Liacia da Conceicdo Diogo Chaves

Estudo da Cinética de Formacdo de Biofilmes em

Superficies em Contacto com Agua Potavel

Dissertacdo  apresentada  para
obtencdo do grau de Mestre em
Tecnologia do Ambiente pela
Universidade do Minho

Tese realizada sob a orientagcao de

Doutora Maria Jodo Vieira

Professora Associada

Universidade do Minho

Escola de Engenharia

Departamento de Engenharia Bioldgica

2004



“Preferi a ciéncia ao fino ouro,

pois a Sabedoria vale mais que

as pérolas e joia alguma pode iguala-la™.
(Prov 8, 10-11)

Aos meus Pais,

a Sofia, ao Filipe e ao Ni.



Agradecimentos

Agradecimentos

Quero expressar os meus melhores agradecimentos e o meu profundo reconhecimento
a todos aqueles que de alguma forma contribuiram, directa ou indirectamente, para a

concretizacdo deste trabalho:

A Doutora Maria Jodo Vieira agradeco a orientagdo cientifica, o incentivo, a
confianga depositada, a disponibilidade e o apoio ao longo de todo o trabalho em especial

durante a escrita da tese e revisao final;

A Universidade do Minho ¢ em particular ao Director do Departamento de
Engenharia Biolégica ¢ 3 Comissao Directiva do Mestrado em Tecnologia do Ambiente,
agradeco a oportunidade que me concederam de participar neste Mestrado, bem como a
disponibilizagdo das instalagdes e de todos os recursos postos a disposicdo, durante a

execucao pratica deste trabalho;

Ao Director do Laboratéorio de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da
Universidade do Porto, Professor Doutor Joao Carlos Sousa, agradeco por ter
disponibilizado meios humanos e materiais para a realizacdo da identificagdo das bactérias

isoladas da dgua potavel;

A Dr.* Susana do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmécia da
Universidade do Porto, agradeco todo o trabalho e tempo dispendido na realizagdo da

identificacdo das bactérias da agua potavel e a amabilidade com que sempre nos recebeu;

Ao Doutor Pierre Morin agradeco a orientacdo técnica e cientifica disponibilizada no

arranque deste trabalho, que muito contribuiu para a sua boa execu¢ao;

A Doutora Joana Azeredo ¢ a Doutora Pilar Teixeira agradeco os esclarecimentos
prestados sobre a adesdo de microrganismos a superficies, assim como a revisdo final desta

matéria na tese;

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 1



Agradecimentos

A Dr.* Ana Paula Pacheco o meu sincero agradecimento pelo apoio, ajuda pratica no
isolamento e identificacdo das bactérias da 4gua e sua caracteriza¢do e amizade demonstrada

ao longo de todo o trabalho;

Ao Engenheiro Nuno Azevedo desejo expressar o meu sincero agradecimento pelo
apoio, as sugestoes feitas durante a escrita da tese e toda a amizade partilhada ao longo deste

trabalho;

Aos Amigos e Colegas de Laboratério ¢ desculpem aqui ndo particularizar, mas
assim nao esqueco ninguém, tenho a agradecer o companheirismo nos bons e maus momentos,
o agradavel convivio, o 6ptimo ambiente de trabalho que me proporcionaram, a amizade

partilhada e toda a ajuda dispensada;

Aos técnicos de Departamento de Engenharia Bioldgica, nomeadamente o Sr. Manuel

Santos ¢ a D. Maria dos Anjos, agradeco toda a colaboragdo técnica e laboratorial prestada;

A todos os meus amigos, tenho a agradecer a amizade, carinho, apoio, incentivo e

coragem que sempre me deram em todos 0s momentos;

Finalmente, agradeco a minha familia, em especial aos meus Pais, Irmaos ¢ ao Ni,
pela presenca sempre atenta, amor, carinho dedicado, compreensao, ajuda, apoio, incentivo e

encorajamento que sempre me deram ao longo da minha vida. A eles Muito Obrigada!

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 11



Resumo

Resumo

Um dos principais objectivos das Companhias de Agua em todo o Mundo ¢ distribuir as populagdes
agua potavel de qualidade. No entanto, a crescente incidéncia de infecgdes relacionadas com a ingestdo de agua
tornou o controlo da qualidade da 4gua para consumo humano uma preocupagdo dominante para as entidades
gestoras de sistemas de abastecimento de dgua, para garantir que a dgua potavel que chega aos consumidores nao
constitui um risco para a saude publica. A agua que circula nas redes de distribuigdo esta longe de constituir um
produto puro e estavel, uma vez que a densidade dos microrganismos presentes aumenta com o tempo de
residéncia e a distincia entre a esta¢do de tratamento e o utilizador. O crescimento microbiano nas condutas da
rede de distribuigdo sob a forma de biofilmes é a principal causa de deterioracdo da qualidade da agua
distribuida, pois estes permitem a manutengdo dos microrganismos em condi¢des vidveis e sdo um local
privilegiado para a sobrevivéncia de muitos microrganismos patogénicos. No entanto, o controlo da formagao de
biofilmes em sistemas de distribuicdo de dgua potavel ndo € uma tarefa facil, porque sdo muitos os factores que
influenciam a sua formacao e estrutura.

Com o objectivo de estudar a cinética de formagao de biofilmes em superficies em contacto com a dgua

potavel, o presente trabalho foi subdividido nas seguintes tarefas:

= Estudo da influéncia de diferentes factores na formagdo de biofilme pela quantificacdo do numero de
bactérias totais e cultivaveis. Os factores estudados foram o tipo de material da superficie em contacto com a
agua potavel, o regime de escoamento hidraulico e a concentracdo de matéria orgénica biodegradavel (nutrientes)
presente na agua. Para tal, foram realizados diversos ensaios de formacdo de biofilme num sistema de células de
fluxo testando simultaneamente duas superficies de adesdo, ago inoxidavel 316 e PVC, em regime de escoamento
turbulento e laminar e com ¢ sem a adi¢do de nutrientes a agua. A quantificagdo das bactérias cultivaveis foi
efectuada em dois meios de cultura diferentes, R,A e TSA, com o intuito de estudar o efeito do meio de cultura
na contagem de bactérias heterotroficas em placa. Foram também utilizadas varias técnicas microscopicas com o
objectivo de estudar a influéncia dos diferentes factores na arquitectura de biofilmes “maduros”.

= Identificagdo das bactérias presentes na agua que alimenta o sistema de células de fluxo, responséaveis pela
formacao de biofilme, pelo sistema de identificacdo Programa API (ID32GN), assim como caracterizagdo das
bactérias e das superficies de adesdo usadas para o crescimento do biofilme, no que respeita as propriedades
superficiais, nomeadamente as tensdes superficiais e a hidrofobicidade, através da técnica de medigdo de angulos
de contacto. Efectuou-se ainda uma previsdo teérica da adesdo bacteriana das varias espécies encontradas na
agua as superficies de adesdo em estudo neste trabalho por aplicacdo da teoria termodindmica da adesio.

Da realizag@o do trabalho proposto para esta dissertagdo pode-se concluir que:

= A acumulag¢io de biofilme na superficie das condutas da rede de distribuicdo de agua potavel ¢
influenciada pelos varios factores em estudo neste trabalho e pela variacdo da qualidade da agua que entra no
sistema. Contudo, embora a variabilidade das caracteristicas da dgua potavel a entrada do sistema, tal como o
perfil microbioldgico, influencie as cinéticas de formacdo de biofilme, o impacte sobre o potencial de
crescimento do biofilme ¢ muito limitado permitindo obter conclusdes sobre a importancia relativa de cada um
dos outros factores em estudo neste trabalho. Assim, do factor mais importante para o menos importante, a
acumulacdo de biofilme nas superficies aumenta devido a adi¢do de nutrientes a agua, ao uso de condigdes
turbulentas em vez de laminares ¢ ao uso de PVC em vez de aco inoxidavel como material suporte. O tipo do
meio de cultura usado para a quantificag@o de bactérias cultivaveis influenciou os valores obtidos, concluindo-se
que, de entre os estudados, o RyA é o melhor meio para a quantificagdo de bactérias em agua potavel. A
utilizagdo de varias técnicas microscopicas para a visualizagdo do biofilme “maduro” permitiu verificar que as
bactérias ndo s@o os unicos constituintes dos biofilmes, pois também se podem encontrar fungos, leveduras e
protozoarios. No entanto, devido ao niimero limitado de observagdes que foi possivel realizar, ndo se podem tirar
conclusdes sobre a influéncia dos varios factores em estudo na arquitectura do biofilme.

= Foi possivel identificar 14 diferentes espécies bacterianas na agua potdvel que alimenta o sistema de
células de fluxo. Da caracterizacdo das diferentes espécies bacterianas isoladas da dgua segundo as propriedades
superficiais pode-se concluir que a Unica espécie bacteriana considerada hidrofobica foi a Brevundimonas
diminuta SP1, sendo todas as restantes espécies identificadas hidrofilicas. No entanto, destas, as consideradas
como mais hidrofilicas sdao a Comamonas acidivorans SP1 e SP3 e como menos hidrofilicas a Acinetobacter
Iwoffi SP1 e Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1. As superficies de adesdo usadas neste trabalho, aco
316 e PVC, foram caracterizadas de acordo com as suas propriedades superficiais como hidrofébicas, sendo, no
entanto, o ago 316 ligeiramente mais hidrofobico que o PVC. Do estudo da previsdo tedrica da adesdo bacteriana
a superficies por aplicagdo da teoria termodindmica da adesdo pode-se concluir que, para qualquer das espécies
bacterianas isoladas da agua potavel, a ades@o é termodinamicamente mais favoravel para o ago do que para o
PVC; a espécie Brevundimonas diminuta SP1 considerada como mais hidrofobica é aquela que possui uma
adesdo mais favoravel de acordo com as leis da termodindmica, para qualquer das superficies de adesdo. Pelo
contrario, a Comamonas acidovorans SP1, considerada como a espécie mais hidrofilica, apresenta uma adeso
termodinamicamente desfavoravel.
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Abstract

Abstract

One of the main goals for water companies, all over the world, is to supply to the consumer drinking
water with quality. Nevertheless, the increase in the diagnostic of infections related with water consumption, in
order to ensure that the consumers have potable water that does not constitute a public health risk, the control of
water quality became a dominant concern for the entities that run the systems of water supply.

The water that runs in the distribution networks is far from constitute a pure and stable product since,
the existent microorganism density increases with residence time and with the distance from the water station to
the consumer. The microbial growth in the distribution system as biofilms is the main cause for quality
deterioration of the supplied water since, it allows the maintenance of microorganisms in viable conditions and
are a privileged environment for the survival of pathogenic microorganisms. However, the control of biofilm
formation in drinking water distribution systems is not an easy task because, there are multiple factors that
influence biofilm formation and structure.

With the perspective to study the biofilm formation kinetics in drinking water distribution systems, the

present work had the following objectives:

= To study the influence of different factors in biofilm formation by quantifying the number of total and
culturable bacteria. The factors studied were the type of material that was in contact with the drinking water, the
hydrodynamic conditions and the concentration of biodegradable organic matter (nutrients) presented in water.
For that, several biofilm formation assays were made in a flow cell system by testing two different adhesion
surfaces, stainless steel 316 (SS) and PVC, under turbulent and laminar flow and with and without nutrient
addition to the water. The quantification of culturable bacteria was assessed with two different culture media,
R,A and TSA, with the aim to investigate the effect of the culture media in the number of heterotrophic bacteria
with the ability to growth in solid media. Several microscopic techniques were also used with the objective to
investigate the influence of different factors in the architecture of mature biofilms.

= The identification of bacteria presente in the water that feed the flow cells system, responsible for biofilm
formation, was performed by the identification system API (ID32GN). To characterize the bacteria and the
adhesion surfaces used for biofilm growth, concerning surface properties, namely surface tension and
hidrophobicity, by the contact angles measurement. To achieve a theoretical prevision for bacteria adhesion, of
the several species found in the water, to the surfaces under study by the application of the thermodynamic
adhesion theory.

From the results of the work carried out for this dissertation, the following conclusions can be drawn:

= The biofilm accumulation on the surface pipes of the drinking water distribution network is affected by the
several factors studied in this work and by the variation in the concentration of bacteria in the water that feed the
system. Nevertheless, albeit the variability in the drinking water characteristics that feed the system, as the
microbiological profile, had influence in the biofilm kinetics, the impact for biofilm growth potential is limited
allowing to obtain other conclusions about the relative importance of each one of the factors studied in this work.
From the most relevant to the least relevant factor, the biofilm accumulation on the surfaces increased due to the
addition of nutrients to water, the use of turbulent instead of laminar flow conditions and the use of PVC instead
of SS as support material. The type of culture media used to quantify the culturable bacteria affected the number
obtained, allowing to conclude that R,A is the best media to quantify the bacteria in drinking water.The
utilization of several microscopic techniques for the visualization of mature biofilms allowed to verify that
bacteria are not the sole constituents of biofilms: fungi, yeasts and protozoa can also be found in the biofilm.
However, due to the limited number of microscopic observations, no conclusions can be drawn concerning the
influence of the several factors under study in the biofilm architecture.

= |t was possible to identify 14 different bacterial species in the drinking water that feed the flow cell
system. From the different species characterization, according to the surface properties, it was concluded that the
only bacteria specie considered hydrophobic was Brevundimonas diminuta SP1, being all the other species
hydrophilic. Nevertheless, the ones considered as more hydrophilic were Comomonas acidovorans SP1 and SP3
and as less hydrophylic Acinetobacter Iwoffi SP1 and Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1. The
adhesion surfaces, used in this work, SS and PVC, were characterized in accordance with their surface properties
as hydrophobic, being SS more hydrophilic than PVC. From the theory prevision for bacteria adhesion to
surfaces, by the application of the thermodynamic adhesion theory, it was possible to conclude that for every
bacterial species isolated from drinking water, the adhesion is thermodynamically more favourable for SS than
for PVC; Brevundimonas diminuta SP1, considered as the most hydrophobic, is the one that had a more
favourable adhesion according to the thermodynamic theory, for both adhesion surfaces. Conversely,
Comomonas acidovorans SP1, considered as the most hydrophilic, had a thermodynamically unfavourable
adhesion.
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Capitulo 1 Introdugdo

Capitulo 1 - Introduciao

Neste capitulo faz-se uma revisdo bibliografica dos fundamentos tedricos que estdo na
base do estudo abordado nesta dissertacao. Assim, faz-se uma breve referéncia a necessidade
de controlo da qualidade da 4gua para abastecimento publico, por forma a garantir que a agua
potavel que chega aos consumidores nao constitua um risco para a saude publica. Apresenta-
se o conceito de biofilme, descrevendo-se os seus principais constituintes e as suas principais
vantagens e desvantagens. Faz-se uma descricdo sumaria do mecanismo de formacdo de
biofilmes e dos principais factores que influenciam a sua formacdo, assim como de alguns
reactores usados para a sua monitorizagdo. Como a formacgao de qualquer biofilme ¢ sempre
precedida pela adesdo de células a superficies solidas, descreve-se o mecanismo de adesdo e
as principais teorias explicativas da adesdo, bem como os aspectos microbioldgicos
envolvidos na adesdo. Por ultimo faz-se referéncia a algumas técnicas usadas neste trabalho
para o estudo da adesdo, nomeadamente as utilizadas para a caracterizacao das propriedades

superficiais dos microrganismos e das superficies de adesao.

1.1 Controlo da Qualidade da Agua Potavel de Abastecimento Publico

1.2 Definicao de Biofilme

1.3 Importancia do Estudo dos Biofilmes

1.4 Formagao de Biofilmes

1.5 Factores que Influenciam a Formacao de Biofilmes

1.6 Reactores de Biofilme

1.7 Mecanismo de Adesao Bacteriana e Colonizacao de Superficies

1.8 Teorias Explicativas da Adesdo entre Microrganismos e Superficies Solidas
1.9 Aspectos Microbioldgicos da Adesao

1.10 Técnicas para Estudar a Adesao
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Capitulo 1 Introdugdo

1.1 - Controlo da Qualidade da Agua Potavel de Abastecimento Piiblico

O controlo da qualidade da dgua para consumo humano constitui, hoje em dia, uma
preocupagdo dominante para muitas entidades gestoras de sistemas de abastecimento de dgua
de todo o mundo industrializado. Para que se atinja o objectivo de controlar a qualidade da
agua que ¢ distribuida, ¢ necessario utilizar procedimentos de rastreio eficientes e
economicamente viaveis.

A qualidade da agua que ¢ consumida pela populagdo depende de diversos factores
tais como: a seleccdo e proteccdo eficaz e permanente das origens da agua; o tratamento
adequado da agua; a correcta concep¢ao, constru¢do e exploragdo dos sistemas de
distribuicdo; a manutencdo das redes de tubagens e reservatorios de armazenamento; o
diagnostico periddico e sistematico da qualidade da dgua que € distribuida aos consumidores e
a realizagdo de acgdes correctivas que o diagndstico evidencie como necessarias.

O modo mais eficiente de diagnosticar se uma agua tem a qualidade pretendida, ¢
medir sistematicamente as concentragdes dos seus principais constituintes. Para isso deve-se
proceder a realizacdo de andlises fisicas, quimicas e microbioldgicas da 4gua, com uma
frequéncia adequada, em todo o sistema de abastecimento, desde a origem até a distribuicao,

incluindo todas as etapas do tratamento.

1.1.1 - Microbiologia dos Sistemas de Distribuicio de Agua Potavel

A agua que circula nas redes de distribui¢do esta longe de constituir um produto puro
e estavel. Na maior parte dos casos, a rede transporta uma agua que respeita as normas de
qualidade. No entanto, a densidade dos microrganismos presentes na rede pode aumentar com
o tempo de residéncia ou/e a distancia entre a estagdo e¢ o utilizador (Maul et al., 1989),
diminuindo, assim, a qualidade da 4gua fornecida.

