fluxo, bem como o caudal de
biocida aplicado ao sistema, foram constantemente medidos e ajustados caso necessario. No
decurso dos varios ensaios, ¢ de dois em dois dias, foram removidas varias placas de adesao
de cada uma das células de fluxo, a fim de ser avaliada a quantidade de deposito acumulada.
Também foram recolhidas amostras das aguas brancas (com e sem adicao de biocida), para
posterior determinagdo do numero total de microrganismos em suspensdo. Estas amostras

foram recolhidas a saida das duas células de fluxo.

9.3.5 Avaliacdo da massa de deposito acumulado

O efeito de cada biocida na formacdo de deposito nas células de fluxo foi avaliado pela
quantificacdo da massa de deposito (mf) acumulada nas placa de adesdo. No inicio de cada
ensaio, todas as placas de adesio foram identificadas e pesadas (peso médio de 631 mg cm™
+ 18 mg cm™) antes de serem colocadas nas células de fluxo. A medida que foram sendo
removidas de cada uma das células de fluxo (cada dois dias), a massa do conjunto placa de
adesdo + depdsito acumulado foi novamente determinada apos secagem ao ar em condigdes
similares. A massa de deposito acumulada nas varias placas de adesdo foi entdo avaliada
pela diferenca entre o peso das placas antes de serem colocadas nas células de fluxo e logo
apos serem retiradas, e expressa em unidades de massa por unidade de area de adesdo. Os
resultados apresentados sdo a média de pelo menos trés medigdes. A massa de deposito foi
posteriormente recolhida por remog¢ao fisica (raspagem por recurso a uma espatula) e

guardada para posterior analise.
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9.3.6 Caracterizaciao dos depdsitos

9.3.6.1 Analise quimica

A caracterizacdo quimica dos depositos acumulados sobre as placas de ago inox
envolveu a determinagdo do teor em proteinas e polissacarideos totais, de acordo com os
procedimentos descritos no Capitulo 4. Com esta caracterizagdo procurou-se conhecer a

frac¢do bioldgica (células + matriz polimérica) dos referidos depositos.

9.3.6.2 Determinagdo da fracgdo inorganica

A fraccdo inorgéanica de alguns depdsitos acumulados nas varias placas de adesdo foi
estimada determinando-se o seu teor em cinzas. Estes solidos ndo volateis equivalem ao
residuo mineral obtido apds igni¢do da massa total de deposito a 500 °C + 50 °C,

seguindo-se 0 método descrito no Standard Methods of Analysis (1989).

9.3.7 Quantificacao da popula¢io microbiana em suspensao

Durante cada ensaio, de dois em dois dias, foram recolhidas amostras de agua branca a
saida de cada célula de fluxo (com e sem adi¢do de biocida), para posterior contagem das
células vidveis em suspensdo, segundo o método tradicional de contagem em placa. Antes
da inoculacdo das vérias amostras, estas foram vigorosamente homogeneizadas com o
auxilio de um vortex regulado na poténcia maxima. Posteriormente, cada uma das amostras
foi sujeita a diluicdes sucessivas, numa gama previamente estimada, tendo-se inoculado
100 pL de algumas das dilui¢cdes efectuadas (trés no minimo) em placas de Petri com
nutriente agar (Merck), previamente preparadas. Todas as inoculacdes foram efectuadas em
triplicado. As varias placas foram incubadas a 30 °C + 1 °C, tendo o numero de colonias
sido contado apd6s 48 h de incubagdo. Os resultados foram expressos em unidades
formadoras de colénias (UFC) por mililitro de amostra e apresentados em formato

logaritmico na base 10 (logjo).

Nos ensaios realizados com aplicagdo de 200 mg L™ de carbamato ¢ 50 mg L™ de
glutaraldeido, foram também determinadas as cé€lulas vidveis apos as amostras terem sido
filtradas com um filtro-tela de 200 mesh. A concentragcdo celular das amostras filtradas foi

determinada de acordo com o método referido anteriormente, mas sem homogeneizagao no



METODOLOGIA EXPERIMENTAL 189

vortex. Nestas circunstancias, UFC pode representar bactérias isoladas, coldnias ou

agregados celulares.

As condi¢des do método atras referido foram baseadas no procedimento para andlise
microbiologica da dgua de processo das industrias de pasta e de papel recomendado pela
TAPPI (“Technical Association of the Pulp and Paper Industries”) e reproduzido por
Rossmore (1995).

9.3.8 Construcao das curvas de sujamento biologico

As curvas de sujamento bioldgico (massa de biofilme versus tempo) foram obtidas pelo
ajuste dos dados experimentais (massa de deposito acumulado ao longo do tempo) ao
modelo global de desenvolvimento de biofilme proposto por Melo e Vieira (1999) através

da seguinte equacao:

me= m¢” [1-exp(-Bo)] 9.1)

onde: m¢ representa a massa de depdsito em cada intervalo de tempo; m¢” representa a massa
maxima de deposito acumulada, no estado pseudo-estacionario (isto ¢, o valor assimptotico
de m¢quando 7 — ). O reciproco de B é uma medida indirecta da resisténcia mecénica do

depdsito ao desprendimento.