Em sistemas de distribuicdo de agua para consumo humano podem detectar-se uma
grande variedade de microrganismos como bactérias, leveduras, fungos, algas, protozoarios e
macro - invertebrados que podem ser agrupados em populagdes autdctones ou endogenas e
aloctones ou exdgenas. As populacdes endogenas sdo de dificil erradicagdo por estarem bem

adaptadas ao meio e representarem ecossistemas estaveis. Desenvolvem-se nas paredes das
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condutas e dos reservatorios, formando biofilmes, que mais tarde podem ser introduzidos na
agua circulante por arrastamento ou erosdo. Por seu turno, as populacdes exodgenas podem ser
transportadas pelo escoamento. Embora a maior parte destas populagdes ndo tenham a
capacidade de se desenvolver dentro de um sistema de distribuicdo de agua, sdo capazes de
sobreviver por longos periodos e de se desenvolver mais tarde, logo que atinjam de novo um
ambiente favoravel (Alegre, 1994). No entanto, nem todos os microrganismos presentes na
agua para consumo humano sdo prejudiciais para a saude publica. Na Tabela 1.1 resumem-se

os principais agentes infecciosos da dgua para consumo (Geldreich, 1990; US EPA, 1998).

Tabela 1.1 - Principais agentes infecciosos da d4gua para consumo

Bactérias

Virus

Protozoarios

Campylobacter jejuni

Escherichia coli

Salmonella (1700 spp.)

Shigella (4 spp.)
Vibrio cholerae

Yersinia enterocolitica

Adenovirus (31 tipos)
Enterovirus (71 tipos)
Hepatite A
Agente de Norwalk
Reovirus

Rotavirus

Balantidium coli
Entamoeba histolytica
Giardia lamblia

Cryptosporidium spp.

Helicobacter pylori Virus coxsackie

A pesquisa de microrganismos patogénicos para o0 Homem na 4dgua de consumo ¢ um
ponto importante quando se faz o controlo de qualidade microbioldgica da dgua. Contudo, tais
microrganismos, quando presentes, encontram-se em pequeno numero pelo que as
dificuldades técnicas da sua deteccdo e isolamento tornam esta andlise impraticavel como
método de rotina. Por esta razdo, recorre-se a uma abordagem indirecta, pesquisando-se
grupos de microrganismos aceites como indicadores de contaminagdo, nomeadamente fecal, e
que ocorrem em populacdes mais elevadas facilitando assim a sua deteccdo e quantificagdo
(Cruickshank, 1985). Estes indicadores incluem grupos (ndo taxondmicos) de microrganismos
que por si s6 ndo sdo geralmente perigosos mas que informam acerca de possiveis contactos

da dgua com matérias de origem fecal.

1.1.2 - Causas de Contaminacio da Agua nos Sistemas de Distribuicio

Em 4guas para consumo humano os grupos de microrganismos potencialmente

patogénicos encontram-se presentes em pequenas quantidades. No entanto, podem surgir

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 3



Capitulo 1 Introdugdo

variagoes subitas dos seus valores, “os episoddios”, que podem ter diversas causas (van der
Wende e Characklis, 1990): -atravessamento, quando o aumento do niimero de bactérias na
rede de distribui¢do, resulta de bactérias vidveis que conseguiram atravessar o processo de
desinfecgdo ¢ tratamento; -crescimento, o aumento do nimero de bactérias no sistema ¢é
devido a proliferacdo de bactérias a jusante do processo de desinfeccdo, que tanto pode
ocorrer em biofilmes (crescimento nas superficies) como na fase liquida; -retro-
contaminagdo, aumento da quantidade de microrganismos por entrada destes pelos pontos de
saida de agua e posterior progressdo em sentido contrario do movimento da dgua circulante.

Segundo estudos efectuados, a ocorréncia de episddios de contaminagdo da dgua para
consumo deve-se cada vez menos ao atravessamento ou a retro-contaminagdo ou qualquer
outra fonte de contaminacdo externa, uma vez que os sistemas de tratamento e distribui¢dao
sdo cada vez mais eficientes. Assim, o crescimento microbiano, principalmente o crescimento
sob a forma de biofilmes, assume um papel primordial nas alteracdes subitas da qualidade da
agua nos sistemas de distribui¢do de dgua potavel, resultante da erosdo e do desprendimento
de por¢des do biofilme para a agua circulante, influenciando directamente a qualidade da
agua.

Assim, a monitorizagao dos biofilmes e o conhecimento e a compreensao dos factores
que influenciam o seu desenvolvimento em sistemas de distribuicdo de dgua, apresenta-se
como um passo fundamental para desenvolver estratégias de prevencdo e tratamento para
obter agua de qualidade em qualquer ponto do sistema de distribuicdo. Para melhor
compreensdo da forma como um biofilme pode afectar a qualidade da 4gua e intervir no seu
processo de contaminacao € essencial conhecer o modo como vérios factores influenciam a

formagao desta pelicula biologica.

1.2 - Definicao de Biofilme

A definigdo 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 substincias poliméricas extracelulares que estes
excretam e por agua.

As células microbianas aderem firmemente a quase todas as superficies imersas em

solucdo aquosa. Estas células aderidas crescem, reproduzem-se e produzem substancias
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poliméricas extracelulares, que se estendem para além da superficie das células, formando um
emaranhado polimérico que envolve toda a biomassa aderida, assumindo o conjunto a
designacdo de biofilme (Characklis e Coosey, 1983; Characklis e Wilderer, 1989). Os
biofilmes ndo sdo necessariamente uniformes quer no tempo quer no espago, podendo
englobar particulas solidas (argilas, areias, produtos de corrosdo e particulas organicas)

provenientes do meio aquoso onde estdo imersos (Characklis e Marshall, 1990; Wimpenney

etal., 1993).

1.2.1 - Composic¢ao dos Biofilmes

Os biofilmes sdo tipicamente constituidos por dgua, microrganismos, substancias
poliméricas extracelulares (EPS), particulas retidas e substancias dissolvidas e adsorvidas.

A 4gua ¢ a fraccdo mais significativa da massa total do biofilme, podendo variar entre
70 a 95% da massa total do biofilme (Flemming, 1993). Outros autores (Christensen e
Characklis, 1990; Neu, 1994; Azeredo e Oliveira, 2000), referem que a razdo massa de
agua/massa de biofilme pode ser até proximo de 99% ou mesmo atingir valores superiores.

Os microrganismos representam somente uma pequena parte da massa e do volume do
biofilme, geralmente menos de 10%, embora estes excretem as substincias poliméricas que
representam a fraccdo dominante da matéria organica seca do biofilme. Segundo Flemming
(1993), as substancias poliméricas representam cerca de 70 a 95% da matéria orgénica da
massa seca do biofilme, enquanto que para Bakke et al. (1984) pode variar entre 50 e 90% do
total da matéria organica dos biofilmes.

Os biofilmes possuem uma enorme diversidade de espécies microbianas, em que os
microrganismos frequentemente encontrados sao microalgas, fungos, protozoarios, bactérias e
virus (Characklis et al., 1990), sendo, no entanto, devido a sua maior versatilidade e
resisténcia, as bactérias os microrganismos predominantes. As bactérias devido as suas
caracteristicas como tamanhos reduzidos, elevadas taxas de reproducao, grande capacidade de
adaptacao e de producdo de substancias e estruturas extracelulares que as protegem do meio
circundante, sdo de entre todos os microrganismos, consideradas como excelentes produtoras
de biofilme (Characklis et al., 1990).

A composi¢do quimica das substancias poliméricas extracelulares que constituem a
matriz ¢ muito complexa e heterogénea, sendo maioritariamente composta por polissacaridos

(até 65%) (Horan e Eccles, 1986; Wimpenny et al., 1993). No entanto, a matriz polimérica
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pode também ser constituida por proteinas, acidos nucleicos, lipidos, substancias himicas e
heteropolimeros, tais como glicoproteinas (Goodwin e Foster, 1985; Jahn e Nielsen, 1995;
Frolund et al., 1996; Nielsen et al., 1996). A matriz polimérica ¢é responsavel pela morfologia,
estrutura, coesdo, integridade funcional dos biofilmes, ¢ a sua composicdo determina a
maioria das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos biofilmes (Flemming ¢ Wingender,
1999).

Os biofilmes que se encontram em ambientes naturais sio de um modo geral
heterogéneos contendo mais do que um microambiente distinto. No mesmo biofilme podem
ser encontrados estratos aerobios e estratos anaerébios (Characklis and Marshall, 1989; van
der Wende e Characklis, 1990). Os primeiros situam-se nas zonas mais superficiais do
biofilme e os segundos nas mais profundas, junto ao suporte sobre o qual o biofilme se
desenvolve. Esta estratificacdo deve-se a dificuldade de difusdo do oxigénio presente na agua
através do biofilme, conjugado com o facto do oxigénio disponivel ser logo consumido pelos
microrganismos que compdem as camadas mais superficiais.

A espessura dos biofilmes varia com as condi¢gdes do meio, composi¢do quimica e
hidrodindmica, podendo encontrar-se desde peliculas muito finas (5 a 10 pm) em sistemas de
aguas purificadas, até algumas bastante espessas (5 a 10 mm) como nos circuitos de “aguas

brancas” da industria do papel e da pasta de papel.

Assim, o modo de desenvolvimento em biofilme proporciona, aos microrganismos

que o constituem, importantes beneficios, tais como:

* aumento da concentracdo de nutrientes nas interfaces liquido-biofilme uma vez que a
matriz polimérica favorece a adsor¢do de moléculas de nutrientes;

= protecgdo contra factores ambientais agressivos, como flutuagdes de pH, concentragdes
de sais, desidratacao, forcas de tensdo de corte, substancias quimicas agressivas, bactericidas,
antibioticos, predadores, bactérias liticas e metais pesados;

= possibilidade de troca de material genético devido aos longos tempos de retengdo dos
microrganismos;

= facilidade de desenvolvimento de microconsdrcios que permitem o estabelecimento de
relacdes de simbiose bem como a utilizacdo de substratos de dificil degradagao;

= capacidade de estabelecer e colonizar nichos ecologicos (Flemming, 1991; Mittelman,

1998).
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Os biofilmes que se encontram na superficie das tubagens da rede de distribuicdo de
agua potéavel (fluido muito pobre em nutrientes) sdo pouco espessos, atingindo maximos de
espessura de poucas centenas de micrometros (van der Wende e Characklis, 1990) e por vezes
nao cobrem completamente a superficie. Estes podem albergar microrganismos patogénicos
(Walker et al., 1995), criar zonas anaerobias, promover o aparecimento de zonas de
biocorrosdo, consumir o cloro residual (Kiéné et al., 1998), produzir metabolitos que geram
odor e sabor, diminuir a capacidade de transporte da agua e ainda contaminar a agua por

desprendimento de por¢des de biofilme.

1.3 - Importancia do Estudo dos Biofilmes

Os biofilmes desempenham um papel importante na natureza e em processos
tecnologicos. Do ponto de vista do interesse do Homem podem ser benéficos ou prejudiciais,
donde resulta a necessidade do seu estudo para poder desenvolver estratégias no sentido de
melhorar as suas caracteristicas, caso ele seja benéfico, ou para o eliminar ou inibir a sua
formacgao, quando a sua acgao ¢ prejudicial.

Como exemplo de biofilmes benéficos temos aqueles que se acumulam em ambientes
naturais nos depositos dos rios, lagos ou ambientes marinhos, ¢ que se desenvolvem em
associacao com as raizes de algumas plantas fornecendo-lhes alguns nutrientes. Sdo também
biofilmes benéficos aqueles que sdo utilizados em biotecnologia ambiental com grande
sucesso no tratamento de efluentes, removendo poluentes organicos e inorganicos de aguas
contaminadas. Na industria alimentar os biofilmes apresentam intimeras vantagens, podendo
ser utilizados na produgdo de alimentos fermentados, como por exemplo, a producao de
vinagre.

Infelizmente, nem sempre as potencialidades dos biofilmes constituem vantagens para
o Homem. Na maioria das situa¢des, a adesdo de microrganismos a superficies solidas ¢
indesejavel pois, de uma maneira geral, estd associada a deterioragdo das superficies e/ou
ambiente circundante. Nas ciéncias médicas, os biofilmes apresentam-se geralmente com um
caracter nocivo uma vez que estdo associados a um grande nimero de problemas de saude,
tais como infecgdes em tecidos, infecgdes do trato urindrio, infecgdes e consequente rejeicao
de proteses ¢ implantes e infecgdes da placa dentaria, entre outras (Costerton et al., 1981; Neu

etal., 1992; Wilcox, 1993).

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 7



Capitulo 1 Introdugdo

Na industria, para além de originar problemas de higiene, a acumulagdo de biofilmes
pode provocar perdas de eficiéncia em permutadores de calor, perda de carga nas tubagens e
aceleragdo da deterioracdo dos materiais (Characklis e Cooksey, 1983; Matilla-Shandhom e
Wirtanen, 1992).

Nos sistemas de distribuicdo de 4agua potavel, a formacdo de biofilme, e
principalmente o seu desprendimento, constitui um factor de diminui¢@o da qualidade da agua

(LeChevallier e McFeters, 1985).

1.4 - Formacao de Biofilmes

Os principais processos envolvidos na formagao de um biofilme sobre uma superficie
solida em contacto com um meio liquido sao (Figura 1):

(1) Adsor¢do de substancias organicas dissolvidas a uma superficie solida em
contacto com um meio aquoso, formando-se um “filme condicionador”;

(2) Transporte de microrganismos e outras particulas do meio aquoso para a
superficie s6lida condicionada;

3) Adesdo firme dos microrganismos a superficie;

4) Transporte de nutrientes da fase liquida para a interface liquido-biofilme, bem
como no interior do filme microbiano;

%) Producdo de biofilme devido ao consumo dos nutrientes, consequente
crescimento e reproducdo dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros extracelulares;

(6) Transporte de subprodutos do biofilme para o exterior;

(7) Desprendimento de porcdes de biofilme devido a fendomenos de erosdo

superficial ou descolamento subito (“sloughing off™).
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Figura 1.1 - Principais processos envolvidos na formac¢ao de um biofilme (Pereira, 2001).

Cada um dos processos referidos contribui para o aumento (processos de deposi¢cao ou
ganho) ou para a diminui¢do (processos de remocao, desprendimento ou perda) da quantidade
de biomassa acumulada numa determinada superficie solida, sendo o desenvolvimento de
biofilme intimamente dependente, em cada instante do balango entre os ganhos ¢ as perdas de
biomassa (Gjaltema, 1996).

Entre os processos que mais contribuem para o aumento da quantidade de biofilme
temos a adesdo de células microbianas a superficie solida, o seu crescimento e reproducio e a
adesdo de células suspensas ao biofilme (Bryers, 1983). O desprendimento de biofilme, a
respiragcdo endogena, a morte celular, a lise celular e o ataque por predadores sao os principais
fendmenos responsaveis pela diminui¢do da quantidade de biofilme.

De acordo com Bott (1993), a acumulagdo de biofilme ¢ um processo natural, que
ocorre segundo um padrao sigmoidal (Figura 1.2), como resultado de um balango entre varios

processos fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorrem em simultaneo.

Fase
estacionaria
\ “Sloughing off”

A

Biofilme
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/
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Figura 1.2 - Acumulagdo de biofilme ao longo do tempo (Pereira, 2001).
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As condi¢des hidrodindmicas do meio liquido circundante influenciam todos os
processos que estdo envolvidos no desenvolvimento do biofilme, pelo que, naturalmente, em
fases especificas do desenvolvimento do biofilme, um dos processos (de deposi¢do ou de
remog¢do) pode predominar sobre os restantes, tornando-se o processo controlador do
fendmeno global. Os processos que intervém no crescimento bioldgico do biofilme estdo
associados aos mecanismos de transferéncia de massa do seio do liquido para a superficie do
biofilme, que podem ocorrer por difusdo molecular quando o fluido est4 estagnado ou escoa
em regime laminar, ou difusdo turbulenta e conveccao forcada quando o escoamento se d4 em
regime turbulento, seguidos de transporte no interior do biofilme e reac¢do bioldgica (Melo,
1994). Como a maioria dos processos de desenvolvimento de biofilme ocorre de forma
consecutiva, o processo mais lento influencia e limita a velocidade do processo global,
tornando-se o processo limitante (Characklis, 1990).

A formagdo do “filme condicionador” ocorre rapidamente, apos o transporte e
adsorcao a superficie solida de ides e moléculas organicas dissolvidas no meio aquoso.
Segundo Mittelman (1998) este ¢ estabelecido nos primeiros 5 a 10 s ap6s uma superficie
solida limpa ser colocada no meio aquoso. A velocidade de formagdo do “filme
condicionador” ¢ dependente da concentragdo de moléculas organicas no meio aquoso € sua
afinidade para o suporte solido, das condi¢des hidrodindmicas do meio liquido (Chamberlain,
1992) e das caracteristicas superficiais do suporte (carga superficial, energia livre de
superficie, rugosidade) (Marshall e Blainey, 1990).

O “filme condicionador” pode alterar consideravelmente as caracteristicas fisico-
quimicas superficiais do suporte sélido, favorecendo ou, em alguns casos reduzindo, a adesao
bacteriana aos suportes (Fletcher, 1992).

Apo6s a formagdo do “filme condicionador”, etapa percursora de todo o processo de
desenvolvimento de biofilme, ocorrem os mecanismos de transporte e adesdo bacteriana que

se encontram descritos no ponto 1.6 deste capitulo.

O desprendimento de por¢des de biofilme pode ocorrer segundo quatro processos
distintos: erosao superficial, descolamento (“sloughing oft”), abrasdo e ataque por predadores
(Bryers, 1987).

A erosdo superficial consiste na remo¢dao continua de pequenos fragmentos da
superficie do biofilme para a interface biofilme-liquido, como resultado essencialmente de
alteragdes ambientais na fase aquosa, nomeadamente alteragdes de fluxo. Diz-se que ocorre

desprendimento por descolamento de biofilme quando ocorre esporadicamente o
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destacamento de grandes por¢des de biofilme devido a alteracdes de certas condigdes dentro
do proprio biofilme. Este tipo de desprendimento € particularmente comum quando o liquido
escoa em regime laminar, quando os valores da tensdo de corte junto ao biofilme sdo
relativamente baixos, quando ocorre producdo interna de gas, alteragdes bruscas da
concentragdo de nutrientes e devido a presenca de desinfectantes.