9.3.9 Avaliacao do desempenho dos biocidas

9.3.9.1 Redugdo da massa de deposito acumulado nas placas de adesdo

O efeito dos biocidas na massa de depdsito acumulado nas placas de adesdo foi
avaliado em termos de redugido da massa maxima aderida (ms”), que corresponde ao patamar
final de estado pseudo-estacionério da curva de sujamento, tendo por referéncia a massa
maxima de depdsito obtida no respectivo ensaio de controlo. Os resultados, expressos em

percentagem, foram determinados com base na seguinte equagao:
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MD -MD, .
% Redugdo = “}'{’4’% ensdio 5 100 9.2)

controlo

em que MDconmolo Tepresenta a massa maxima de depdsito determinada no ensaio de
controlo, € MDeysio representa a mesma grandeza relativa aos testes de aplicacdo de cada

concentracao de biocida.

9.3.9.2 Redugdo do teor em proteinas e polissacarideos de cada depdsito

O efeito dos biocidas na fraccdo bioldgica de cada deposito (aqui caracterizada em
termos de proteinas e polissacarideos) foi avaliado em termos de redu¢do da concentracao
maxima de proteinas e polissacarideos constituintes do deposito, tendo por referéncia as
quantidades maximas obtidas nos respectivos ensaios de controlo. Os teores maximos de
proteinas e polissacarideos foram determinados quando cada curva de sujamento atingiu o
estado pseudo-estacionario (Equagdo 9.1). Os resultados, expressos em percentagem, foram
determinados com base numa equacgdo idéntica a Equacgdo 9.2, substituindo os valores de

MD pelos respectivos valores de concentragdo em proteinas e polissacarideos.

9.3.9.3 Redugdo da populagdao microbiana em suspensdo nas dguas brancas

A eficacia dos biocidas no nimero de microrganismos em suspensao nas aguas brancas
foi estimada pela determinagdo da reducao de células vidveis em suspensdo no circuito. Este
parametro, tal como os demais, foi definido com base na populacao microbiana determinada
nos respectivos ensaios de controlo (ensaios sem aplicacdo de biocida). Os resultados,

expressos em Alog, foram obtidos de acordo com a seguinte equagao:

Alog =CV

controlo

-CV

ensaio

9.3)

em que CVeontrolo T€presenta o nimero de células viaveis determinado no ensaio de controlo,
e CVensaio TEpresenta o mesmo parametro correspondente aos testes de aplicacdo de cada

concentracao de biocida.
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9.3.9.4 Retencdo celular

Nos ensaios de aplicagdo de 200 mg L' de carbamato e 50 mg L™ de glutaraldeido, a
retencdo celular foi determinada quantificando as células vidveis antes e apos as amostras de
aguas brancas, com e sem a adi¢do dos biocidas, terem sido sujeitas a filtracdo através de
uma tela-filtrante de 200 mesh (abertura de malha similar a da teia filtrante das maquinas de
papel). Os valores de retengdo foram expressos em percentagem, tendo sido calculados de

acordo com a seguinte equacao:

0 ~ _ CI/(zmostra - CVﬁltrado
% Retengdo celular = v x100 94

amostra

em que CVamostra Tepresenta o numero de células vidveis determinado nas amostras de agua
branca sujeitas a aplicagdo de biocidas, para cada intervalo de tempo, € CViirado COrresponde
as células vidveis apds as mesmas amostras terem sido filtradas através do filtro-tela, para
os mesmos intervalos de tempo. Sublinhe-se que, para este calculo, a quantidade de células

., . . -1 ~ , .
viaveis foi expressa em UFC mL™ e ndo na base logaritmica.

9.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a realizacdo destes ensaios em condigdes industriais pretendeu-se conhecer o
efeito dos dois biocidas, carbamato e glutaraldeido, na prevencao da formagdo inicial de
depositos de sujamento no ambiente real de uma maquina de papel. A Figura 9.2 apresenta
alguns registos fotograficos obtidos por observacdo ao microscopio electronico de
varrimento (SEM) de depdsitos acumulados sobre varias placas de ago inox, como resultado

da circulagao de agua branca pelas células de fluxo.
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Figura 9.2 Imagens digitalizadas de fotografias de microscopia electronica de varrimento
de depositos acumulados nas placas de adesdo, em resultado da circulagdo de dgua branca:
(a) durante 5 d, ampliagdao 7000x; (b) durante 10 d, ampliacao 3000x.

Estas imagens mostram que os depositos de sujamento acumulados nas placas de ago
inox apresentam uma estrutura bastante heterogénea, sendo até claramente visivel uma
grande variedade de materiais na sua composicdo. Também pode ser observada uma
variedade aprecidvel de microrganismos de diferentes morfologias, em contacto directo com

material extracelular de aspecto gelatinoso. Este tipo de estrutura e composicdo dos
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depositos era de certo modo esperado pois a formagdo e natureza destes estdo directamente
relacionada com as caracteristicas do sistema aquoso onde estdo a ser desenvolvidos. No
caso de uma industria produtora de pasta e papel, os depositos sdo formados devido a
acumulagdo de diversos microrganismos, conjuntamente com fibras celuldsicas, compostos
anionicos, particulas diversas, etc. (Klahre et al, 1997; Pellegrin et al., 1999).
Consequentemente, os depositos de sujamento neste tipo de industrias envolvem geralmente
uma frac¢ao nao bioldgica aderida conjuntamente com a matriz bioldgica. Este facto indicia
entdo que a informagdo facultada pela quantidade de material acumulado nas varias placas
de adesdo pode nao ser, s6 por si, um indicador adequado da eficicia dos biocidas na
fracgdo bioldgica dos varios depositos. E sabido que a acgdo dos biocidas se caracteriza por
causar danos irreversiveis numa estrutura ou funcado vital das células. Deste modo, a
actividade microbiana pode ser reduzida (desinfec¢do), mas ndo necessariamente as
camadas de sujamento (desprendimento). Por isso, neste trabalho, para além da
determinagdo da massa de depdsito de sujamento acumulado nas placas de adesdo, também
se determinou o contetido em proteinas e polissacarideos dos referidos depositos (como uma
maneira indirecta de estimar a biomassa do depdsito), uma vez que estes dois parametros

representam os componentes principais de um biofilme (Lazarova e Manem, 1995).

O efeito dos biocidas, carbamato e glutaraldeido, na massa total de deposito acumulado

nas varias placas de adesao pode ser observado, respectivamente, nas Figuras 9.3 ¢ 9.4.

Com o intuito de consolidar os resultados obtidos, estes foram testados estatisticamente
no sentido de verificar se as diferencas, entre as massas dos depositos obtidos com a
aplicacdo dos biocidas e aquelas quantificadas nos ensaios de controlo, podiam ser
consideradas estatisticamente significativas. Para tal, recorreu-se a distribuicao ¢ de Student
para comparacdo de médias obtidas em dois conjuntos de determinagdes em que oS
resultados de um conjunto podem ser emparelhados com os resultados de outro conjunto
(Daniel, 1989). Os resultados obtidos demonstram que as diferencas entre os pares de
valores sdo estatisticamente significantes uma vez que os niveis de confianca determinados
foram sempre superiores a 95 % (99 % e 98 % de confianga, para 7 graus de liberdade,
quando, respectivamente, 100 mg L™ e 200 mg L' de carbamato foram adicionados ao
sistema experimental; 95 % de confianga, para 6 graus de liberdade, e 99 % de confianga,
para 5 graus de liberdade, quando, respectivamente, 50 mg L™ e 100 mg L™ de glutaraldeido

foram aplicados). Estes valores significam que, em todos os ensaios realizados, a aplicagdo
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de biocidas ao circuito de aguas brancas afectou a massa de deposito acumulado sobre as

placas de adesao.

ms (g cm™?)

Tempo (d)

(@)

0.12

0.1
0.08
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Figura 9.3 Efeito da aplicagdao de carbamato na massa de deposito (my) acumulado nas
placas de adesdo, respectivamente, 100 mg L™ (a) ¢ 200 mg L™ (b). () controlo,
() 100 mg L' ¢ (W) 200 mg L' de carbamato.
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Figura 9.4 Efeito da aplicagdo de glutaraldeido na massa de depdsito (my) acumulado nas
células de adesdo, respectivamente, 50 mg L™ (a) e 100 mg L™ (b). (©) controlo,
(#)50mg L' e (0) 100 mg L™ de glutaraldeido.

Tal como pode ser observado nas Figuras 9.3 e 9.4, os dados experimentais descrevem
curvas tipicas de acumulagdo de biofilme (Bott, 1995), quer nos ensaios de controlo quer
nos ensaios com aplicacdo dos biocidas. Convém salientar que todos os testes foram
realizados sob condigdes operacionais industriais que ndo podiam ser exaustivamente
controladas, principalmente as decorrentes das flutuacdes de caudal, muito comuns neste
tipo de processo industrial (Gould, 1999). Este factor talvez explique os desvios
significativos do modelo global de sujamento descrito pela Equagdo 9.1, embora algumas
das flutuacdes possam ser atribuidas a fendmenos naturais intrinsecos ao proprio processo
de desenvolvimento de biofilme, tais como erosdo e desprendimento subito de por¢des de
deposito. No entanto, uma vez que a tendéncia assimptdtica ¢ consistentemente evidenciada

em todas as curvas representadas nas Figura 9.3 e¢ 9.4, foi decidido ajustar os dados
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experimentais ao modelo matematico de acumulagao de biofilme desenvolvido por Melo e

Vieira (1999), estando as curvas de ajuste desenhadas em cada figura.

Os valores maximos da massa depositada nas placas em estado pseudo-estacionario

e8] . \ . A . A r .
(ms”), bem como o factor proporcional a resisténcia mecanica dos depositos ao
desprendimento (1/B), determinados segundo a Equacao 9.1, estdo sumariados na Tabela
9.2. A reducao da massa maxima de depdsito em consequéncia da aplicagao dos biocidas

também ¢ apresentada na mesma tabela.

Tabela 9.2 Efeito dos biocidas no valor maximo de massa de deposito acumulado (m5”) e
no valor do factor de resisténcia do deposito ao desprendimento (1/B), determinados de
acordo com a Equagdo 9.1; os valores de reducao foram determinados de acordo com a
Equacio 9.2; 0 mg L™ representa o ensaio de controlo; valores médios + desvio padrio

<~ Concentracio Massa Resisténcia ao Reducao
3 . .
= de biocida maxima desprendimento na m
E m¢® (1/B)
-1
(mg L") (g em™) (d) (“o)
0 0.071 (+0.008) 3.33

g 29.6 (£11.3)
E 100 0.050 (+0.006) 4.55
<
£ 0 0.085 (+0.016) 2.86
O 41.2 (£16.2)

200 0.050 (£0.010) 4.00
o 0 0.063 (£0.011) 2.86
3 41.3 (£17.6)
% 50 0.037 (+0.009) 4.00
£ 0 0.080 (+0.022) 2.50
O 53.8 (+18.7)