A remocgao de biofilme pode ainda ocorrer por abrasdao devido ao contacto fisico do
biofilme com outras entidades, como por exemplo, colisio com particulas em suspensdo
(Gjaltema, 1996), e por ataque de predadores (“grazing”), uma vez que 0s protozoarios se
alimentam na superficie dos biofilmes bacterianos.

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 contem biofilmes

(Rittman, 1989).

1.5 - Factores que Influenciam a Formacio de Biofilme

Segundo o revisto por varios autores, Characklis (1990), Bott (1993) e Vieira (1995),
o desenvolvimento de um biofilme pode ser condicionado por diversos factores entre os quais
se destacam: o pH, a temperatura, a forca idnica do meio, a velocidade de escoamento, a
concentracdo de nutrientes do meio liquido, as caracteristicas dos microrganismos presentes
no meio liquido, o tipo de material e a rugosidade da superficie solida, a presenga de material
particulado, de micronutrientes ¢ de agentes antimicrobianos. Alguns destes factores por
serem objecto de estudo neste trabalho como o pH, a temperatura, a velocidade de
escoamento, a concentragdo de nutrientes, o tipo de material da superficie solida e o seu
estado de conservacdo e a presenga de agentes antimicrobianos (cloro), serdo a seguir
descritos de uma forma mais pormenorizada. As caracteristicas dos microrganismos ¢ dos
materiais onde ocorre a formacdo de biofilme, nomeadamente as suas propriedades
superficiais (tensdo superficial e hidrofobicidade), também estudadas neste trabalho, sdo

analisadas no ponto 1.9 deste capitulo.
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1.5.1 - pH

Os microrganismos tém limites de sobrevivéncia e valores de pH Optimos de
crescimento. De acordo com os valores de pH do meio, estes podem ser classificados em trés
grandes grupos: acidofilos, neutrofilos e basofilos (Stanier et al., 1995).

A maioria dos biofilmes naturais forma-se a valores de pH préximos da neutralidade.
Desvios para valores superiores ou inferiores de pH 7 irdo afectar o desenvolvimento e
actividade do biofilme (Bott, 1995), j4 que o pH tem um efeito preponderante no metabolismo
microbiano. Por outro lado, o pH também afecta as propriedades superficiais dos
microrganismos ¢ das superficies solidas, podendo aumentar ou diminuir a repulsio
electrostatica entre as duas entidades e, deste modo, interferir com o processo de adesao dos
microrganismos as superficies.

Quando se estudam os biofilmes de sistemas de distribuicdo de dgua potavel deve ser
considerado que a turbuléncia do fluido pode conduzir a uma redugdo dos valores de pH
devido ao CO; se misturar com a agua e formar HCO;. Adicionalmente, o abaixamento dos
valores de pH também pode ocorrer, devido a libertacdo para o meio de substancias acidicas
produzidas pelos microrganismos que se desenvolvem nas paredes (Characklis e Marshall,
1989; Caldwell et al., 1992; Buckman, 1997). Esta redugdo é mais notoria junto da superficie
das tubagens, nos biofilmes, onde se criam microambientes resguardados da corrente da agua

(van der Wende, 1990).

1.5.2 - Temperatura

A temperatura ¢ outro factor determinante no desenvolvimento microbiano, € como
tal, pode afectar a formagdao e a actividade de qualquer biofilme, bem como o tipo de
microrganismos que o compdem. Assim, quando se pretende estudar a formagdo de biofilme
em sistemas de distribui¢do de dgua potavel, o conhecimento do impacte que a temperatura
pode ter no desenvolvimento bacteriano reveste-se de grande importancia para a compreensao
da composi¢ao e evolugcdo dos biofilmes de uma dada regido, principalmente a nivel do
desenvolvimento de microrganismos patogénicos.

Para valores elevados da temperatura ocorre a desnaturagdo das proteinas que compoe
0s microrganismos, o que se manifesta por uma reducdo abrupta da taxa de crescimento. O

valor da temperatura a partir do qual esses efeitos destrutivos sdo preponderantes designa-se
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por limite méximo de temperatura. A temperatura para a qual se regista um valor maximo da
taxa de crescimento, designa-se por temperatura Optima. Por outro lado, com a reducdo da
temperatura ocorre uma diminui¢do da taxa de crescimento dos microrganismos até¢ um dado
valor em que o crescimento cessa, correspondendo este valor da temperatura ao limite minimo
de temperatura. Cada microrganismo tem valores precisos para os limites minimo € maximo e
temperatura optima. No caso das bactérias esses valores e os valores dos intervalos nos quais
o crescimento ¢é possivel variam bastante (Stanier et al., 1995).

Assim, em paises do norte da Europa, Canad4d e em alguns estados dos EUA, as
temperaturas médias da dgua que circula nas tubagens dificilmente ultrapassam os 15°C. Em
paises do sul da Europa, como por exemplo Portugal, os valores da temperatura da agua que
circula nas tubagens € por longos periodos do ano superior a 20°C, o que podera favorecer um
maior desenvolvimento de bactérias como por exemplo a E. coli e outras bactérias que podem

representar um risco para a saude publica.

1.5.3 - Velocidade de Escoamento/Regime de Escoamento

Os efeitos da velocidade de escoamento, ou os efeitos de turbuléncia no seio do
liquido avaliados pelo tipo de regime de escoamento da 4gua (dado pelo nimero de
Reynolds), tém um papel bastante significativo no desenvolvimento e estabilidade dos
biofilmes (Bott, 1993). A velocidade de escoamento da d4gua em contacto com as superficies
solidas interfere com os processos de adesdo bacteriana, transporte de nutrientes e de
desprendimento dos biofilmes e, consequentemente, com o desenvolvimento do biofilme.

A velocidade de escoamento do fluido tem influéncia sobre a taxa de transferéncia de
massa do seio do liquido para o biofilme bem como sobre a taxa de desprendimento de
porcdes de biofilme (Characklis, 1990). Quando a velocidade do fluido ¢ baixa, a resisténcia a
transferéncia de massa (nutrientes, oxigénio, etc.) do meio liquido para os microrganismos
embebidos no biofilme é mais elevada, sendo deste modo o crescimento do biofilme
prejudicado. Quando a velocidade do fluido ¢ elevada (elevados nimeros de Reynolds),
obtém-se, consequentemente, uma elevada turbuléncia no seio do liquido. Isto traduz-se
essencialmente em dois aspectos de cardcter oposto: por um lado, provoca um aumento da
transferéncia de massa no seio do liquido para o biofilme o que podera originar um aumento
da taxa de desenvolvimento de biofilme; por outro lado, com o aumento da velocidade

aumentam também as forcas de tensdo de corte que poderdo causar maior erosdo e
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desprendimento de por¢des de biofilme e, por consequéncia, diminuicdo da quantidade de
biomassa fixada ao suporte s6lido. No entanto, a redugdo em biomassa origina biofilmes
menos espessos, 0 que podera beneficiar o transporte de nutrientes no interior do biofilme
(Pereira, 2001).

Segundo Vieira et al. (1993), maiores velocidade e turbuléncia do liquido também
podem afectar a estrutura fisica dos biofilmes, tornando-os, em regime turbulento, mais finos
mas também mais densos e coesos.

Percival et al. (1998), em estudos efectuados sobre a formagao de biofilme utilizando
agua potavel, verificaram que para velocidades de escoamento da agua elevadas (1,75 m/s) o
crescimento do biofilme ¢ maior do que o observado para velocidades de 0,32 e 0,96 m/s.
Contudo, para elevadas velocidades de escoamento este efeito desaparece com o decurso do
tempo, o que se deve, provavelmente, as elevadas forcas de tensdo de corte sentidas na
superficie, provocando o desprendimento de biofilme, o que pode conduzir a um acréscimo na
quantidade de células no seio do liquido. Estes autores também constataram que o aumento da
velocidade promoveu o aparecimento de cadeias de exopolimeros e também a presenga de
bactérias filamentosas na superficie.

A variagdo da velocidade pode também influenciar no modo de colonizagdo das
superficies. A baixas velocidades as células isoladas aderem a superficie e originam colonias.
A elevadas velocidades ocorre uma adesdo de grandes grupos de células e s6 muito poucas de

forma isolada (Antunes, 1999).

1.5.4 - Concentra¢ao de Nutrientes

A relativa facilidade com que os biofilmes se desenvolvem deve-se em parte a grande
variedade das espécies de microrganismos que os compde requererem quantidades minimas
de nutrientes para que ocorra o seu crescimento. Quanto maior for a quantidade de nutrientes
disponiveis sob a forma de carbono organico facilmente assimilavel, maior serd o crescimento
microbiano e maior serd a diversidade de organismos que podem ser mantidos (Buckman,
1997).

Relativamente aos biofilmes das tubagens da rede de abastecimento de dgua potavel,
uma das possiveis fontes de carbono organico facilmente assimilavel ¢ o que € transportado
em suspensao pela propria agua desde a zona de captacdo. O teor em carbono organico em

suspensao na agua depende da estagdo do ano a qual influencia os caudais dos cursos de agua,
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e consequentemente, 0 maior ou menor arrastamento de matérias organicas das margens e em
especial de campos. Outra das fontes de carbono orgénico podem ser os biofilmes que se
desenvolvem ao longo do sistema de distribuicdo de agua: ocorre o desprendimento de partes
deste para a dgua corrente, como consequéncia da actuacdo de desinfectantes e das forcas de
tensdo de corte.

O ferro ¢ também um dos nutrientes necessarios para o desenvolvimento celular
bacteriano, apresentando-se mesmo como um nutriente limitante para o crescimento. As
tubagens de ferro que ainda compde uma boa parte das redes de distribuicao e abastecimento
de agua potavel oferecem um substrato de ferro que ¢ uma fonte nutritiva para as bactérias e

funcionam como ambientes Optimos para o desenvolvimento de certos microrganismos.

1.5.5 - Tipo de Material da Superficie e o Seu Estado de Conservacio

A superficie inerte onde se formam os biofilmes desempenha um papel importante na
forma e desenvolvimento do biofilme. O estado de conservagdo da superficie pode, muitas
vezes, ser um factor determinante na formacao do biofilme. A revisdo de inumeros casos
sugere que os biofilmes sdo um problema comum em tubagens que estdo em servigo nas redes
de distribuicdo de dgua potavel ha mais de 10 anos. Os depdsitos porosos e irregulares
(tubérculos) que se encontram frequentemente a superficie das tubagens antigas, sdo zonas
preferenciais para o crescimento bacteriano.

Portanto, em tubagens que apresentam longas vidas de utilizag@o regista-se uma maior
deterioragdo da qualidade da agua, tanto em termos microbiologicos como em termos das
propriedades quimicas devido ao processo de corrosdo e producdo de metabolitos resultantes
do desenvolvimento microbiano. Deste modo, a vida de um tubo est4 intimamente relacionada
com a qualidade da 4gua que circula dentro deste.

O tipo de material da superficie ¢ outro factor que também pode influenciar o
desenvolvimento de biofilme. Tubagens de natureza ferrosa sdo habitats propicios para o
desenvolvimento microbiano, uma vez que o ferro ¢ um nutriente necessario para o
desenvolvimento de certas espécies bacterianas, como ja foi referido anteriormente.

Walker et al. (1995), analisaram o desenvolvimento de biofilme sobre vidro e ago
macio betumado (material indicado para as condutas de 4gua) e constataram, pelos resultados
obtidos que, em ambos os materiais, o crescimento do biofilme apresenta valores semelhantes

em termos de microrganismos.
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Por outro lado, estudos efectuados por Camper et al. (1996) mostraram que superficies
reactivas, como a do a¢o, permitem um desenvolvimento microbiano bastante superior (10

vezes superior) ao de superficies inertes, como o policarbonato.

Figura 1.3 - Segmentos de tubagens da rede de distribuicdo de dgua potavel com visivel
deterioragao.

1.5.6 - Concentraciao de Agentes Anti-Microbianos (Concentracio de Cloro)

O cloro ¢ uma substancia oxidante vulgarmente utilizada no processo de desinfec¢ao
da agua para abastecimento publico, sendo responsavel por danificar ou mesmo destruir os
microrganismos presentes evitando a sua proliferagdo ao longo das redes de distribuicao.

Nos processos de desinfecgdo de agua para consumo humano o cloro pode ser
adicionado a 4gua na forma de hipoclorito ou na forma de cloroaminas. O cloro livre tem um
efeito mais eficaz a curto prazo. No entanto, as cloroaminas sdo menos reactivas mas mais
persistentes, mantendo-se em quantidades elevadas por todo o sistema de distribui¢do e
penetrando de forma mais eficaz no biofilme. Por conseguinte, as cloroaminas danificam mais
0os microrganismos presentes do que o cloro na forma livre (Connell, 1996), mas estes
compostos de cloro t€ém o inconveniente de serem mais propicios para formar subprodutos
cancerigenos do que o cloro livre. Os subprodutos resultantes da combinacdo do desinfectante
com a matéria organica sdo os trihalometanos (THM’s).

De um modo geral, a concentragdo de cloro que ¢ necessaria para erradicar a maior
parte dos microrganismos presentes na agua ronda os 0,3 mg/L de cloro residual. Porém,
mesmo com a adi¢cdo de grandes quantidades (4,3 mg/L) de cloro livre, verifica-se que alguns
coliformes conseguem subsistir (LeChevallier et al., 1984). Isto pode dever-se a diversos
motivos: por um lado o cloro adicionado a 4gua pode nao chegar em quantidades suficientes a
todos os pontos da rede de distribui¢cdo, em zonas terminais do sistema de distribui¢do e muito

afastadas da estacdo de tratamento ou de pontos de pos-cloracdo, registam-se concentragdes
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de cloro baixas ou praticamente nulas que permitem o desenvolvimento bacteriano; a elevada
caréncia em cloro da dgua, resultante da sua reaccdo com a matéria organica e ou produtos de
corrosdo; € a menor susceptibilidade das bactérias presentes nos biofilmes das paredes das
canalizagdes ao cloro, devido a dificuldade de difusdo deste nas matrizes poliméricas que as
protegem, comparado com as existentes na forma planctonica.

A caréncia em cloro da dgua corresponde a quantidade de cloro que reage inicialmente
com agentes redutores e outros compostos presentes no meio, € que, num caso limite, pode
resultar numa quantidade nula de cloro residual na 4gua para a inactivagcdo microbiana, sendo
o seu valor variavel e dependente de varios factores (Connell, 1996). Assim quanto maior for
a quantidade de matéria organica em suspensao na agua, maior sera a caréncia em cloro da

agua.

1.6 - Reactores de Biofilme

Os reactores de biofilme sdo reactores bioldgicos em que a biomassa, ou seja, o
conjunto formado pelas células microbianas constituidas em biofilme juntamente com as
substancias poliméricas por elas excretadas, se encontra fixada a suportes sélidos e nao
suspensa no meio liquido.

Este tipo de reactores apresenta-se de um modo geral, como bastante vantajoso uma
vez que se consegue obter altas concentragdes de biomassa mesmo trabalhando a elevadas
taxas de diluicdo (Gjaltema, 1996). Este factor ¢ especialmente significativo quando a
capacidade dos reactores para manter uma elevada concentracdo de microrganismos em
suspensao ¢ limitada, superando-se com esta propriedade a restri¢ao segundo a qual a taxa de
diluicdo ndo pode ultrapassar a taxa especifica de crescimento dos microrganismos para nao
ocorrer lavagem de biomassa do sistema (Bailey e Ollis, 1986). Pelo facto da biomassa estar
fixa, este tipo de reactores pressupde uma menor exigéncia de operagdes de separagdo de
solidos a jusante do reactor, bem como uma maior estabilidade do reactor face a variagdes das
condi¢des ambientais (choque orgéanico, choque hidraulico, choque térmico, presenca de
substancias toxicas, etc.) (Bryers e Characklis, 1990).

Assim os reactores de biofilme, constituem uma alternativa bastante promissora aos
tradicionais processos que operam com microrganismos em suspensao. Este tipo de reactores

sdo especialmente usados e com bastante frequéncia nos sistemas de tratamento de aguas
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residuais, sendo os sistemas de discos bioldgicos rotativos e os leitos percoladores exemplos

classicos de reactores de biofilme utilizados no tratamento de efluentes.

1.6.1 - Reactores para a Monitorizacdo de Biofilmes

Os reactores utilizados para a monitorizagdo de biofilmes tém vindo a constituir,
principalmente em anos mais recentes, parte integrante das estratégias de investigacdo na area
dos biofilmes. Pretende-se, assim, tentar entender, prever e influenciar a formagdo de
biofilmes. Neste sentido, foram projectados e desenvolvidos reactores que minimizam as
heterogeneidades e tornam a monitorizagdo dos biofilmes mais facil e eficiente.

Os bio-reactores laboratoriais usados para a monitorizacdo de biofilme podem ser
divididos em dois grupos distintos: os reactores a escala laboratorial com geometria industrial,
sendo estes pequenas réplicas dos reactores industriais onde sdo simulados os processos
biotecnoldgicos de larga escala; e as sec¢des de teste especificos. Este segundo grupo engloba
todos os dispositivos desenvolvidos experimentalmente para o estudo da formagdo de
biofilmes em ambiente bem controlado e reprodutivel. Estes dispositivos de teste permitem
obter de forma mais expedita informagdes acerca do crescimento, estrutura e actividade de
biofilmes, bem como a cinética de consumo de substrato. Estas informagdes seriam mais
morosas ¢ dificeis de obter em reactores de geometria semelhante a industrial ou com
biofilmes formados em habitats naturais.

As secgdes de teste especificas apresentam uma grande variedade de geometrias, mas
todas elas devem apresentar as seguintes caracteristicas:

= Possibilidade de utilizagdo de qualquer tipo de material como superficie solida de
adesdo, uma vez que se sabe que os microrganismos podem colonizar qualquer tipo de
material e que as propriedades de um biofilme sdo determinadas, de certa forma, pelo tipo de
material onde este se forma;

» Facilidade de remocdo, em condi¢des de assepsia, de amostras de biofilme
representativas e reprodutiveis, permitindo a amostragem do biofilme associado a superficie
de adesdo onde esta aderido, minimizando desta forma as possiveis perturbagdes da estrutura
e morfologia do biofilme;

= Possibilidade de manipulacdo de todos os pardmetros de operagdo: quimicos (tipo e

concentracdo de nutrientes, pH, oxigénio dissolvido, etc.), fisicos (temperatura, tempo de
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retencao hidraulico, regime de fluxo) e bioldgicos (tipo € concentracdo de microrganismos)
(Bryers e Characklis, 1992);

= Facil esterilizacdo e manipulagdo em condigdes de assepsia, caso seja necessario;

= Possibilidade de desenvolvimento de um biofilme até ao estabelecimento da fase
estaciondria de crescimento. Avaliacao facil, directa, se possivel ndo destrutiva e em tempo
real da acumulagdo do biofilme ao longo do tempo (Mittelman et al., 1992);

= Possibilidade de acesso ao interior do reactor para a introdu¢do de sensores de

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

Na maior parte das secc¢des de teste, a amostragem de biofilme envolve a remocao de
pequenas seccdes da superficie sélida de adesao.