100 0.037 (x0.011) 3.70

Da observagdo das Figuras 9.3 ¢ 9.4 e da Tabela 9.2 ¢ possivel constatar-se que a
quantidade maxima de massa de depodsito acumulado nas placas metélicas das células de
fluxo diminui sempre que os biocidas sdo aplicados a corrente de dguas brancas, sendo a
reducdo obtida com a aplicacdo de glutaraldeido superior a alcangada com a adigdo de
carbamato. Estes fendmenos eram, de certa maneira, esperados, pois a redu¢do da massa
depositada deve-se, em parte, ao caracter toxico dos biocidas sobre os microrganismos; a
reducdo mais acentuada obtida com a adi¢do de glutaraldeido ndo surpreende pois este
biocida, quer nos ensaios em suspensdo (Capitulo 7), quer no ensaios de formagdo de

biofilme (Capitulo 8), provou ser significativamente mais agressivo que o carbamato. Estes
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factos ddo uma indicacdo clara da contribuicdo da fraccdo bioldgica para a estrutura dos
depositos mistos, tais como os formados neste tipo de industrias. As células microbianas e a
matriz polimérica que segregam tém um papel decisivo na estabilidade dos depositos. A
analise da Tabela 9.2 também indicia que a ac¢do dos biocidas parece desenvolver nos
depositos uma resisténcia ao seu desprendimento (1/B aumenta quando se aplicam os

biocidas).

Na Tabela 9.3 também pode ser observado o efeito de cada biocida no teor maximo
(valor final) em proteinas e polissacarideos de cada depdsito. Pela observacao desta tabela é
possivel reconhecer-se que a quantidade de proteinas e polissacarideos de cada depdsito foi,
de facto, também reduzida quando se introduziram os biocidas no sistema, tendo, no
entanto, o glutaraldeido revelado ser mais efectivo na reduc¢ao do contetido organico de cada
deposito do que o carbamato. Novamente, a duplicacdo da concentracdo de cada biocida nao
provocou nenhum aumento significativo na reducdo do contetdo bioldgico de cada

deposito.

Tabela 9.3 Efeito dos biocidas no contetido maximo (valor final) de proteinas e
polissacarideos de cada deposito, determinado de acordo com a Equagdo 9.1; os valores de
reducio foram determinados de acordo com a Equagdo 9.2; 0 mg L™ representa o ensaio de

controlo; valores médios + desvio padrao

< Concentragio Conteudo Reducao Conteudo Reducio no
3 . i - .
= de biocida max1m’o em no conte}ldo m.ax1mo ,em cqnteudo' de
2 proteinas de proteinas  polissacarideos polissacarideos
m L-l ) 22
(mg L) (mg em”) (%) (mg em”) (%)
0 0.25 (+0.05) 0.35 (£0.09)
g 44.0 (£13.8) 37.1 (+17.8)
E 100 0.14 (£0.02) 0.23 (+0.02)
[+
= 0 0.27 (+0.07) 0.37 (£0.11)
S 51.9 (£12.6) 432 (£17.1)
200 0.13 (£0.004) 0.21 (£0.01)
S 0 0.56 (+0.12) 0.58 (+0.04)
= 64.3 (£10.5) 41.4 (+6.6)
= 50 0.20 (£0.04) 0.34 (£0.03)
<
5 0 0.75 (£0.12) 0.70 (£0.21)
G} 66.7 (+6.0) 64.3 (£11.5)
100 0.25 (+0.02) 0.25 (£0.03)

Estes resultados reforcam a ideia de que as células microbianas, bem como a matriz

polimérica que excretam (constituintes fundamentais dos depdsitos, para além da parte ndo
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biologica), desempenham um papel fundamental, quer na quantidade de massa de deposito
acumulada, quer na sua estabilidade. Nestes depdsitos mistos, a parte organica dos depositos
terd sido removida pela acg¢do dos biocidas, levando a formagdo de depositos estaveis
predominantemente constituidos por matéria ndo organica (até¢ 30 % da massa de deposito),
de certa maneira insensivel ao poder toxico dos biocidas. Esta insensibilidade a ac¢ao toxica
dos biocidas confere aos depdsitos uma resisténcia mecanica ao seu desprendimento, que
podera constituir uma dificuldade acrescida na limpeza mecanica dos circuitos da maquina

de papel.

Deve ser, contudo, reiterado que os teores em proteinas e polissacarideos apresentados
na Tabela 9.3 podem também incluir outros compostos ndo celulares que contenham
agucares e/ou proteinas (como, por exemplo, os hidratos de carbono das fibras celuldsicas).
No entanto, parece razoavel assumir que os biocidas exerceram a sua ac¢do antimicrobiana
essencialmente na fraccao de biofilme do deposito e, portanto, as alteracdes causadas pelos
biocidas no contetdo proteico-polissacarideo do depdsito sdo essencialmente devidas a sua

acc¢ao sobre a biomassa.

Os resultados obtidos sugerem que as estratégias de combate ao sujamento biologico
ndo devem centrar-se somente na remoc¢ao dos depodsitos dos equipamentos, quer por
aplicacdo de biocidas quer por limpeza mecanica, mas também incluir medidas de controlo
dos microrganismos em suspensao nos circuitos de agua, pois estes sdo, por eleigdo,
precursores determinantes do aparecimento de biofilmes. Na sequéncia destas constatagdes,
a eficiéncia dos biocidas na redu¢ao da populagdo celular viavel em suspensao do circuito
de 4guas brancas foi também monitorizada. As Figuras 9.5 e 9.6 apresentam os perfis de
concentracdo microbiana em suspensao obtida com a adi¢do dos biocidas, respectivamente,
100 mg L' ¢ 200 mg L™ de carbamato e 50 mg L™ ¢ 100 mg L™ de glutaraldeido, ao longo

do tempo.
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Figura 9.5 Efeito do carbamato na concentracdo celular em suspensdo, respectivamente,
100 mg L™ (a) e 200 mg L™ (b). (¢) controlo, () 100 mg L™ ¢ (M) 200 mg L' de
carbamato.

Os perfis de controlo correspondentes a cada ensaio, isto €, 0s microrganismos viaveis
existentes nas dguas brancas na auséncia de biocida durante o periodo de cada teste, sdo
também apresentados nas mesmas figuras. A Tabela 9.4 sumaria a reducdo nas células

vidveis em suspensdo nas aguas brancas, em termos de Alog, devida a ac¢do do carbamato e

do glutaraldeido.
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Figura 9.6 Efeito do glutaraldeido na concentrag@o celular em suspensao, respectivamente,
50 mg L™ (a) e 100 mg L' (b). (¢) controlo, (¢) 50 mg L™ ¢ (0) 100 mg L™ de
glutaraldeido.

Conforme pode ser observado nas Figuras 9.5 ¢ 9.6, a populacdo microbiana em
suspensao no circuito de dguas brancas sem adi¢cdo de biocidas ¢ bastante elevada, variando
com o tempo numa gama compreendida entre 10° a 10° UFC mL™. Valores da mesma
ordem de grandeza sdo referidos por Raaska et al. (1999). Estes valores apesar de muito
elevados, ndo sdo de todo surpreendentes pois as maquinas de papel sdo sistemas abertos
onde ¢ impossivel operar em condigdes estéreis. A este facto acresce o uso crescente de
fibras secundarias (papel reciclado) e a reutilizacdo da 4gua de processo por fecho do

circuito de dguas, que contribuem para o aumento da disseminagao de microrganismos.

As Figuras 9.5 ¢ 9.6 mostram também que a populacdo microbiana em suspensao nas

aguas brancas decresceu sempre que se aplicaram os biocidas ao sistema. O decréscimo
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obtido pela adicdo de glutaraldeido foi significativamente maior que o obtido com a
aplicagdo de carbamato (Tabela 9.4). Novamente, o facto de se ter duplicado a concentragdo
de cada biocida ndo se traduziu por uma maior redugdo das células viaveis em suspensao no
circuito. Regra geral, a presenga de glutaraldeido no circuito de 4guas brancas reduziu as
células vidveis em suspensao em cerca de 3 ordens de grandeza, enquanto que a aplicagcdo

de carbamato s6 causou uma redu¢do a volta de 1 ordem de grandeza.

Tabela 9.4 Reduc¢do da populacdo celular em suspensdo causada pela aplicagdo de
carbamato e glutaraldeido ao circuito de aguas brancas, determinada de acordo com a
Equacgdo 9.3; valores médios + desvio padrao; (+) ndo determinado

Reducio da populagio celular em suspensio

Tempo (Alogio)
(d) 100mgL"  200mgL’  50mgL'de 100 mg L'de
de carbamato de carbamato  glutaraldeido glutaraldeido
2 0.4 (£0.3) 0.8 (£0.6) 1.8 (£1.1) 3.5 (£1.3)
4 1.8 (£0.8) 0.5 (£0.4) 2.0 (£0.6) 2.5 (£0.6)
7 0.7 (£0.6) 0.2 (£0.7) 3.1 (£0.5) 2.8 (£1.2)
9 0.7 (£0.8) 0.9 (+0.8) 2.7 (£0.4) 2.0 (£1.1)
11 0.8 (£0.3) 1.2 (20.8) 3.3 (£0.6) 0.9 (£0.5)
12 0.4 (£0.4) * 3.3 (£0.6) *

Se compararmos estes valores com os obtidos na redu¢do da massa de depodsito
acumulado, verificamos que ambos os biocidas sdo mais eficientes em reduzir a populagdo
celular em suspensdo do que a controlar a formagao dos depodsitos nas placas de ago inox.
De facto, com a aplicacdo de carbamato, a massa de deposito acumulada nas placas
metalicas foi reduzida cerca de 30 % a 40 % ao passo que foi observada uma reducao de
0.2 logio a 1.8 logjp nas populagdes microbianas em suspensdo (cerca de 70 % a 95 %). A
presenca de glutaraldeido no sistema reduziu as células viaveis em suspensdo numa gama
compreendida entre 80 % e 99 % (uma reducdo de 0.9 a 3.5 na base logjo), enquanto que a
massa de deposito aderida as placas de adesdo foi reduzida somente 40 % a 55 %. Estes
factos indicam inequivocamente que a ac¢do toxica de ambos os biocidas ¢ marcadamente
mais intensa na desinfec¢do do circuito das aguas brancas do que a remover as camadas dos

depdsitos de sujamento.
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A capacidade do carbamato e do glutaraldeido poderem funcionar como agentes de
agregacao, neste ambiente industrial, foi investigada filtrando amostras de 4gua branca com
uma tela filtrante de 200 mesh, com e sem aplicacao dos referidos biocidas. Como se pode
ver na Tabela 9.5, a presenca de 200 mg L' de carbamato induz uma evidente melhoria na
redu¢do da populagdo microbiana em suspensao do circuito de aguas brancas, apos a

filtracdo. O mesmo ndo se passa com a aplicagdo de glutaraldeido (Tabela 9.6).