Os principais exemplos de geometrias de sec¢do de teste laboratoriais com superficies
removiveis sdo os reactores anulares rotativos, dos quais o Roto Torque (Bakke et al., 1984) é
o modelo mais conhecido; e as células de fluxo, entre as quais o Dispositivo de Robbins
(McCoy et al., 1981) e o Reactor de C¢lulas de Fluxo (Pereira et al., 2002b). No entanto,
podem ser referidas outras geometrias, ainda que a amostragem de biofilme ndo envolva a
remogao de parte da superficie solida, tais como: quimiostatos, reactores tubulares e reactores
de membrana.

A estratégia mais bésica seguida no projecto de seccdes 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 recirculagdo. 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.

1.6.1.1 - Células de Fluxo

O desenvolvimento das Células de Fluxo, particularmente as de seccdo circular, ¢
atribuido, em grande parte, a sua clara similaridade geométrica com uma grande variedade de

sistemas quer industriais (condutas de abastecimento de agua, tubos de permutadores de calor)
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quer médicos (catéteres, enxertos cardiovasculares, etc.) onde € frequente a ocorréncia de
biofilmes.

Os sistemas de células de fluxo podem ser descritos de uma forma resumida como
segmentos de condutas com incorporagdo de superficies sélidas removiveis na parede interna
para a amostragem do biofilme ao longo do tempo (Bryers e Characklis, 1992). Este tipo de
reactores utilizados para a monitorizagdo de biofilme apresentam muitas vantagens praticas
que incluem a facilidade de construgdo, baixo custo e facilidade de integragdo nos sistemas
industriais (Nivens et al., 1995).

Um dos primeiros prototipos de células de fluxo foi desenvolvido por Jim Robbins ha
mais de vinte anos (McCoy et al., 1981) e por isso baptizado de dispositivo de Robbins. Este
dispositivo foi idealizado como um sistema de amostragem Iin-situ para a monitorizagdo de
biofilmes e para testar métodos de controlo de desenvolvimento do biofilme com agentes
antimicrobianos em condutas industriais. A sua especificidade constituiu uma limitagdo para a
sua aplicacdo directa em outras areas. Para ultrapassar estas limitagdes, algumas modificagdes
foram desenvolvidas (Lappin-Scott et al., 1993) e surgiu o Dispositivo de Robbins
Modificado que teve uma aplica¢do proveitosa no estudo de biofilmes em areas mais diversas
como a area médica (Nickel et al., 1985; Evans ¢ Holmes, 1987), ambiental ¢ 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 ¢ testaram as células de fluxo com
placas, apontando iniimeras vantagens deste tipo de dispositivos para a avaliacdo da adesdo
celular e da quantificagdo da cinética de formagao de biofilme de quatro estirpes diferentes de
E. coli.

Vieira et al. (1993) desenvolveram uma célula de fluxo baseada numa conduta de
seccdo semicircular para a monitorizacdo 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 sec¢do semicircular,
placas de aluminio (no caso dos estudos de transferéncia de calor) ou entdo membranas (no
caso da transferéncia de massa) para a deposi¢ao do depdsito biologico.

Pereira et al. (2002b) desenvolveram e propuseram um simples reactor de células de
fluxo que opera em posi¢do vertical com recirculagio em continuo. Este permite a

monitorizagdo da formagdao de biofilme em condigdes ambientais controladas, testando
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diferentes condi¢des hidrodinamicas, pela remogdo periddica das superficies de adesdo sem
que haja paragem do escoamento, diminuindo, assim, a possibilidade de contaminagdo e
perturbacdo da estrutura do biofilme. Este tipo de reactor ¢ altamente versatil permitindo uma
grande variedade de analises ndo destrutivas e destrutivas do biofilme, tendo sido usado para

o estudo da formagao de biofilme em condi¢des laboratorias e industriais.

1.6.1.2 - Reactores Anulares Rotativos

O Roto Torque consiste em dois cilindros concéntricos, um exterior estacionario € um
interior rotativo; constituindo as sec¢des de amostragem removiveis 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, ¢ de facil operagdo e compacto pois, num espago limitado, oferece uma elevada
area superficial para a formagdo de biofilme. A principal desvantagem € que, contrariamente
ao que seria suposto, o Roto Torque ndo garante tensdes de corte uniformes em toda a
superficie disponivel para a formagado de biofilme (Gjaltema, 1996). Este facto torna este tipo
de reactor inadequado para estudos quantitativos, quer fisioldgicos quer cinéticos, uma vez
que ndo € possivel obter-se amostras representativas de biofilmes.

Uma das vantagens do Reactores Anulares Rotativos em relagdo 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).

1.7 - Mecanismo de Adesiao Bacteriana e Colonizaciao de Superficies

A formagdo de qualquer biofilme ¢ sempre precedida pela adesdo inicial de células a
superficies, sendo esta, de acordo com Busscher et al. (1995), determinante na sua formagao.
Por outro lado, a sintese de exopolimeros pelas bactérias também contribui de forma
significativa para a formacdo de biofilme (Vandevivere e Kirchman, 1993). Assim, o
conhecimento da forma como os microrganismos aderem e dos factores que condicionam este
fenémeno reveste-se de grande importancia no estudo dos biofilmes.

A adesdo de microrganismos a superficies ¢ um fendémeno que ocorre naturalmente

em meios aquosos e que depende das propriedades superficiais dos suportes de adesdao e dos
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microrganismos envolvidos na adesao (carga superficial e hidrofobicidade), das propriedades
microbiologicas dos microrganismos (exopolimeros ou estruturas extracelulares) e das
propriedades do meio aquoso (presenca de substancias que podem condicionar as superficies,
pH, temperatura, velocidade de escoamento, tempo de exposi¢do, concentracdo de
microrganismos, tensdao superficial e forca i6nica do meio), tendo isto ja sido vastamente
comprovado por varios autores (Duddriege et al., 1982; Absolom et al., 1983; Chamberlain e
Johal, 1988; Neu e Marshall, 1990; Carballo et al., 1992; Hood e Zottola, 1995).

Para além das propriedades superficiais das superficies solidas acima referidas,
existem outros factores inerentes a morfologia das superficies que podem ser determinantes
na adesdo, tais como a sua composicao, rugosidade e porosidade (Pereira et al., 2000).

A influéncia da rugosidade da superficie na adesdo tem sido objecto de estudo de
muitos trabalhos que a consideram como um factor determinante na adesdo (Quirynen et al.,
1994; Verran e Taylor, 1995), tal como ¢ considerada por varios autores a hidrofobicidade
(Fletcher e Loeb, 1979; Jones et al., 1996) ¢ a carga superficial (van Looschecht et al., 1989;
Harkes et al., 1992;). O aumento da rugosidade da superficie tem sido associada com o
aumento da retencdo microbiana em, por exemplo, plasticos tais como polimetilmetacrilato
(Taylor et al., 1998) e cloreto de polivinilo (PVC) (Foschino et al., 1998), superficies
metalicas como o ago inoxidavel (Pederson, 1990) e também superficies dentarias (Quirynen
et al., 1990; Yamauchi et al., 1990). O aumento dos niveis de adesao associados a rugosidade
da superficie, atribuem-se a protecc¢ao das células no interior das irregularidades da superficie
das forgas de tensdo de corte, permitindo que a adesdo irreversivel seja estabelecida mais
facilmente, sendo por isso locais preferenciais para a colonizagdo inicial. Alem disso, as
irregularidades da superficie contribuem para um aumento da area superficial disponivel para
a adesdo (Quirynen et al., 1994; Quirynen e Bollen, 1995; Verran e Maryan, 1997).

A porosidade da superficie solida também contribui para o aumento da adesao devido

a maior area superficial disponivel (Pereira et al., 2000).

1.7.1 - Processo de Adesao

A colonizacdo de uma superficie sdlida por microrganismos pode processar-se em
quatro etapas: transporte até a superficie, adesdo inicial, fixagao a superficie e colonizagao.
O transporte dos microrganismos até a superficie pode fazer-se por difusdo devido aos

movimentos Brownianos em fluidos em repouso, ou por convecgdo num fluido em
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movimento. Segundo Characklis (1981) a velocidade do transporte convectivo ¢ muito maior
do que a do transporte por difusdo. A aproximacdo do microrganismo a superficie pode ainda
ocorrer por movimento activo dos mesmos quando possuem apéndices extracelulares que lhes
conferem mobilidade.

A adesdo inicial do microorganismo a superficie ocorre na vizinhanga desta (50 nm),
na qual os microrganismos e a superficie podem interactuar por forcas de curto e longo
alcance que conduzem a adesdo. A adesdo pode ser reversivel ou irreversivel. A primeira
refere-se a uma interaccdo inicial fraca entre o microorganismo e a superficie, de tal modo
que este apds estar fixo a superficie continua a exibir movimentos Brownianos podendo ser
removido por ac¢do de forcas de corte, ou pelo seu movimento activo. Este tipo de adesao
envolve forcas de longo alcance entre o microorganismo e a superficie: for¢as de van der
Waals e forcas electrostaticas. Na adesdo irreversivel o microrganismo liga-se
permanentemente a superficie e deixa de poder ser facilmente removido desta deixando de
exibir movimentos Brownianos (Characklis, 1981).

Assim, ap0s ocorrer a adesdo inicial pode estabelecer-se uma ancoragem firme entre a
célula microbiana e a superficie (fixagdo a superficie), por meio de ligacdes fisico-quimicas
especificas (covalentes, i6nicas e pontes de hidrogénio) ou através de pontes estabelecidas por
estruturas extracelulares especificas produzidas pelos microrganismos (apéndices celulares
filamentosos ou polimeros extracelulares). Apds as células estarem firmemente aderidas, da-
se a colonizacdo da superficie, as células comegam a crescer e as novas células formadas
crescem sobre as inicialmente aderidas, formando-se assim, microcoldénias que se
desenvolvem dando origem a um biofilme (Brecx et al., 1983).

No processo de adesdo, as interac¢des entre os microrganismos € as superficies sao
efectuadas por um conjunto de fendmenos fisico-quimicos, termodindmicos e
microbioldgicos. Existem algumas teorias que permitem quantificar as energias envolvidas
nas interacgoes entre superficies. Contudo, apenas consideram os aspectos fisico-quimicos e

termodindmicos da adesdo, omitindo o facto dos microrganismos serem entidades vivas.
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1.8 - Teorias Explicativas da Adesao entre Microrganismos e Superficies Solidas

1.8.1. - Teoria DLVO

A adesdo de microrganismos a superficies pode ser interpretada de acordo com a
teoria DLVO, desenvolvida por Derjaguin ¢ Landau (1941) e Verwey e Overbeek (1948),
para explicar a estabilidade de coldides liofobicos. Uma vez que a maioria das bactérias ndo
excede os 2,0 um de comprimento, a sua densidade € pouco superior a da dgua e possuem
carga global negativa, podem ser consideradas neste caso como particulas coloidais vivas
(Marshall, 1976).

Segundo a teoria DLVO, que considera apenas as forcas de longo alcance, a energia
potencial total de interac¢do entre dois corpos (V) € resultante da acgdo combinada entre as
forcas atractivas de van der Waals (V) e as forcas da dupla camada eléctrica (Vpr) que
geralmente sdo repulsivas, uma vez que a maioria das superficies quando em solucao adquire
carga superficial negativa.

As forcas de van der Waals podem ser de trés tipos: - dispesdo de London ou dipolo
induzido — dipolo induzido; - interac¢des de Debye ou dipolo induzido — dipolo permanente;
interacgoes de Keesom ou dipolo permanente — dipolo permanente. A intensidade das forcas
de van der Waals ¢ directamente proporcional ao tamanho dos corpos interactuantes e varia na
razdo inversa da distincia a superficie.

A maior parte dos sélidos quando imersos numa solugdo aquosa adquirem cargas
eléctricas a superficie por ac¢do de diversos mecanismos (Hunter, 1988). No caso dos
sistemas biologicos, a carga superficial adquire-se por adsor¢ao de 10es ou por ionizagao dos
grupos superficiais. Este fenomeno ¢ geralmente dependente das propriedades da solucgdo
aquosa, nomeadamente o seu pH. A superficie de um solido carregada electricamente,
juntamente com os ides existentes no liquido em contacto com o s6lido formam uma camada
difusa chamada dupla camada eléctrica, resultante do mecanismo de atracc¢ao e repulsdao de
10es e do efeito oposto dos movimentos Brownianos. O potencial electrostatico, estabelecido
entre a superficie e o liquido, resultante da diferente concentragdo de cargas no interior da
dupla camada eléctrica tem a designagdo de potencial da dupla camada eléctrica e o seu valor

diminui através da camada difusa desde o valor do potencial da superficie até atingir o valor
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nulo no seio da solucdo aquosa. Este ¢, em geral, representado pelo potencial Zeta ou
potencial electrocinético e estd directamente relacionado com a carga da superficie.

A contribui¢do das interacgdes consideradas pela teoria DLVO resulta num perfil de
energia potencial que ¢ muito dependente da forga idnica do meio. Assim, se a forga i6nica do
meio ¢ baixa, o perfil de energia potencial de interac¢ao entre os dois corpos de sinal igual
apresenta um maximo de energia, que representa uma barreira para a aproximacao dos corpos,
e um minimo de energia, designado minimo primario, que se localiza a uma distancia inferior
a 2 nm da superficie. Quando se aumenta a forca i6nica do meio, a barreira de energia
diminui, devido a diminui¢do da energia da dupla camada eléctrica. Assim, para valores
intermédios da forga i6nica do meio, 0 maximo de energia diminui e cria-se um minimo
secundario. Este, quando os microrganismos interactuantes sao bactérias, situa-se a 5-20 nm
da superficie e pode ser tanto mais profundo quanto maiores forem as forcas atractivas de van
der Waals. Uma vez ultrapassado o maximo de energia e atingido o minimo primadrio, a
ligagcdo entre os dois corpos interactuantes torna-se irreversivel. Para valores elevados da
forca i6nica do meio, a energia potencial de interacgdo ¢ sempre negativa e neste caso todas as
particulas podem atingir o minimo primadrio. A existéncia de dois minimos de energia permite
distinguir entre a adesdo reversivel (quando ocorre no minimo secundario) e irreversivel
(quando ocorre no minimo primario).

Como ja foi anteriormente referido, a teoria DLVO explica a adesdo de
microrganismos com base na interaccdo entre particulas coloidais e despreza todos os
aspectos microbiologicos da adesdo. Além disso, as forcas de interacgdo contabilizadas por
esta teoria sao apenas as for¢as de longo alcance (forgas de van der Waals e forcas resultantes
da dupla camada eléctrica), pelo que esta teoria s6 permite prever se 0s microrganismos se
aproximam a uma certa distancia da superficie. A teoria DLVO s6 prevé se a adesdo ocorre no
minimo primario, mas ndo permite quantificar a energia potencial dessa interac¢do. Quando
uma particula atinge o minimo primario, um conjunto de forcas de curto alcance passa a

dominar a interac¢do ¢ a determinar as forcas de adesao.

1.8.1.1 - For¢as de Curto Alcance

As forgas de curto alcance também designadas for¢as ndo DLVO (Elimelech, 1995)
englobam as forcas de repulsao de Born, as forgas de hidratagdo, as interac¢oes hidrofobicas,
as interacgdes estéricas e as pontes poliméricas. Estas for¢as permitem justificar os desvios da
teoria DLVO, contudo este tipo de interacgdes ndo sdo facilmente quantificdveis com a

excepcao das interac¢des hidrofobicas (Elimelech, 1995). A hidrofobicidade tem sido
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considerada a forga de curto alcance mais importante na adesdo bacteriana (Busscher et al.,

1990; van Oss, 1997).

1.8.1.1.1 - Interacc¢oes Hidrofobicas / Hidrofobicidade

As forgas de interac¢do hidrofobicas apesar de serem de curto alcance, podem em
determinados casos, ocorrer at¢é 80 nm da superficie e apresentar energias potenciais de
interac¢do duas vezes superiores as interaccoes de van der Waals (Pashley e Israelachvili,
1984).

Segundo o demonstrado por varios autores, a hidrofobicidade pode originar forgas de
interacc¢ao particularmente importantes na adesao de microrganismos em ambientes aquaticos,
assumindo em determinados casos uma maior importancia do que as interacgdes
electrostaticas (Fletcher e Loeb, 1979; van Looschecht, 1988; Nikawa et al., 1989; Stenstrom,
1989; Sousa et al., 1997; Azeredo e Oliveira, 1999; Teixeira e Oliveira, 1999;). Também foi
demonstrado que a hidrofobicidade desempenha um papel muito importante na fase inicial da
colonizacdo por microrganismos patogénicos, responsaveis por muitas doencas no Homem
(Doyle e Rosenberg, 1990).

Muitos foram os estudos em que se verificou uma relacdo directa entre a
hidrofobicidade das cé€lulas e a sua capacidade de adesdao a suportes soélidos (Fletcher e Loeb,
1979; McEldowney e Fletcher, 1986; Miyake et al., 1986; Stenstrom, 1989; Erner e Douglas,
1992; Sousa et al., 1997; Panagoda et al., 1998).

A importancia do cardcter hidrofobico da superficie das células na adesdo foi
explicada por Busscher et al. (1990) ¢ van Looschecht et al. (1990) que defendem, que para se
estabelecer uma adesdo efectiva entre duas superficies em meio aquoso o filme de dgua que as
separa tem que ser removido e a hidrofobicidade das superficies interactuantes contribui para
a facilidade dessa remogao.