Tabela 9.5 Redug¢do da populagcdo microbiana em suspensao, obtida por filtracdo da dgua
branca tratada com 200 mg L™ de carbamato, através de uma tela filtrante de 200 mesh,
determinada segundo a Equagdo 9.4; valores médios + desvio padrio; (+) ndo determinado

Controlo (sem biocida) 200 mg L™ de carbamato
Te(l(lil)po Conc%lélgiii _clelular Retencio Conc%lélggfli _clelular Retencio
Amostra Amostra filtrada (%) Amostra  Amostra filtrada (%)
2 7.6 (+0.4) * - 6.8 (£0.5) 6.6 (20.5) 61.0
4 7.6 (£0.5) 7.5 (£0.2) 19.7 7.1 (£0.1) 6.7(0.03 61.5
7 7.4 (£0.6) 7.3 (£0.4) 12.5 7.1 (£0.3) 6.8 (£0.2) 442
9 7.8 (+0.6) 8.1 (+0.8) - 6.9 (£0.6) 6.7 (£0.2) -
11 8.7 (+0.8) 8.7 (+1.0) - 7.5 (£0.1) 6.9 (+0.8) 37.9

Tabela 9.6 Reducgdo da concentragdo celular em suspensdo obtida por filtragdo da agua
branca tratada com 50 mg L' de glutaraldeido, através de uma tela filtrante de 200 mesh,
determinada segundo a Equacdo 9.4; valores médios + desvio padrdo; (+) ndo determinado

Controlo (sem biocida) 50 mg L' de glutaraldeido
Te(l(rll)po Conc%llt;'(zjlgfi _clelular Retencio ConceIrjllt;‘(‘z:lg;ii _clelular Retencio
Amostra  Amostra filtrada (Y0) Amostra  Amostra filtrada (%)
2 6.7 (0.7) 6.6 (0.3) 24.6 4.9 (+0.8) 5.4 (£0.4) -
4 7.6 (0.2) 7.8 (+0.7) - 5.6 (+0.6) 5.5 (+0.9) 33.5
7 7.7 (0.2) * - 4.6 (+0.5) * -
9 7.2 (0.2) 7.4 (+0.1) - 4.5 (+0.4) 4.6 (+0.4) -
11 7.9 (+0.6) 6.2 (1.0) 44.6 4.6 (+0.2) 4.7 (+0.3) -

12 7.6 (£0.6) 6.7 (+1.2) 8.2 43 (£0.1) 4.2 (+0.2) 14.0
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Ainda que utilizando métodos diferentes na avaliagdo da biomassa vidvel, as
percentagens de retencdo obtidas com a filtracdo das amostras, apds terem sido tratadas com
200 mg L' de carbamato, sdo bastante parecidas com as obtidas nos ensaios laboratoriais de
retencdo, com a aplicagdo da mesma concentragdo de carbamato a uma cultura de
P. fluorescens (Capitulo 6). Estes resultados sdo, de certa forma, surpreendentes pois sabe-
se que neste tipo de ambiente industrial pode ser encontrada uma enorme variedade de
microrganismos (Purkiss, 1973; Eagon, 1995). Esta coincidéncia de resultados levanta a
possibilidade do carbamato alterar a carga superficial eléctrica de outros microrganismos,
que ndo somente as bactérias P. fluorescens. Esta hipotese, contudo, ndo foi testada no

ambito deste trabalho.

Com base nos valores de retengdo obtidos, facilmente se depreende que a retencao das
células microbianas como aglomerados discretos na tela filtrante, devido a ac¢do do
carbamato, adquire crescente interesse uma vez que ¢ conseguida através de um simples
processo fisico — filtragdo. O carbamato, para além da ac¢do biocida, assume, assim, um
papel similar ao dos tradicionais agentes de retengdo. Desta forma, consegue-se uma maior
percentagem global de redu¢do dos microrganismos em suspensdo, sem se aumentarem os

custos econdomicos.

Estes resultados sugerem que outras substincias com propriedades coagulantes e/ou
floculantes, tais como os agentes de retengdo vulgarmente usados nas industrias de pasta e
papel, possam vir a revelar-se eficientes no controlo das popula¢des microbianas e da
formagdo de biofilmes, e por consequéncia constituir uma alternativa plausivel ao uso de
biocidas. Esta sugestdo ¢ refor¢cada por Robertson (1995) que afirma que os problemas de
“fouling” das industrias de pasta e papel podiam ser minimizados promovendo a reten¢ao
das substancias indesejaveis (nas quais os microrganismos se incluem) nas fibras celuldsicas

e na teia filtrante pelo uso de coagulantes e floculantes.

Na linha da sugestdo apresentada, refira-se o trabalho de Gould (1999) que demonstrou
que ¢ possivel substituir os biocidas utilizados na mesa de formagao por outros produtos nao
biocidas e seguros do ponto de vista ambiental. Estes produtos, denominados de inibidores
de biofilme, controlaram os biofilmes e a deposi¢do na parte htimida da maquina de papel
interferindo com a formag¢do da matriz polimérica numa fase inicial de formagdo do

biofilme.
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9.5 CONCLUSOES

Com este trabalho pretendeu-se conhecer o desempenho de dois biocidas, carbamato e
glutaraldeido, na reducdo da concentragcdo celular em suspensdo no circuito de aguas
brancas, bem como na prevencdo da formacdo de depdsitos, em condigdes operacionais
reais de uma industria de pasta e papel. Simultanecamente também se testou a hipotese do
carbamato poder ser utilizado como um agente de agregacdo microbiana, neste género de

industria, assumindo entdo um papel idéntico aos convencionais agentes de retencao.

Ambos os biocidas provaram ser mais eficientes em reduzir a populacdo microbiana em
suspensdo nas aguas brancas do que em reduzir a massa de depdsito acumulada nas células
de fluxo. Se compararmos os desempenhos de ambos os biocidas, o glutaraldeido mostrou

ser mais eficiente na redu¢do dos parametros avaliados do que o carbamato.

O carbamato, contudo, confirmou possuir capacidade de aglomeracdo celular uma vez
que, a carga microbiana em suspensdo diminuiu consideravelmente quando a dgua branca,
tratada com carbamato, foi filtrada através de um filtro-tela. Esta capacidade, ndo detectada
com o glutaraldeido, em induzir a formag¢do de agregados microbianos, que podem ser
separados das agua brancas por filtracdo, aproximam-no dos convencionais agentes de

retencao.

Se associarmos o potencial de agregacdo do carbamato com um processo de filtragdo, o
uso do carbamato provoca uma acrescida redugdo dos microrganismos em suspensao, que
ndo pode ser menosprezada. Este facto caracteriza, decididamente, o carbamato como um
ajudante de agregacdo e levanta a hipotese deste poder ser incluido no grupo dos

tradicionais ajudantes de reten¢@o usados na industria da pasta e do papel.

A implementa¢do de metodologias similares a descrita, isto ¢, a associa¢do do uso de
agentes de retencdo convencionais com um processo de filtragdo, podera contribuir para a
reducdo da populagdo microbiana em suspensdo e, por consequéncia, da acumulag¢do de

biofilme nos equipamentos, sem introduzir compostos toxicos no circuito de agua.
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A presente dissertacao centrou-se no estudo da eficacia de dois biocidas, carbamato e
glutaraldeido, em sistemas de biofilme. O trabalho experimental compreendeu,
essencialmente, a investigacdo da ac¢do dos dois biocidas na adesdo inicial de P.
fluorescens a suportes de aco inox, e a determinagdo da ac¢do antimicrobiana dos biocidas
na actividade respiratoria de culturas suspensas e de biofilmes. Neste trabalho, também se
caracterizou o efeito do caulino na actividade respiratéria das bactérias, desenvolvidas em
suspensdo ¢ em biofilme, bem como no desempenho antimicrobiano dos biocidas. Os
trabalhos laboratoriais foram complementados com ensaios “on-line” realizados numa

industria de pasta e papel.

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

dominio desta dissertagdo, sdo as seguintes:

m O carbamato, sob determinadas condigdes de temperatura e de pH, alterou a carga
superficial eléctrica de Pseudomonas fluorescens para valores nulos ou positivos. Desta
forma, o fendmeno de adesao inicial desta bactéria a superficies carregadas negativamente,
como o ago inox, foi favorecido. O glutaraldeido interferiu com a adesdo inicial de modo
distinto, isto ¢, este pareceu aumentar a repulsdo entre as bactérias € o ago inox, uma vez

que o numero de bactérias aderidas ao ago inox diminuiu com a sua aplicagao.

m Como consequéncia da alteracdo da carga superficial eléctrica das bactérias, o
carbamato promoveu também a formacdo de agregados bacterianos. Esta caracteristica
indiciou o carbamato como um agente de agregacdo microbiana, ¢ fez despontar a
possibilidade deste poder ser usado como um agente de retencdo. A utilizacdo de agentes de
retencdo € uma pratica corrente em alguns sectores industriais, nomeadamente, na industria
de pasta e papel. O processo de retencao corresponde a formar agregados microbianos (sem
producao de exopolimeros) que podem incorporar na pasta de papel sem risco para a

qualidade do papel.

m O carbamato provou poder ser comparado a um agente de agregacao tradicional, e por
consequéncia poder ser considerado como um ajudante de reten¢do na industria da pasta e
papel, uma vez que, quer nos ensaios laboratoriais quer nos ensaios realizados em condigdes
industriais, causou indices de retengdo celular bastante elevados (45 % a 75 % em menos de

5 min de contacto com o biocida). Estas constatagdes sugeriram que outras substancias com
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propriedades coagulantes e/ou floculantes, tais como os tradicionais agentes de retengao
usados nas industrias de pasta e papel, possam vir a revelar-se eficientes no controlo das
populagdes microbianas e da formagdo de biofilme e, por consequéncia, constituir uma

alternativa consistente e aceitdvel, do ponto de vista ambiental, ao uso de biocidas.