Durante muito tempo, a hidrofobicidade de uma superficie foi considerada como um
parametro qualitativo. Segundo Adamson (1982), uma superficie ¢ considerada hidrofobica
quando ndo consegue ser molhada pela 4gua, podendo o seu caracter hidrofobico ser avaliado
pelo angulo de contacto que uma gota de dgua forma sobre a superficie. Assim, para angulos
de contacto superiores a 50° a superficie ¢ considerada hidrofobica, enquanto para angulos
inferiores a 50° a superficie serd hidrofilica.

van Oss e Giese (1995) definiram um critério quantitativo que permite avaliar a
hidrofobicidade da superficie de minerais a partir da energia de coesdo entre moléculas da

superficie imersas em agua (1.10.2.1).
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1.8.2 - Teoria Termodinamica da Adeséio

A adesdo de um microrganismo (bactéria) a uma superficie sélida em solucdo aquosa
sO se estabelece se o filme de dgua que reveste as duas superficies for removido. Portanto, a
interface bactéria/liquido (bl) e a interface superficie de adesdo/liquido (sl) terd que ser
substituida pela interface bactéria/superficie de adesao (bs). Segundo a teoria termodinamica,
a energia livre permutada neste fenomeno tende a ser minimizada e a adesdo s se verifica se
o processo conduzir a uma diminui¢ao da energia livre global.

A energia livre, AGggesso, permutada na substituicdo das interfaces ¢ definida pela

equacao modificada de Dupré (Absolom et al., 1983):
AGidesio = ’Ybs - ’Ybl - ’Ysl (1.1)

em que vy, corresponde a tensdo interfacial bactéria/superficie de adesao, Y., corresponde a
S

tensdo interfacial bactéria/liquido e v, corresponde a tensdo interfacial superficie de
S

adesao/liquido.

A tensdo interfacial pode ser determinada recorrendo a vérios métodos analiticos,
sendo a medi¢do de angulos de contacto a técnica mais vulgarmente utilizada (1.10.1.1).

A teoria termodinamica permite quantificar a energia envolvida na adesdo e prever de
forma quantitativa a possibilidade de se estabelecer uma interface superficie de
adesdao/microrganismo. Contudo, nesta teoria as interac¢des electrostaticas nao sao
contabilizadas e sdo muito importantes em sistemas aquaticos, pelo que esta teoria s6 pode ser
aplicada se a barreira de energia que separa as duas superficies for ultrapassada. Para além das
interacgoes electrostaticas também ndo sdo consideradas nesta teoria as interacgdes
especificas mediadas por exopolimeros ou apéndices extracelulares, ou seja, ndo tem em

conta os aspectos microbioldgicos da adesdo.

As teorias até agora apresentadas apenas permitem interpretar parcialmente os
fendmenos de adesdo. Contudo foi recentemente publicada uma simula de uma extensao a
teoria DLVO para explicar a interac¢do entre particulas (van Oss, 1994), que integra os

aspectos termodinamicos da adesdo com a teoria DLVO, que se designa por teoria XDLVO.
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1.8.3 - Teoria XDLVO

Segundo esta teoria quando duas particulas imersas numa solugdo aquosa se
aproximam, estabelecem-se entre as duas superficies as seguintes forcas de interac¢do:
interac¢des electrodinamicas ou apolares ou de Lifshitz-van der Waals (interacgdes LW);
interacgdes polares ou acido-base de Lewis (interacgdes AB); interaccdes electrostaticas
resultantes da sobreposicao das duplas camadas eléctricas (interaccdes DL) e as interacgdes
resultantes dos movimentos Brownianos (interaccdes BR). A energia livre total destas
interacgoes resulta do somatdrio das energias livres de cada uma das forgas de interaccao,
segundo a seguinte equacao:

AG™T = AG"Y + AG*® + AGP" + AGPR (1.2)

1.8.3.1 - Interaccoes de Lifshitz-van der Waals

As forcas de interac¢do de Lifshitz-van der Waals sdo também consideradas forgas de
interacgdo apolares porque se estabelecem entre as moléculas apolares da superficie das
particulas. A energia livre resultante das interacgdes apolares estd directamente relacionada

com a tensdo superficial. Segundo Good (1967), a tensdo superficial de liquidos ou s6lidos,

v ¢ definida como sendo metade da energia livre, AG;; permutada na coesdo de um material
no vacuo, ou seja,

1
Y, = —7*AG (1.3)

A energia livre de coesdo ¢ obtida através da determinacdo experimental da tensdo
superficial utilizando a técnica de medi¢do de angulos de contacto.
A tensdo interfacial apolar entre duas substancias apolares (1 e 2) ¢ dada pela equagdo

combinada de Good-Girifalco-Fowkes (van Oss, 1979):

Yo =Y, Y. Sy XY, (1.4)

A energia livre de interac¢do entre os materiais 1 ¢ 2 no vacuo ¢ calculada segundo a

equagao de Dupré:

W LW LW w 15
AGi = Y12 _71 _Y2 a.5)
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1.8.3.2 - Interacgdes Acido-Base de Lewis

Para além das interac¢des de van der Waals e das interacgdes electrostaticas, varios
autores verificaram a existéncia de outra for¢as de interac¢do que também poderiam ter um
papel importante na interac¢do entre coloides. Estas forgas de interac¢do apresentam um
caracter polar e podem ser atractivas (interac¢des hidrofobicas) ou repulsivas (pressdao de
hidratagao).

As energias resultantes destas interac¢des podem apresentar uma grandeza 10 a 100
vezes superior as interaccdes LW ou DL, que sdo as interacgdes contabilizadas pela teoria
DLVO (van Oss et al., 1987; 1988). Portanto, as interacgdes polares ndo contempladas pela
teoria DLVO permitem rectificar os desvios verificados por esta teoria, especialmente em
meios polares, tais como os meios aquosos (van Oss et al., 1988).

Em meios aquosos, as for¢as de interaccdo polares devem-se principalmente a
interacgoes entre dadores e aceitadores de electrdes que representam interacgdes do tipo
acido-base de Lewis, que sdo geralmente designadas por AB (Fowkes, 1987; van Oss et al.,
1987).

As forgas de interac¢cdo devidas ao aceitador de electrdes e ao dador de electrdes sdo

consideradas assimétricas (van Oss et al., 1987) e a energia livre polar de coesdo de uma

substancia i, AG4®, ¢ dada por:

AGY® = —4x |y xy. (1.6)

+ . . N . .
em que Y. representa o parametro de tensao superficial devido a capacidade aceitadora de
1

electrdes e yi o parametro da tensdo superficial devido a capacidade dadora de electrdes.

Como a energia livre de coesdo de uma substancia i no vacuo ¢ o dobro da sua tensdo

superficial (equagdo 1.3), entdo a tensdo superficial de uma substancia i polar ¢ dada por:

Y, =2xyy Xy, (1.7)

O aceitador de electrdes de uma substancia 1 reage com o dador de electroes de uma

substancia 2 da seguinte forma:

AGHAE = —2><1/'Y1+><’y;—2><1/’y1_><'y: (1.8)

Sendo a equagdo de Dupré também valida para as interacgdes polares, a energia livre

de interac¢do polar entre duas substancias 1 e 2, ¢ dada por:
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AB _ AB _ AB _ AB 1 9
AGp Yo =Y, Y, (1.9)
Combinando estas equagdes, a componente polar da tensao interfacial entre as substancias 1 e

2 pode ser definida como:

Yo :2{\/7?*% Y, Y Y —\/levlj (1.10)

De acordo, com o modelo de adesdo proposto pela teoria XDLVO, a tensao superficial

de um componente i ¢ resultado das contribuicdes aditivas das interac¢des de Lifshitz-van der

Waals (interac¢des LW) e de acido-base de Lewis (interacgdes AB):

T

(AN (L11)

1.9 - Aspectos Microbiologicos da Adesao

Virios estudos de adesdo realizados por diferentes autores, permitiram concluir que
devem existir outras caracteristicas na superficie das bactérias, para além das suas
propriedades superficiais, que contribuem para a adesdo bacteriana a superficies (Reid et al.,
1994; Flint et al., 1997; Sinde e Carballo, 2000).

As teorias apresentadas anteriormente ndo t€m em conta os aspectos microbioldgicos
da adesdo. Consideram apenas os aspectos fisico-quimicos e termodindmicos da adesdo, nao
tendo em conta o facto de os microrganismos serem entidades vivas e as suas caracteristicas
microbiologicas poderem condicionar a adesao.

Em meios aquosos a maior parte dos microrganismos apresenta uma superficie
ionogénica negativa (Marshall, 1980), bem como grande parte das superficies de adesdo.
Neste caso com base na teoria DLVO as forgas electrostaticas entre os microrganismos € as
superficies de adesdo seriam repulsivas. No entanto, muitos autores t€ém vindo a verificar a
colonizagdo de suportes negativamente carregados por microrganismos com carga do mesmo
sinal (van Loosdrecht et al., 1987; Sousa et al., 1997; Teixeira et al., 1998; Azeredo e
Oliveira, 2000).

Quando a forga i6nica do meio é baixo, o perfil de energia potencial de interac¢ao ¢
caracterizado por uma barreira de energia que dificulta a aproximacao das superficies,
necessaria para se estabelecerem interac¢des de curto alcance (até 0,3 nm de distancia)

responsaveis pela adesdo firme (que ocorre no minimo primario). Nestes casos, a interac¢ao
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entre o microrganismo ¢ a superficie s6 poderia ocorrer no minimo secundario (5 a 20 nm da
superficie) e portanto a adesdo seria reversivel (Characklis e Cooksey, 1983). No entanto,
verificou-se que muitos microrganismos aderem firmemente a superficie solida em ambientes
aquaticos de forca i6nica ndo muito elevada (Marshall, 1980). Quando a adesdo ocorre nestas
situagdes pode ser explicada pelo facto dos microrganismos poderem ser médveis ou mesmo
possuirem estruturas extracelulares especificas capazes de ultrapassar a barreira de energia
imposta pelas forcas electrostaticas repulsivas.

Segundo a teoria DLVO, as interac¢des electrostaticas sdo tanto mais repulsivas
quanto maior for o raio efectivo das particulas interactuantes. Assim, se as células através
destas estruturas (apéndices extracelulares filamentosos) conseguirem reduzir o seu raio
efectivo de interaccdo com a superficie, poderdo ultrapassar a barreira de energia e atingir o
minimo primario.

As estruturas extracelulares que podem facilitar a adesdo de bactérias a superficies sdo
as seguintes:

= Flagelos: estruturas responsaveis pela mobilidade das bactérias (MacNab, 1987) e que
medeiam a adesdo irreversivel que ¢ estabelecida por pontes poliméricas (produgdo de
exopolimeros);

= Polimeros extracelulares: substancias excretadas por muitas bactérias para o meio
ambiente. A produ¢do de polimeros estd associada a adesdo irreversivel de bactérias a
superficies de adesdo por pontes poliméricas.

* Fimbrias ou Pé&los: apéndices que ndo estdo associados a mobilidade das bactérias, no
entanto, sao responsaveis pela capacidade adesiva das bactérias a outras bactérias, a células
animais ou vegetais ou a particulas solidas;

= “Prosthecae” ou Talos: este conjunto de apéndices extracelulares constitui extensdes
de parede ou membrana celular responsaveis pela adesdo firme dos microrganismos a locais

especificos de outros microrganismos ou a superficies de particulas (Stanier, 1983);

1.10 - Técnicas para Estudar a Adesao

Para a quantificagdo das energias envolvidas na adesdo de microrganismos a

superficies, ¢ necessario determinar as propriedades superficiais das entidades interactuantes.
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As principais propriedades superficiais que quimica e fisicamente influenciam a
adesdo sdo a carga superficial e a hidrofobicidade.

A seguir encontram-se descritas algumas das técnicas utilizadas para a determinagao
das propriedades superficiais mais relevantes para a adesdo, nomeadamente a tensdo

superficial e a hidrofobicidade.

1.10.1 - Técnicas de Determinacido da Tensao Superficial de Solidos

Existem varias técnicas para determinar as tensdes superficiais de solidos, em que as
mais comuns se baseiam na medi¢do de angulos de contacto, adesdo a solventes orgénicos e
parti¢do bifasica em solventes organicos. As consideragdes termodindmicas que explicam o
principio de cada uma destas técnicas, relacionam sempre o coeficiente de particdo ou a
percentagem de células aderidas a solventes organicos com o angulo de contacto previsivel,
que por sua vez estd relacionado com a tensdo superficial. Por esta razdo a medicdo de

angulos de contacto ¢ o método mais vulgarmente aceite.
1.10.1.1 - Determinacio da Tensio Superficial por Medi¢io de Angulos de
Contacto

O angulo de contacto (0) formado por uma gota de liquido sobre uma superficie sélida
esta directamente relacionado com a molhabilidade da superficie por esse liquido. A equagao
de Young (Fowkes, 1964) estabelece a relagao entre o angulo de contacto e as componentes

da tensdo superficial:
COSO x ’Ylv - ’st B ’Ysl (1.12)

em que 7y - representa a tensdo superficial da interface liquido/vapor, Y atensdo superficial

da interface solido/vapor e v, 2 tensdo superficial da interface solido/liquido.

Existem varios métodos para a medicdo do angulo de contacto liquido/soélido.
Segundo Busscher (1984) o método mais facil de utilizar € o da gota séssil. De acordo com

van Oss et al. (1987) a tens@o superficial ¢ determinada pelo somatorio da componente apolar
(’YLW ) e polar (’yAB ) da tensao superficial (equagdo 1.11).

Combinando as equacgdes 1.4, 1.10 e 1.11 com a equacao de Young (1.12) obtém-se a

equacdo completa de Young-Good-Girifalco-Fowkes, que relaciona o angulo de contacto
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formado por um liquido sobre a superficie de um solido com as componentes da tensdao

. . LW  AB o+ - . . W AB o+ -
superficial do liquido ('yI oYY, ) e da superficie solida (’ys Y, oYY, ):

TOT LW LW + - - +
(1 + cos 0) X, =2x Y, <Y, +\/ysxyl+\/y8xyl (1.13)
van Oss et al. (1992) consideram que se pode desprezar a pressdo de espalhamento,

quando Y, >, > pPorque neste caso a forca de coesdo do liquido ¢ superior as forgas de adesao

a superficie e portanto o liquido ndo se espalha sobre a superficie.
Para se determinar as trés componentes da tensdo superficial de um so6lido ¢
necessario determinar-se o angulo de contacto formado por trés liquidos de polaridades

diferentes, de acordo com a metodologia descrita no ponto 2.5.3.1 do Capitulo 2.

1.10.2 - Técnicas de Determinacido da Hidrofobicidade de Superficies

Como a hidrofobicidade ¢ um pardmetro muito importante na adesdo de
microrganismos a superficies em ambientes aquaticos, a determinag@o do caracter hidrofobico
ou hidrofilico das entidades interactuantes ¢ de primordial importancia para a interpretagao do
fendmeno de adesdo. Existem varios métodos usados para determinar a hidrofobicidade de
superficies celulares como: adesdo a hidrocarbonetos, particdo hidrofobica num sistema
aquoso bifésico, cromatografia de interaccdo hidrofobica, agregagdo por adicdo de sais -

“salting out”, adesdo a superficies hidrofébicas e medi¢ao de angulos de contacto.

1.10.2.1 - Determinacio da Hidrofobicidade por Medi¢io de Angulos de

Contacto

A medicdo de angulos de contacto ¢ a técnica universalmente utilizada para
determinar a hidrofobicidade de materiais (Fowkes et al., 1980). Para se poder aplicar esta
técnica os solidos tém que ser planos, lisos € homogéneos. Por vezes é necessario preparar
previamente a superficie para que esta adquira as caracteristicas necessarias para a boa
execucao da técnica.

Como esta técnica deve ser utilizada sobre superficies homogéneas, planas, lisas e
secas; a sua aplicacdo a microrganismos torna-se bastante dificil (Johnson et al., 1977). No
entanto, de modo a contornar estas limitacdes, desenvolveram-se estratégias na preparagao

das células por forma a minimizar os desvios a execug¢ao ideal da técnica. Uma das estratégias
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consiste na construcdo de um filme plano de microrganismos, obtido por filtragdo de uma
suspensdo de células através de uma membrana de baixa porosidade (Busscher et al., 1984;
van der Mei et al., 1987). A deposicao das células na membrana deve ser o mais homogénea
possivel e a secagem da membrana constitui um dos passos criticos do processo. Uma das
grandes limitacdes deste método consiste na dificuldade de medir o angulo formado, uma vez
que a porosidade do filme de células provoca uma rapida absorcdo da agua (Doyle e
Rosenberg, 1990). No entanto, apesar desta dificuldade, este ¢ um dos métodos mais
importantes uma vez que ¢ o Unico que permite obter uma estimativa da hidrofobicidade

global das células (Doyle e Rosenberg, 1990).

van Oss e Giese (1995) desenvolveram uma metodologia de calculo que permite
quantificar a hidrofobicidade da superficie dos materiais através das componentes da tensao
superficial. Segundo estes autores a hidrofobicidade ¢ expressa em termos da energia
hidrofobica de atrac¢do e define o grau de interac¢do entre as moléculas de um material
imerso em agua.