. A presenca de particulas de caulino nas suspensdes bacterianas estimulou claramente
a actividade respiratoria especifica de P. fluorescens, mesmo quando as suspensdes
bacterianas estavam inicialmente tamponadas a diferentes valores de pH. Esta ac¢ao
estimuladora foi particularmente mais significativa nos ensaios realizados a pH diferente do
valor optimo. As diferentes configuracdes espaciais adoptadas pelo caulino, em fungao do
pH, pode explicar, em parte, o efeito estimulador do caulino. Todavia, os mecanismos
envolvidos neste fendmeno ndo sdo claros, pelo que deverdo ser objecto de mais

investigagdo em trabalhos futuros.

m O efeito estimulador do caulino também se manifestou quando as bactérias
P. fluorescens estavam constituidas em biofilmes mistos, isto €, em biofilmes formados na
presenca de particulas de caulino. O aumento da actividade respiratéria das bactérias dos
biofilmes, em consequéncia da incorporagdo de caulino, pode ser devido ao estabelecimento
de microambientes favoraveis no interior do biofilme, pois as argilas podem adsorver
metabolitos toxicos, trocar ides e exercer um efeito tampao local, beneficiando assim o

metabolismo bacteriano.

m A aplicacdo de ambos os biocidas reduziu a actividade respiratéria das bactérias
P. fluorescens, quer quando estas cresceram em suspensdo quer quando se constituiram em
biofilme. No entanto, a reducdo causada pela adi¢ao de glutaraldeido ¢ nitidamente superior
a obtida com a aplicagao de carbamato. Estes resultados permitem concluir que, em termos
de efeito letal, e nas condigdes testadas, a eficiéncia do glutaraldeido ¢ bastante superior a

registada com o carbamato.

m Os dois biocidas, carbamato e glutaraldeido, demonstraram ser mais eficazes na
reducdo da actividade respiratéria de P. fluorescens em suspensao do que quando estas
mesmas bactérias estavam constituidas em biofilme. Como a razdo biocida/bactéria foi
menor nas suspensodes bacterianas do que nos biofilmes, pode-se entdo concluir que a
diminui¢do da ac¢do antimicrobiana dos biocidas, quando aplicados a biofilmes, se deve a

factores intrinsecos ao proprio biofilme ou ao meio circundante. Estes factores estdo, de um
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modo geral, implicados no desenvolvimento de formas de resisténcia por parte das bactérias

englobadas nos biofilmes.

m As particulas de caulino interferem com o desempenho dos biocidas, interferéncia
essa pouco marcada ou mesmo insignificante no caso do glutaraldeido e mais declarada e
significativa com a aplicacdo de carbamato, pois a eficiéncia do carbamato diminuiu nos
ensaios com a argila. A menor eficiéncia do carbamato, na presenga de caulino, pode ser
resultado da diminuicdo da quantidade de carbamato em solugdo disponivel para as
bactérias, pois testes paralelos demonstraram que o caulino possui a capacidade de remocao
do carbamato do meio de cultura. Este efeito de remoc¢dao do carbamato parece estar
associado a adsor¢do quimica deste as particulas de caulino, resultando na formagdo de

novas moléculas ndo toxicas.

m Nos ensaios realizados em ambiente industrial, ambos os biocidas revelaram,
novamente, ser mais eficientes na reducao da populacdo microbiana em suspensdo nas
aguas brancas do que na diminuicdo da massa dos depositos. O glutaraldeido voltou a ser o
biocida mais eficiente na reducao dos parametros avaliados. Os resultados obtidos sugerem
que as estratégias de controlo do sujamento bioldgico ndo devem confinar-se a remocao dos
depositos dos equipamentos por aplicacdo de biocidas, mas também devem incluir
procedimentos de limpeza mecanica. A implementacdo de medidas de controlo dos
microrganismos em suspensao nos circuitos de agua também deve ser considerada, pois

estes sdo os percursores determinantes do aparecimento de biofilmes.

Ainda que os principais objectivos deste trabalho tenham sido, na sua maioria,
alcancados, ha questdes que nao ficaram totalmente esclarecidas, pelo que seria interessante

obter mais algumas informag¢des complementares. Assim, sugere-se, a curto prazo:

m Avaliar o efeito dos biocidas e das particulas de caulino em biofilmes desenvolvidos
em regime turbulento, de modo a ser possivel conhecer o efeito do regime de fluxo no

desempenho dos biocidas.

m Desenvolver e caracterizar biofilmes simples e mistos com a adi¢do continua dos

biocidas.
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m Determinar, mais pormenorizadamente, quais os mecanismos envolvidos na ac¢ao

estimuladora do caulino, principalmente quando este ¢ incluido nas suspensdes bacterianas.

De seguida, sdo apresentadas mais algumas sugestdes, cuja concretizagdo exigiria
bastante mais trabalho, pelo que poderdo constituir, na sua esséncia, possiveis topicos para

futuros trabalhos de investigagdo, a concretizar mais a longo prazo.

mTestar novas estratégias de aplicacao destes biocidas a biofilmes, nomeadamente, no
que refere ao niumero de choques, tempo de dura¢do de cada choque e tempo de intervalo

entre os choques.

m Alargar o estudo a outros biocidas, devendo-se incidir, preferencialmente, em
biocidas aceitaveis do ponto de vista ambiental. A aplicagdo de outras substancias com
caracter antimicrobiano, tais como, enzimas, bacteriéfagos e biodispersantes, também deve

ser objecto preferencial de investigacao.

m Desenvolver e testar novas estratégias de controlo de biofilmes baseadas na
combinagdo de mais que um agente antimicrobiano, como por exemplo: enzimas-biocidas;

biodispersantes-biocida, etc.

m Investigar e caracterizar as formas de resisténcia adoptadas pelos microrganismos

quando constituidos em biofilme, face a aplicagdo dos biocidas.