De acordo com o critério proposto por estes autores, a hidrofobicidade ¢ definida em
termos da energia livre de interac¢do entre as moléculas de uma superficie (s) imersa em agua
(W), AGIT. Quando a energia global de interac¢do entre as moléculas de um sdlido (s)

imerso em 4gua ¢ atractiva (AGroT <0), significa que as moléculas do solido tém menor

afinidade para a 4gua do que entre si, sendo neste caso considerada hidrofobica. Quando a

energia livre global de interaccdo entre as moléculas de um soélido (s) imerso em agua €

suficientemente repulsiva (AG.w' >0) a superficie do sélido é considerada hidrofilica. Quanto

maior for o valor absoluto de AGLo" mais hidrofébica (valores negativos) ou mais hidrofilica

(valores positivos) ¢ a superficie.
A energia livre global de interac¢do AGLY' entre as moléculas da superficie (s) imersa
em agua (w) ¢ calculada pelo somatorio das componentes apolar e polar da energia livre de

interac¢do, AGLe € AGAY respectivamente:

AGaT = AGEw + AGan (1.14)

em que a componente apolar ¢ determinada por:

AGSLJZ=—2>{\/yTW - ] (1.15)

€ a componente polar por:
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AGﬁ‘w‘i=—4><va;}[Jvlxv;j—lexv;J—[Jlev;ﬂ (116

A metodologia de calculo desenvolvida por van Oss e Giese (1995) para quantificar a

hidrofobicidade de superficies de matérias sélidos através das componentes da tensao
superficial obtidas pela técnica de medi¢do de angulos de contacto, ja foi aplicada com

sucesso para determinar a hidrofobicidade de superficies celulares (Azeredo, 1998).
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Capitulo 2 — Material e Métodos

Neste capitulo descreve-se a metodologia experimental usada para a elaboragdo do
trabalho. Apresenta-se a instalagdo experimental e descrevem-se as condigdes testadas durante

0s varios ensaios, os métodos analiticos, os métodos de calculo e o tratamento de resultados.

2.1 Cinéticas de Formagao de Biofilme em Sistemas de Fluxo

2.2 Instalagdo Experimental

2.3 Identificagdo e Caracterizacao das Bactérias Colonizadoras e Caracterizagao
das Superficies de Adesdo

2.4 Métodos Analiticos

2.5 Métodos de Calculo
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2.1 - Cinéticas de Formacao de Biofilme em Sistemas de Fluxo

Com o objectivo de estudar a cinética de formacdo de biofilmes em sistemas de
distribuicdo de agua potavel e o0 modo como o tipo de material das tubagens, o regime de
escoamento hidraulico e a presenga de matéria organica biodegradavel podem afectar o
processo, foram realizados ensaios de formacdo de biofilme utilizando a instalacdo

experimental descrita a seguir.

2.1.1 - Condig¢oes Experimentais

Os ensaios de formagdo de biofilme realizaram-se testando em simultaneo duas
superficies, aco e PVC. Efectuaram-se ensaios em regime de fluxo turbulento e laminar com e
sem a adi¢do de meios de cultura ricos em nutrientes. Na Tabela 2.1 apresentam-se as

diferentes condigdes experimentais estudadas nos ensaios de formagao de biofilme.

Tabela 2.1 - Condicdes experimentais dos ensaios de formacao de biofilme

Materiais Caracteristicas do Escoamento

Ensaios Nutrientes
de Suporte V (m/s) Re Regime

Tipo Ao Aco 316

Tipo A; 1,1 11000  turbulento com nutrientes

Tipo A, PVC

Tipo B, Aco 316

1,1 11000 turbulento  sem nutrientes
Tipo B, PVC
) Ago 316 ] )
Tipo C 0,2 2000 laminar ~ com nutrientes
PVC
) Aco 316 ) )
Tipo D 0,2 2000 laminar sem nutrientes
PVC
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2.2 - Instalagdo Experimental

A instalagdo experimental utilizada para estudar a formacdo de biofilmes encontra-se
esquematizada na Figura 2.1. Basicamente, ¢ composta por um sistema de duas células de
fluxo em paralelo, que pretendem simular a escala laboratorial pequenos trogos de conduta da
rede de distribuicdo, alimentadas por dgua potavel, previamente preparada num sistema de

duas colunas consecutivas de carvao activado granular.

Tanques de Recirculagcdo
C N,P C NP

Esgoto Esgoto

Células de Fluxo

Placas dp Adeséo de
VC

Placas fle Adeséo de
' Aco

BGAC GAC

Bombas
Centrifugas

c2 c1

Tanque de Mistura —4]
—] In 4gua
-
=
R2 4—— Out agua @
¥ ° o =3
Bomb Placa de Bomba F2
I’e"s‘a" a  Agitagdo Peristaltica
Sistema de Células de Fluxo Sistema de Preparagéo da Agua Sistema de Refrigerag&o

Figura 2.1 - Representacdo esquematica da instalacdo experimental.

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 38



Capitulo 2 Material ¢ Métodos

a g
¥
l - {
4 .Ln..-.': —— h!"-

Figura 2.2 - Fotografia da instalacdo experimental usada nos ensaios de formacdo de
biofilme.

2.2.1 - Sistema de Preparacio da Agua

A agua potavel proveniente do sistema de distribui¢do de dgua da rede publica de
Braga ¢ recolhida num reservatdrio fechado (R;) e submetida a uma preparacao antes de ser
alimentada ao sistema de células de fluxo. A preparagao da agua, segundo o ja descrito por
Morin e Camper (1997) e Morin et al. (1996), consiste na sua passagem através de um
sistema de duas colunas consecutivas de carvdo activado granular (GAC) que operam em
fluxo ascendente. O primeiro filtro de carvdo activado granular (C;) elimina o contetido em
cloro livre presente na dgua potavel, enquanto o segundo (C,) funciona como um filtro de
carvao activado granular biologico (BGAC) que fornece um indculo bacteriano continuo ao
reservatorio (R,) que alimenta o sistema de células de fluxo. Este sistema de colunas também
remove o contetido em matéria organica biodegradavel presente na agua potavel. Para evitar o
aparecimento de particulas de carvao no sistema de células de fluxo proveniente das colunas,
colocou-se entre estas e o reservatdrio R, dois filtros consecutivos de 20 ¢ 5 um de

porosidade, F; e F, respectivamente.
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A agua ¢ depois bombeada através de uma bomba peristaltica (Ismatec) para um
reservatorio de menor capacidade (R»), que se denominou por tanque de mistura. Este consiste
num tanque cilindrico agitado com um volume util de 1,6 L, construido em acrilico
(Perspex™). A agitacdo foi promovida pela colocacdo do tanque sobre uma placa de agitagao
electromagnética de velocidade regulével e a introducdo de uma barra magnética de tamanho
adequado no seu interior. O tanque de mistura funciona assim como um reservatério de agua
que alimenta o sistema de células de fluxo a um caudal constante de 0,02 L/h através de uma
bomba peristaltica (Ismatec), obtendo-se um tempo de residéncia da agua nas células de fluxo
de 2 h. O tempo de residéncia de 2 h foi escolhido, de modo a que nos estudos cinéticos de
crescimento de biofilme fosse minimizado o crescimento de células bacterianas no seio do
liquido. Deste modo, a quantificacdo bacteriana efectuada reflecte apenas as células aderidas

ou desprendidas da superficie (Morin e Camper, 1997).

2.2.2 - Sistema de Células de Fluxo

Este sistema foi desenvolvido pelo grupo de Biofilmes do Centro de Engenharia
Bioldgica (CEB) e a sua descrigdo encontra-se em Pereira et al. (2002b). O sistema usado
para a elaboracdo deste trabalho ¢ constituido por duas células de fluxo colocadas na posicao
vertical e em paralelo ligadas cada uma a um tanque de recirculagao.

Cada uma das células de fluxo foi construida em acrilico (Perspex™) e pode-se
descrever como sendo uma pequena conduta de sec¢ao semicircular de 43,3 cm de
comprimento ¢ 0,98 cm de didmetro equivalente (diametro da sec¢do semicircular é de 1,6
cm), com cinco aberturas rectangulares na sua face plana para convenientemente alojar as
varias superficies de suporte do biofilme. A Figura 2.3 representa esquematicamente uma

célula de fluxo utilizada nos ensaios de formagao do biofilme.
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Placa de
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Vista transversal

Células de”__]
adeséo

Fluido biclogico

Figura 2.3 - Representacao esquematica de uma célula de fluxo.

As superficies de adesdo sdo constituidas por pequenas placas (2,4 x1,4 cm) de aco
inoxidavel ASI 316 e de cloreto de polivinilo (PVC) coladas com cola (epoxi Araldite®
rapide) em suportes rectangulares de acrilico (Perspex™). Ao conjunto suporte de acrilico
mais placa chamou-se placa de adesdo (Pereira, 2001). A sua geometria (Figura 2.4) foi
desenhada por forma a que cada uma ficasse adequadamente ajustada nas aberturas da face
plana de cada célula de fluxo. Em cada placa de adesdo colocou-se um vedante para garantir

as condicdes de estanquicidade do sistema. A fixacdo de cada placa de adesdo a face plana da

célula de fluxo foi efectuada usando uma pin¢a Hoffman.

Placa de
aco inox

Vedante

Suporte
em
perspex

Figura 2.4 - Pormenor de uma placa de adesao.

O biofilme ¢ formado sobre estas placas de adesdo pela recirculagdo da 4agua,
continuamente obtida do tanque de mistura, no interior do sistema de células de fluxo. O
sistema permite uma recolha periddica destas placas de adesdo para posteriormente
quantificar o contetido bacteriano do biofilme.

As superficies de adesdo usadas nos ensaios de formacao de biofilme, ago inoxidavel

ASI 316 e PVC, foram seleccionadas por possuirem caracteristicas superficiais diferentes, o
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aco ¢ hidrofilico enquanto que o PVC ¢ hidrofébico (Pedersen, 1990), e representarem os
materiais mais utilizados na actualidade em sistemas de distribuicdo de agua potavel.

Cada sistema de células de fluxo inclui um tanque de recirculagdo colocado a uma
altura de cerca de 70 cm, que consiste num tanque cilindrico em acrilico (Perspex™) de
volume 1til de 2,1 L com uma camisa que permite manter a sistema a uma temperatura de
20+ 1 °C através da recirculagdo de dgua proveniente de um sistema de refrigeragdo externa
(Thermomix® BU, B. Braun — Biotech SA). Este tanque esta ligado a célula de fluxo através
de bombas centrifugas (Eheim, tipo 1060 ou 1046) que variando o seu caudal de recirculagao
permitem obter diferentes regimes de escoamento hidraulico (diferentes velocidades). Este
sistema de volume total aproximado 2,7 L permite variar a velocidade de escoamento da dgua

sem variar o tempo de residéncia desta nas células de fluxo.

2.2.3 - Meios de Cultura Liquidos

Em alguns dos ensaios de formagao de biofilme, a dgua potavel preparada que circula
no sistema ¢ suplementada com meios ricos em carbono, azoto e fésforo de modo a obter uma
concentra¢do final no sistema de células de fluxo de 0,5, 0,1 e 0,01 mg/L em carbono, azoto e
fosforo respectivamente. Esta adicdo de nutrientes a agua pretende simular o conteudo em
matéria organica biodegraddvel que normalmente se encontra presente na agua potavel que
circula nas redes de distribuicdo e que neste caso tinha sido removido nas colunas de GAC.

Os meios ricos em carbono, azoto e fosforo foram preparados pipetando 2,2 mL de
uma solugdo stock de carbono com concentragdo de 104 g C/L e 3 mL de uma solugdo stock
de azoto e fosforo com concentracao de 14,96 g N/L e 1,48 g P/L cada uma para um bidao
com 20 L de 4gua destilada nos quais se acertou o pH a 7 com uma solu¢do de NaOH 1M,
sendo depois esterilizados no autoclave a 121 °C durante 20 min e adicionados nos tanques de
recirculagdo por meio de duas bombas peristalticas (Ismatec) a um caudal de 2 mL/min. A

composi¢ao das solugdes stock de nutrientes encontra-se descrita na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 - Composicao das solugdes stock de nutrientes

Soluc¢io Stock de Carbono

Componentes Concentracao (g/L)
C,H;3;Na0,.3H,0 (J. M. Gomes Santos) 176,20
C,HsOH (p.a. Riedel-de Haén) 35,80
C3H6O 98% (Fluka) 30,10
CsHgO; (p.a. Riedel-de Haén) 72,90

Solucio Stock de Azoto e Fosforo

Componentes Concentracao (g/L)
KNO; (p.a. Merck) 108,30
Na,HPO4.2H,0 (J. M. Gomes Santos) 8,53

2.2.4 - Desinfeccao e Lavagem

Antes de iniciar cada ensaio de formacao de biofilme parte da instalagdo experimental
era submetida a um processo de desinfec¢ao.

Dado que o material utilizado na constru¢do do tanque de mistura e sistema de células
de fluxo ndo suportava temperaturas elevadas procedeu-se a desinfec¢do quimica, em circuito
fechado, com uma solucdo de hipoclorito de s6dio comercial (15% V/V) durante 30 min.
Apos este tempo removeu-se a solu¢do de hipoclorito e procedeu-se a lavagem através da
circulagdo, em circuito aberto, de dgua destilada previamente esterilizada em autoclave a 121
°C durante 20 min, por forma a eliminar a concentragao residual de hipoclorito de sédio.

Finda esta operagdo a instalagdo considerava-se desinfectada. Nos ensaios em que
havia a adicdo dos meios de cultura liquidos as tubagens e acessorios, previamente
esterilizados em autoclave a 121 °C durante 20 min, foram assepticamente introduzidos na

instalagao.

2.2.5 - Operacao e Monitorizacao

Ap6s a desinfeccdo, o tanque de mistura e o sistema de células de fluxo foram cheios
com agua proveniente do sistema de preparacao de dgua substituindo a bomba peristaltica por
outra com capacidade para debitar um caudal maior (Easy-load® Masterflex® Model 7518-00)

de modo a minimizar o tempo de enchimento. Inicialmente, o sistema de células de fluxo
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operou em modo descontinuo durante cerca de 13 h. Findo este tempo passou a operar em
modo continuo pela alimentacdo de agua potavel proveniente do tanque de mistura e em
alguns ensaios dos meios de cultura liquidos ricos em nutrientes.

O biofilme desenvolveu-se pela recirculagdo de agua, assegurada por bombas
centrifugas, no interior das células de fluxo, a um caudal determinado.

Cada ensaio teve uma duragdo média de 14 d, tempo necessario para o biofilme atingir
o estado estacionario. Durante este periodo de tempo procedeu-se a amostragem periodica de
biofilme, efluente dos tanques de recirculagdo e dgua do tanque de mistura.

As varias amostras recolhidas ao longo do tempo foram analisadas em termos do seu
conteudo bacteriano pela contagem de heterotréficos em placa em dois meios de cultura
diferentes, R,A (Oxoid) e TSA (Merck), e pela contagem de bactérias totais por observagao
ao microscopio de epifluorescéncia. Para além destes parametros também foram
monitorizados nos varios pontos de amostragem (tanque de mistura e efluente dos tanques de
recirculacdo) o pH e a temperatura ao longo do tempo em que decorreram os ensaios de
formacao de biofilme.

Mediu-se periodicamente a concentragdo de cloro livre a entrada e saida do sistema de
preparagdo da agua, para verificar a eficiéncia deste na remog¢ao de cloro da agua potavel.

Os caudais de alimentagdo de agua as células de fluxo, bem como os caudais dos
meios de cultura liquidos ricos em nutrientes foram constantemente medidos e

convenientemente ajustados caso necessario.

2.2.5.1 - Amostragem do Biofilme

Para recolher amostras de biofilme, parava-se a recirculacdo das células de fluxo e
fechavam-se as suas entradas e saidas com pingas Hoffman, e em condi¢des de assepsia,
colocavam-se as células de fluxo na posi¢do horizontal e removiam-se as placas de adesdo
pretendidas de cada uma das células de fluxo, substituindo-as por outras limpas e estéreis,
previamente reservadas em 4dlcool etilico a 70%. A remogdo das placas de adesdo e
consequente substitui¢do por outras ocorria assim com paragem do fluxo de agua.

O biofilme formado sobre as placas de adesdo era removido destas em condigdes de
assepsia e da seguinte forma: lavava-se, para um goblé, a superficie com 10 mL de uma
solucao tampao fosfato pH 7 estéril (a sua composi¢cdo encontra-se descrita no ponto 2.4.3)
para remover os microrganismos que se encontravam fracamente aderidos (ou apenas
depositados). Em seguida raspa-se o biofilme com auxilio de uma espatula, previamente

mergulhada em alcool e flamejada, lavando-se simultanecamente a superficie de adesdo com
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10 mL de tampao fosfato pH 7 estéril para um goblé¢ de 20 mL, de modo a recolher todo o
biofilme aderido a superficie. O conteudo do goblé era depois vigorosamente homogeneizado
durante 2 min num vortex (Heidolph Reax 2000) regulado para a poténcia maxima, para
promover a dispersao das bactérias do biofilme, de modo a que a posterior quantificagdo

bacteriana do biofilme representasse células isoladas e ndo agregados celulares.

2.3 - Identificacao e Caracterizacdo das Bactérias Colonizadoras e Caracteriza¢ao das

Superficies de Adesao

A 4agua contida no tanque de mistura contém as bactérias que colonizam o sistema de
células de fluxo usado para o estudo das cinéticas de formagao de biofilme.

Com o objectivo de identificar e caracterizar as varias espécies bacterianas presentes
na agua do tanque de mistura efectuaram-se testes de identificacdo. Depois de
convenientemente identificadas as varias bactérias foram caracterizadas segundo as suas
propriedades superficiais.

Com o intuito de fazer um estudo tedrico de previsdo da adesdo das varias espécies
isoladas da dgua aos materiais em estudo neste trabalho, foi também efectuada a determinagao
das propriedades superficiais das superficies de adesdo usadas nos ensaios de formacdo de

biofilme.

2.3.1 - Identificacdo das Bactérias Colonizadoras

Para a identificacdo das bactérias presentes na dgua do tanque de mistura recolheram-
se amostras de agua desse tanque que foram espalhadas em placas de Petri contendo R,A ou
TSA e incubadas a temperatura ambiente durante 15 d. O isolamento dos diferentes tipos de
bactérias presentes na dgua foi baseado na observa¢do da cor e tipo de morfologia das
colodnias presentes nas placas de Petri. Os diferentes tipos de colonias foram entdo repicados e
isolados para o mesmo meio solido onde foram encontradas (R,A e TSA). Apos o isolamento,
as culturas foram mantidas a 4 °C e repicadas todos os meses para manter a sua viabilidade,
até a sua identificagdo pelo sistema de identificagdo Programa API (ID32 GN) efectuada no

Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.
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Numa tentativa preliminar de identificar os diferentes grupos de bactérias presentes no
in6culo foram usados trés meios solidos selectivos: Chromocult® TBX agar (Merck) para a
deteccdo de Escherichia coli, quando inoculadas neste meio durante 24 h a 30°C as colonias
de E. coli apresentam uma coloragdo azul esverdeada; PIA (Difco) para a detecgdo de
bactérias da familia das Pseudomonadaceae, estas crescem neste meio apos incubagdo a 30°C
durante 18-24 h ¢ 0 meio minimo com metanol (MMM), este ¢ um meio minimo sintético
suplementado com 1% (V/V) de metanol, sendo usado para o crescimento de metilotroficos
facultativos que quando crescem neste meio a 30°C apresentam uma pigmentagdo rosa, como
¢ o caso dos microrganismos pertencentes ao género Methylobacterium (Kim et al., 1999).
Foi também usada a coloracdo de Gram para todas as bactérias isoladas da agua do tanque de
mistura.

As diferentes espécies bacterianas encontradas, foram também submetidas a um
estudo para verificar a sua capacidade de crescimento nos dois meios usados para a contagem
de microrganismos heterotroficos (R,A € TSA) em condigdes de stress como € o caso da agua
potavel.

Depois de identificadas as diferentes bactérias foram crioconservadas numa camara a
—80 °C em Skim Milk powder (Merck) com 30% de glicerol 87% (p.a. Merck).

A composicao e modo de preparacdo dos meios de cultura, de isolamento e selectivos

bem como o meio usado para a crioconservagdo encontram-se descritos no Anexo A.

2.3.2 - Determinacao das Propriedades Superficiais das Bactérias e das

Superficies de Adesio

Com o objectivo de melhor compreender a adesdo bacteriana a superficies em
contacto com a agua foram estudadas as propriedades superficiais das bactérias e superficies
de adesdo, nomeadamente a determinacdo das tensdes superficiais e hidrofobicidade a partir
da técnica de medi¢do de angulos de contacto, para todas as diferentes espécies isoladas da

agua e para as duas superficies de adesdao usadas nos ensaios de formagao de biofilme.

2.3.2.1 - Preparacio das Células para a Medicio de Angulos de Contacto

Fizeram-se crescer as diferentes espécies de bactérias no meio de cultura TSB (Merck)
(meio liquido com a mesma composicdo do meio TSA onde algumas bactérias foram

isoladas). As bactérias crescidas, regra geral, durante cerca de 12 h foram recolhidas e
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centrifugadas a 7000 g durante 10 minutos a 4 °C (Sigma 4K 10, B. Braun). Os “pellets” foram
lavados trés vezes com tampao fosfato salino (PBS) 0,1 M (8,5 g/L NaCl (p.a. Merck), 0,272
g/l KH,PO4 (comercial) e 1,785 g/l Na,HPO4.2H,O (comercial)) e, apds cada lavagem,
procedeu-se a uma nova centrifugacdo. Finalmente, as células foram ressuspendidas em PBS
0,1 M de modo a obter uma densidade optica celular entre 0,2 ¢ 0,3 a um comprimento de
onda de 640 nm. O numero de células correspondente a esta densidade Optica foi determinado
pela contagem de heterotrdoficos em placa usando o meio de cultura RA.

De seguida preparou-se um sistema de filtragdo com uma membrana de ester de
celulose de 0,45 um de porosidade e 47 mm de diametro (Pall Gelman), que foi molhada com
agua destilada estéril. Posteriormente filtrou-se 30 mL da suspensdo celular repartida em trés
porcdes de 10 mL. Para que a camada celular depositada sobre a membrana ficasse o mais
homogeneamente distribuida introduziram-se simultaneamente com cada 10 mL de suspensao
celular 10 mL de 4gua destilada estéril com ajuda de pipetas graduadas.

Depois da filtragdo, a membrana com a camada de células foi cortada cuidadosamente
em trés partes, e colada em laminas de vidro com fita adesiva de dupla face. Deste modo, a
membrana ficava bem aderida a lamina como uma superficie plana e lisa para facilitar a
leitura dos angulos de contacto. Para que ndo ocorresse desidratagdo das células as laminas de
vidro com as membranas foram colocadas dentro de placas de Petri sobre uma camada de 0,5
cm de espessura de 1% (p/V) de agar (Merck) e 10% (V/V) de glicerol 87% (p.a. Merck)
previamente preparadas. As placas foram colocadas no frigorifico a 5° C até¢ ao momento da
leitura (dia seguinte). Antes de se efectuar a leitura dos angulos de contacto retiram-se as
placas do frigorifico e deixam-se secar a temperatura ambiente durante 30 a 60 minutos (van

der Mei et al., 1998).

2.3.2.2 - Preparacio das Superficies de Adesido para a Medicio de Angulos de

Contacto

Como ja foi anteriormente referido, as superficies de adesdo usadas nos ensaios de
formagao de biofilme foram o aco ASI 316 e o PVC.

As placas de aco e PVC antes de serem submetidas a determinagdo dos angulos de
contacto foram convenientemente lavadas e desengorduradas com um detergente comercial,
sendo depois passadas por alcool etilico 96% e adgua destilada e posteriormente secas numa
estufa. E por ultimo guardadas num excicador at¢ ao momento de leitura. A medigdo dos
angulos de contacto foi efectuada segundo o procedimento descrito a seguir para as células

bacterianas, substituindo as membranas com as células pelas placas de adesao.
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2.3.2.3 - Medigéio de Angulos de Contacto de Células Bacterianas

Os angulos de contacto foram determinados pelo método da gota séssil sobre uma
superficie homogénea, plana, lisa e seca de microrganismos depositados sobre uma membrana
de baixa porosidade (Busscher et al., 1984; van der Mei et al., 1987), usando um aparelho de
medicao de angulos de contacto de marca Kruss-GmH, Hamburg (Figura 2.5). As amostras a
analisar sdo colocadas sobre um suporte no interior da cdmara e uma gota de volume
aproximadamente constante ¢ colocada sobre a superficie da camada de células bacterianas. A
queda da gota ¢ feita com muito cuidado, sem mover a agulha em torno da mesma, para evitar
distor¢des que falseiam os resultados. A determinagdo do angulo formado sobre superficie foi
efectuada imediatamente a seguir a colocacdo da gota, sendo as medicoes dos angulos de
contacto efectuadas manualmente em vez de se recorrer a um sistema de andlise de imagem
(Kruss-GmH, Hamburg) que permite captar as imagens através de uma camara de video e
digitaliza-las num computador pessoal (486 DX4, 100 MHz) onde esta instalado um sistema
automatico de leitura (G2/G40), uma vez que este esta sujeito a interferéncias e por vezes nao
consegue ajustar os varios parametros do software usado.

Todas as medi¢des foram efectuadas a temperatura ambiente, utilizando trés liquidos

de diferente polaridade: 4gua, formamida e o.-bromonaftaleno.

1
moles

Figura 2.5 - Esquema do equipamento utilizado para a medi¢do de angulos de contacto
(Azeredo, 1998).

2.4 - Métodos Analiticos

2.4.1 - Determinacio da Temperatura e pH

A determinagdo da temperatura foi efectuada utilizando um termoémetro de mercurio.

Os resultados vém expressos em °C.
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A determinacao do pH foi efectuada usando um medidor de pH da Hanna Instruments

(pH HI 8711E).

2.4.2 - Determinacido da Concentracao de Cloro Livre

Para a determinagdo da concentracdo do cloro livre expresso em mg Cl/L, usou-se um
medidor i6nico especifico da Hanna Instruments (HI 93701). Este determina o conteido em
10es de cloro da dgua baseado em métodos colorimétricos (método do DPD). O reagente DPD
(N,N-dietil-p-fenilodiamina) (HI 93701-0) reage com o cloro livre presente na amostra de
agua originando uma coloracdo rosa. A gama de leitura deste medidor encontra-se entre 0 —

2,5 mg CI/L.

Procedimento Experimental
A determinagdo da concentracdo de cloro livre foi efectuada logo apds a recolha das
amostras. O procedimento de leitura foi efectuado de acordo com o descrito no manual do

medidor. Os valores lidos no medidor vém expressos em mg CI/L.

2.4.3 - Contagem de Heterotroficos em Placa (Bactérias Cultivaveis)

A contagem microrganismos heterotroficos em placa (HPC), ¢ um procedimento que
permite estimar o numero de bactérias heterotroficas cultivaveis presentes na agua e ¢
usualmente utilizado para medir as mudangas na sua qualidade durante o tratamento e sua
distribuicdo. O termo HPC representa o ntimero total de bactérias aerdbias e anaerdbias
facultativas que tem como fonte de carbono e energia compostos organicos € que tem a
capacidade de crescer num determinado meio de cultura, a uma temperatura e por um periodo
de tempo adequados. As coldnias podem surgir aos pares, em cadeias, agrupadas ou isoladas,
estando todas incluidas no termo “unidades formadoras de coldnias” (UFC). A contagem final
depende também da interacg¢do entre as coldonias em desenvolvimento; deve escolher-se a
combinagdo do procedimento e meio que produz o maior numero de coldnias dentro do tempo
de incubacao designado.

Existem diferentes métodos e meios que podem ser utilizados para a contagem de
microrganismos heterotroficos em placa. Os métodos que existem sdo: o método de

vertimento em placa usado para volumes de amostra que variam de 0,1 a 2 mL; o método de
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espalhamento em placa, sendo este método limitado pelo pequeno volume de amostra que
pode ser absorvido pelo agar, 0,1 a 0,5 mL; e o método da filtragdo em membrana que permite
testar grandes volumes de amostra sendo escolhido para amostras de 4dgua com baixas
contagens. O Plate Count Agar (PCA) a 35 °C durante 48 h de incubagdo era o meio
tradicionalmente usado para a contagem de heterotroficos em placa para amostras de agua
potavel. Contudo este meio ndo permitia o crescimento de muitas bactérias que podem estar
presentes na agua potavel, pelo que um novo meio, RyA, foi desenvolvido por Reasoner e
Geldreich (1985). Este produz contagens significativamente mais elevadas do que o PCA,
sendo recomendado para a monitorizagdo das populacdes bacterianas heterotroficas da agua
durante os processos de tratamento e sua distribui¢ao usando qualquer um dos métodos acima
referidos a temperatura de 28 °C e durante 5 a 7 d de incubagao.

A contagem de microrganismos heterotroficos em placa em amostras de dgua potavel
¢ principalmente afectada pela temperatura da agua, a presenca de cloro residual ¢ a

quantidade de matéria organica assimilavel.

Reagentes

Meio de cultura: Os meios de cultura usados para a quantificacdo das bactérias cultivaveis

foram o RyA e o TSA, independentemente do método utilizado. Para a preparagdo do R,A
dissolvem-se 12,67 g de R,A (Oxoid) em 700 mL de dgua destilada, e para a preparacao do
meio TSA dissolvem-se 21 g de TSB (Merck) com 10,5 g de agar granulado (Merck) em 700
ml de agua destilada. Autoclavam-se estes dois meios de cultura solidos a 121°C durante 15
min. Depois de esterilizados vertem-se a chama estes meios para placas de Petri de modo a
formar, em cada uma, uma camada de 3 a 5 mm de espessura. Passadas duas horas invertem-
se as placas e armazenam-se em posicao invertida.

Solugdo de tampao fosfato pH 7: Dissolver 0,28 g de KH,PO4 e 0,176 g de Na,HPO4.2H,0

em 700 mL de 4gua destilada, ajustando o pH da solucdo a 7 e autoclavar a 121°C durante 15

min.

Procedimento Experimental

Preparam-se em condi¢des de assepsia tubos de ensaio com 9 mL de tampao fosfato
pH 7 que sdo usados para a dilui¢do das amostras. Estas sdo vigorosamente homogeneizadas
num vortex regulado para a sua poténcia maxima. Posteriormente, para cada amostra,
preparam-se a chama dilui¢des sucessivas até ao factor de dilui¢do desejado, homogeneizando

sempre no vortex o tubo de ensaio antes de pipetar 1 mL do seu contetido para o tubo de
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ensaio seguinte. As placas de Petri previamente preparadas com meio de cultura sao marcadas
com o tipo de amostra, diluicdo, data e qualquer outra informacdo necessaria, sendo cada
analise efectuada em triplicado. Depois de agitar bem a amostra ou diluicdo no vortex,
pipetam-se, a chama, 100 pL desta e vertem-se sobre a superficie do meio de cultura das
placas anteriormente preparadas. De seguida, mergulha-se o espalhador de vidro em alcool
passa-se pela chama, depois de ligeiramente arrefecido a chama, espalha-se a amostra,
distribuindo-a sobre a superficie do meio, rodando ao mesmo tempo a placa com a outra mao.
Depois da amostra ser completamente absorvida pelo meio, incuba-se a placa em posicao
invertida a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). S3o contadas as coldnias
individualizadas na superficie do meio apds 3, 7 e 15 d de incubagdo. A temperatura e o
tempo de incubacdo foram seleccionados de acordo com as conclusdes obtidas por Reasoner e
Geldreich (1985), que obtiveram para amostras de dgua potavel contagens maximas com RyA

a 20 °C durante 14 d.

2.4.4 - Bactérias Totais (Contagem Directa Microbiana Total- Método do

Microscopio de Epifluorescéncia com DAPI)

A contagem directa de células totais de bactérias na dgua excede usualmente a obtida
pela contagem de heterotroficos em placa e métodos de numero mais provavel, porque, ao
contrario destes procedimentos, a contagem directa evita erros causados por fendémenos
relacionados com a viabilidade, a sclectividade dos meios de crescimento, a acumulacao de
células e taxas de crescimento lentas.

Este método consiste na fixagdo da amostra para armazenamento, coloragdo com um
fluorocromo quimico, neste caso o DAPI (4°,6-Diamidino-2-Phenylindole) que fixa o DNA
das células, filtracdo sob vacuo através de uma membrana de policarbonato ndo fluorescente e
enumera¢do por contagem com recurso a microscopia de epifluorescéncia.

A observacao de células através do microscopio de epifluorescéncia apds coloragao
com um fluorocromo quimico, permite uma contagem directa de células totais com uma

relativa rapidez e sensibilidade. (APHA et al., 1995)

Reagentes

Solucdo de DAPI 0.01% (0.1 g/L): Dissolver Img de DAPI (Sigma) em 10 mL de agua

ultrapura num recipiente limpo e esterilizado. Filtrar a solug¢do através de uma seringa com

um filtro estéril de 0,2 um de porosidade (Schleicher & Schuell FP 30/0,2 CA-S) para um
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recipiente estéril de vidro escuro. A preparacdo desta solucdo deve ser efectuada com o
minimo de luz presente. E esta solucao ¢ depois armazenada no frigorifico.

Oleo de imersdo de baixa fluorescéncia (Merck)

Solucdo de formaldeido min. 37% (p.a. Merck): Esta solucdo ¢é esterilizada por filtragdo

através de um filtro estéril de 0,2 um de porosidade (Schleicher & Schuell FP 30/0,2 CA-S).

Procedimento Experimental

* (Coloca-se uma membrana negra de policarbonato com 25 mm de didmetro (didmetro util
de 22,7 mm) e 0,2 um de porosidade (Whatman), num sistema de filtragdo com cuidado para
que fique bem aderida e plana. A membrana ¢ depois lavada com agua destilada isenta de
bactérias, sendo esta filtrada através de uma seringa com um filtro estéril de 0,2 um de
porosidade.

* De seguida agita-se a amostra num vortex (Heidolph Reax 2000) regulado para a poténcia
maxima durante 2 min e filtra-se um determinado volume desta, ligando e desligando o
sistema de filtracdo para que esta se dé lentamente. Depois da membrana estar seca deita-se
sobre esta 400 ul da solugao de DAPI e espera-se no minimo 5 min. Findo este tempo lava-se
novamente a membrana com agua destilada isenta de bactérias. Tira-se a membrana do
sistema de filtragdo com a ajuda de uma pinga, sendo esta colocada em cima de uma ldmina
de vidro para secar.

» Depois desta se encontrar seca coloca-se no centro da lamina sobre uma gota de 6leo de
imersdo, adicionando de seguida mais uma pequena gota de 6leo de imersao sobre a superficie
da membrana e cobrindo-a cuidadosamente com uma lamela, eliminado com papel absorvente
os excessos de 6leo e guarda-se a preparagdo no escuro no interior de uma caixa apropriada.
Esta preparagdo pode ser guardada no escuro por varios meses sem que haja uma perda
significativa da fluorescéncia.

» Por ultimo observa-se ao microscopio de epifluorescéncia (Zeiss, Axioskop) com o filtro
apropriado (Aexcitagao=359 NM, Acmissao=461 nm) e com objectiva de 100x usando 6leo de
imersdo e procede-se a contagem directa das bactérias. A contagem deve ser efectuada em
pelo menos 10 campos seleccionados ao acaso na membrana, de modo a cobrir toda a
superficie de filtragdo e a permitir obter no minimo 300 bactérias.

Nota: Todo este procedimento deve ser efectuado com o minimo de luz presente, uma vez que

o fluorocromo DAPI ¢ fotossensivel e em condi¢des de assepsia.
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Método de Preservacao das Amostras

Como regra geral as amostras ndo foram analisadas no mesmo dia em que foram recolhidas.
Deste modo, estas foram fixadas e preservadas pela adigdo da solugdo de formaldeido de
modo a obter uma concentragdo de formaldeido na amostra de 2%, sendo depois armazenadas

no frigorifico a 4 °C.

2.4.5 - 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.

Durante este trabalho experimental usaram-se varios fluorocromos para além do ja
referido DAPI, para a observagdo de amostras de biofilme directamente sobre as placas de
adesdo, formado em diferentes condi¢des experimentais e com diferentes tempos de
formacgdo. Assim, também foram usados os fluorocromos CTC (5 cyano-2,3-diotyl
tetrazolium choloride) (Polysciences) e L/D (Live/Dead® BacLight™) (Molecular Probes).

Os procedimentos de colorag@o usados para os varios fluorocromos sao os seguintes:

Coloracao do Biofilme com CTC+DAPI:

= Lavar a superficie da placa de adesdo com biofilme aderido, com 10 mL de uma solugdo
de tampao fosfato pH 7.

* Cobrir a superficie com 500 pL da solucdo de CTC 5 mM e incubar a temperatura
ambiente durante 4 h a 100 rpm.

» Lavar novamente a superficie da placa de adesdo com 10 mL de uma solu¢ao de tampao
fosfato pH 7.

* Cobrir a superficie com 500 pL da solugdo de DAPI 0,01% (0,1 g/L) e incubar a
temperatura ambiente a 100 rpm durante 30 min..

» Por ultimo lavar a superficie da placa de adesdo com mais 10 mL de tampao fosfato pH 7
e observar ao microscopio de epifluorescéncia (Zeiss, Axioskop) com o filtro apropriado

(Aexcitagio=365 nM, Aemissio=455 nm) e com objectiva de 100x usando 6leo de imersao.

Coloracao do Biofilme com L/D:
= Lavar a superficie da placa de adesdao com biofilme aderido, com 10 mL de uma solugao

de tampao fosfato pH 7.
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* Aplicar 300 pL. da solucdo do componente A 0,3% (V/V) + 300 puL da solugdo do
componente B 0,3% (V/V) (L/D) sobre a superficie da placa de adesdo e incubar a
temperatura ambiente durante 15 min..

= Escorrer bem o corante e observar ao microscopio de epifluorescéncia (Zeiss, Axioskop)
com o filtro apropriado (Aexcitacio=480-500 nm, Acmissao=485 nm) e com objectiva de 100x

usando oleo de imersao.

Coloracao do Biofilme com DAPI:

= Lavar a superficie da placa de adesdao com biofilme aderido, com 10 mL de uma solugao
de tampao fosfato pH 7.

= Aplicar 500 pL da solucdo de DAPI 0,01% (0,1 g/L) sobre a superficie da placa de adesdo
e incubar a temperatura ambiente durante 30 min..

= Por ultimo lavar a superficie da placa de adesao com mais 10 mL de tampao fosfato pH 7
e observar ao microscopio de epifluorescéncia (Zeiss, Axioskop) com o filtro apropriado

(Aexcitagio=359 NM, Aemissao=461 nm) e com objectiva de 100x usando 6leo de imersao.

Nota: As solugdes de CTC 5 mM e L/D 0,3% (V/V) foram preparadas com agua ultrapura
num recipiente limpo e estéril, sendo depois filtradas através de uma seringa com um filtro
estéril de 0,2 um de porosidade para recipientes estéreis de vidro escuro. Estas solu¢des sao
depois armazenadas no frigorifico. Todos os procedimentos foram efectuados com o minimo

de luz presente e em condi¢des de assepsia.

2.4.6 - Microscopia Electronica de Varrimento (SEM)

A microscopia electronica de varrimento (SEM) foi também usada para a observagao
da estrutura superficial do biofilme. Antes da observagdo, o biofilme formado nas superficies
de adesao de ago e PVC foi desidratado através da imersao em solugdes de etanol absoluto
(p.a. Riedel-de Haén) com concentragdo crescente (10, 25, 40, 50, 70, 80, 90, 100%),
permanecendo cerca de 15 min em cada solucdo. Posteriormente, as placas de adesdo foram
transferidas para um exsicador para a secagem completa onde permaneceram até serem
observadas. No dia da observacdo, as amostras foram cobertas com ouro e examinadas num
microscopio electronico de varrimento (Leica S360), instalado na Universidade do Minho,

Centro de Microscopia Electronica.
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Nao foi seguido o método tipico de preparagdao de amostras para SEM (fixacao com
uma solugao de glutaraldeido 3% (V/V) preparada com 0,1 M de tampao cacodilato de sodio,
pH 7,2 durante 24 h a temperatura ambiente, 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.

2.4.7 - Microscopia de Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC)

O microscopio de interferéncia diferencial (Nikon Labophot-2) ¢ uma adaptacdo do
microscopio de interferéncia de Nomarski e encontra-se descrito em Keevil & Walker (1992),
sendo especialmente designado para o estudo de biofilmes.

Assim, algumas amostras de biofilme formado nas superficies de adesdao foram
observadas neste microscopio na Unidade de Satide Ambiental, Escola de Ciéncias Biologicas
da Universidade de Southampton, UK.

A preservagdo e o transporte das amostras foi efectuada pela fixagdo das placas de
adesdo com biofilme em placas de Petri de vidro estéreis nas quais se colocou uma gaze
estéril e humedecida com agua destilada e glicerol estéreis, para manter as condi¢des de
hidratagdo do biofilme at¢ ao momento da sua observagdo. Depois as placas foram

convenientemente seladas.

2.4.8 - Colorac¢ao de Gram

A coloragdo de Gram ¢ um dos métodos mais importantes na classificagdo bacteriana,
pois permite dividir as bactérias em dois grandes grupos, as Gram positivas e as Gram
negativas.

Algumas bactérias quando tratadas com determinados corantes (como o cristal violeta
e iodo) e subsequentemente lavadas com um descorante retém o corante (Gram positivas),
outras porém perdem o corante (Gram negativas). Estas ultimas podem tornar-se visiveis
quando tratadas com um contrastante apropriado. Assim as bactérias Gram positivas tomam a
cor violeta conferida pelo corante primario (cristal de violeta) e as Gram negativas coram de
vermelho (fucsina basica).

O diferente comportamento das bactérias em relacdo a coloracdo de Gram deve-se ao

facto dos dois grupos bacterianos apresentarem uma parede celular quimica e estruturalmente
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distinta. As bactérias Gram positivas de um modo geral ndo apresentam lipidos € o contetido
em peptidoglicano é cerca de 50 — 90% do peso total da parede celular seca, enquanto as
bactérias Gram negativas apresentam um elevado teor em lipidos e o peptidoglicano constitui
somente cerca de 10% do peso da parede celular seca (Ferreira e Sousa, 1998).

Nas bactérias Gram negativas o descorante remove os lipidos da membrana externa da
parede celular resultando num aumento da sua permeabilidade. Assim, o complexo violeta de
cristal — 1odo pode ser extraido do interior das células, ficando as bactérias descoradas. As
bactérias Gram positivas pelo contrario quando tratadas com o descorante sdo desidratadas o
que resulta na reducao da permeabilidade da parede celular e na retengdo do complexo violeta

de cristal —iodo (Alcantra et al., 1996).

Reagentes

Solugdo de oxalato de amoénio — cristal violeta: Dissolvem-se 2 g de cristal de violeta (Merck)

em 20 mL de éalcool etilico 96%. E dissolvem-se 0,8 g de oxalato de amoénio (p.a. Riedel-de
Haén) em 80 mL de dgua destilada. Mistura-se as duas solugdes em partes iguais e filtra-se
por papel.

Soluc¢do de lugol: Dissolvem-se 2 g de iodeto de potéssio (p. a. Merck) e 1 g de iodo em 300

mL de agua destilada.

Solucdo de safranina 0,25%: Dissolvem-se 2,5 g de safranina T (Riedel-de Haén) em 100 mL
de alcool etilico 96%. Antes de usar adiciona-se 10 mL da solu¢do aquosa de safranina a 100
mL da 4gua destilada.

Solucao descorante: Misturam-se 50 ml de dlcool 96% com 50 mL de acetona (p.a. Merck).

Procedimento Experimental

Preparacio e Fixacdo do Esfregaco Bacteriano:

= (Colocar as laminas em alcool a 96%, e antes de as usar inflama-las a chama;

» Colocar uma gota de dgua destilada sobre a lamina e retirar uma ansa de cultura bacteriana
em meio solido e ressuspende-la na gota de agua, espalhar a suspensido numa darea
aproximadamente de 1 cm” e deixar secar ao ar durante 30 a 60 segundos;

* Passar a face inferior da ldmina trés vezes a chama para fixar o material celular;

» Identificar a lamina com a designagdo da espécie bacteriana utilizada.
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Coloracao de Gram (modificacdo de Hucker):

*= Corar o esfregaco fixado com uma gota de cristal de violeta durante 60 s, agitando
suavemente. Findo este tempo lavar com 4gua corrente, a agua deve comecar a correr na
extremidade da lamina correndo para cima do fixado;

* Inundar com a solugdo de lugol durante 60 s e depois lavar novamente com agua corrente;
* Descorar com a solucdo descorante durante 30 s agitando suavemente e passar novamente
por agua corrente;

» (Corar com a solu¢do de safranina durante 30 s e no fim do tempo lavar com agua corrente.

Deixar secar e observar ao microscopio optico com objectiva de imersao.

2.5 - Métodos de Calculo

2.5.1 - Contagem de Heterotroficos em Placa (Bactérias Cultivaveis)

Os resultados da contagem de heterotroficos em placa vém expressos em UFC/mL ou
UFC/cm?, consoante se refiram a amostras de dgua ou de biofilme respectivamente, sendo

dados pelas seguintes formulas:

UFC/mL = X x factor de diluicao 2.1)

UFClem? = X x Volume da suspensao de biofilme

- : x factor de diluigdo 2.2)
Area da superficie de adesao

Em que, X representa a média do nimero de colonias contadas nas placas.

2.5.2 - Contagem de Bactérias Totais

O valor do nimero de bactérias totais vem expressos em Bactérias Totais/mL ou
Bactérias Totais/cm?’, consoante se refiram a amostras de 4gua ou de biofilme respectivamente
e ¢ dado pelas seguintes formulas:

(X/S &) x Sex factor de diluigao
Volume de Amostra (mL)

Bactérias Totais/mL =

(23)
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Bactérias Totais/em® — (X/S &) x Sex factor de diluigao y Volume da suspensao de biofilme

Volume de Amostra (mL) Area da superficie de adesdo
2.4

Em que: X —média do ntimero de bactérias contadas na membrana;
Sr — superficie do reticulo contada (a superficie total do reticulo ¢ 3.46E™* cm’ e
cada quadrado tem 1E° cm? de superficie);

S - superficie de filtragio da membrana (esta é igual a 2.27 cm?).

2.5.3 - Determinacio da Tensao Superficial e da Hidrofobicidade das Células e
Superficies de Adeséo a partir da Técnica de Medicio de Angulos de

Contacto

A metodologia usada para a determinacdo das tensdes superficiais e hidrofobicidade
das células bacterianas e superficies de adesdo ¢ a mesma, sendo neste caso efectuada a partir
da técnica experimental de medicao de angulos de contacto.

2.5.3.1 - Determinacio da Tensao Superficial

A equagdo de Young-Good-Girifalco-Fowkes

(1 + cos 0) x leOTzzx( Y:WX’YILW +\/’Y;XY; +\/ys><yl+j (2.5)

Para liquidos apolares, a componente polar da tensdo superficial ¢ nula e portanto a

equacdo anterior reduz-se a:

TOT
LW

7 2
Y, = s x(1+c059) (2.6)
Para se poder determinar as trés componentes da tensdo superficial € necessario
determinar-se o angulo de contacto formado por trés liquidos de polaridades diferentes.

As componentes polares e apolares dos liquidos utilizados encontram-se na Tabela

2.3.
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Tabela 2.3 - Valores das componentes da tensao superficial dos liquidos a 20 °C

Tensao superficial (mJ/m?)

TOT Lw +

Liquido Y, Y, Y, Y,
agua 72,8 21,8 25,5 25,5
o-bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
formamida 58,0 39,0 2,28 39,6

Com os valores dos angulos de contacto obtidos com formamida (0r), dgua (Bw) € a-
bromonaftaleno (0g), aplicando a equagdo 2.5 e com auxilio dos valores da Tabela 2.3 obtém-

se as seguintes equagoes:

LW
o' = 1111+ cosg,) @.7)
5,049 x \/’Yi +5,049 x \/’Y: 36,4 (1+cos@, )-15,55x (1+cos @), ) 2.8)
6.293x [y +1510x \/yiS = 29x(1+cos ), )- 20.806x (1 +cos O, ) 2.9)

Pela resolucdo em simultdneo destas trés ultimas equagdes, obtém-se as trés

. Lw +
componentes da tensdo superficial, Yo o ¥

¢ € Y Que permitem calcular a tensdo

superficial global de uma superficie (s), y:OT

TO

Yo =Y. Y. 2.10)

y:B =2y Y. @.11)

Nota: Se pela resolu¢ao simultanea das equacdes 2.7, 2.8 e 2.9 se obtiver para \ﬁ ou |

7s

valores negativos entdo o seu quadrado ¢ zero (van der Mei et al., 1998).
2.5.3.2 - Determinacao da Hidrofobicidade

Van Oss e Giese (1995) desenvolveram uma metodologia de célculo que permite
quantificar a hidrofobicidade de uma superficie através das componentes da tensdo
superficial. Tendo também ja sido aplicada esta metodologia com sucesso para determinar a
hidrofobicidade de superficies celulares (Azeredo, 1998).

Segundo estes autores, a hidrofobicidade é expressa em termos da energia hidrofébica

de atracgdo e define o grau de interacg¢do entre as moléculas de um material imerso em agua.
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De acordo com este critério, a hidrofobicidade ¢ definida em termos da energia livre de

TOT

Sws *

interac¢do entre as moléculas de uma superficie (s) imersa em dgua (w), AG

A energia livre global de interac¢do AGLY' entre as moléculas da superficie (s) imersa

em agua (w) ¢ calculada pelo somatorio das componentes apolar e polar da energia livre de

interaccdo, AGLy € AGAS respectivamente:

AGaT = AGEw + AGan (2.12)

AGyys = 2% U\T:W - \/VTW jz (2.13)
e[y, Jo (ov - (v - () .14

Os valores das componentes da tensdo superficial da 4gua encontram-se na Tabela 2.3.

Obtendo-se assim pela resolugdo destas equacgdes os valores de AGLY, AGSAV?S e

AGXT | que nos permitem tirar conclusdes quanto ao caracter hidrofobico ou hidrofilico da

superficie celular ou da superficie de adesdo.

2.5.4 - Determinacido da Energia Livre Total de Adesao ( AG desio)

Fazendo uma abordagem termodindmica do fenémeno de adesdo entre um
microrganismo, neste caso uma bactéria, ¢ uma superficie solida em solucdo aquosa e
admitindo que a barreira de energia imposta pelas interacgdes repulsivas ¢ ultrapassada,
passando as interacg¢des de curto alcance a assumir um papel dominante na interacg¢ao total, a
variagao da energia livre total considera apenas as interac¢des polares e apolares.

Segundo a teoria termodindmica a adesdo serd favoravel se a interaccdo conduzir a

uma diminui¢do da energia livre global que ¢ traduzida pela equagdo de Dupré:
AGadesﬁo = ybs - ybl - ysl (2'15)
Em que: V.. - tensdo interfacial bactéria/superficie de adesao;

Vo - tensdo interfacial bactéria/liquido;

Y, - tensao interfacial superficie de adesao/liquido.

A partir dos valores das componentes da tensdo interfacial ¢ possivel determinar a

energia livre total de adesdo entre duas superficies ( AGaesio )- O Valores das componentes das

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 60



Capitulo 2 Material ¢ Métodos

tensdes interfaciais sdo determinados a partir dos valores determinados ou tabelados em
2.5.3.1, das tensoes superficiais das bactérias, das superficies de adesdo e do liquido em que
estas duas superficies se encontram imersas que neste caso considera-se a dgua, através das
seguintes equagdes definidas para um sistema bifasico de interac¢do (por exemplo

bactéria/superficie) pela teoria termodinamica:

LW AB
Yoo =Yoo 77 (2.16)
LW LW

Yo =Y. YV, -2V, <V, @.17)

T N AN VR e (.18)
Pela aplicagdo das equagdes 2.15, 2.16, 2.17 e 2.18 obtém-se o valor da energia livre
total de adesdo AG,ues0, que permite fazer uma avaliacdo termodindmica do fenémeno de
adesao.
A equacdo 2.15 também pode ser apresentada da seguinte forma, uma vez que a

energia livre de coesdo esta directamente relacionada com a tensdo superficial:

AGuesio = AGoy + AGoe (2.19)
LW LW LW LW

AGw =Y, —Y, ~ 7, (2.20)
AB _ AB AB AB

AGw =Y, Y, ~ Y, (2.21)

2.5.5 - Tratamento Estatistico dos Resultados

Alguns dos resultados obtidos ao longo deste trabalho experimental foram analisados
estatisticamente usando o modelo estatistico “two-way ANOVA” do programa SPSS 10.0
para o Windows, por forma a fazer comparagdes entre as diferentes varidveis em estudo. Foi

também usado o modelo estatistico “one-way ANOVA”do mesmo programa (Pallant, 2001).
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Capitulo 3 — Cinéticas de Formacao de Biofilme em Sistemas de

Fluxo

Neste capitulo sdao apresentados os resultados dos ensaios de formagao de biofilme em
superficies em contacto com agua potavel, obtidos no sistema de células de fluxo descrito no
capitulo anterior. Estes ensaios permitem estudar a influéncia de diferentes factores como o
tipo de material da superficie em contacto com a agua potavel, o regime de escoamento
hidraulico e a quantidade de matéria organica biodegradavel (nutrientes), na formacao de
biofilme. Para tal, efectuaram-se amostragens periodicas do biofilme, do efluente dos tanques
de recirculacdo e da 4gua do tanque de mistura para cada ensaio. Estas amostras foram
analisadas em termos do seu conteudo microbiano pela contagem de heterotréficos em placa
(bactérias cultivaveis) e bactérias totais (DAPI) por microscopia de epifluorescéncia. Foram
também monitorizados, ao longo do tempo e para cada ensaio, o pH, a temperatura e a
concentragdo de cloro livre, uma vez que s3o parametros que influenciam a populagdo
bacteriana. A quantificagdo de bactérias cultivaveis foi efectuada em dois meios de cultura
diferentes, com o objectivo de estudar o efeito do meio de cultura na contagem de
heterotroficos em placa. Foram também utilizados varios tipos de microscopia para observar o
biofilme formado nas placas de adesdo e verificar a influéncia dos diferentes factores na

arquitectura do biofilme.

3.1 Ensaios de Formacao de Biofilme em Sistemas de Fluxo

3.2 Comparagao de Diferentes Parametros na Formagao de Biofilme

3.3 Efeito do Meio de Cultura na Quantificagdo das Bactérias Cultivaveis
3.4 Visualizagdes Microscopicas de Biofilme de Agua Potavel

3.5 Conclusdes
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3.1 - Ensaios de Formacao de Biofilme em Sistemas de Fluxo

Com o intuito de estudar a cinética de formagdao de biofilmes em sistemas de
distribuicdo de agua potavel e o0 modo como o tipo de material das condutas, o regime de
escoamento hidraulico e a quantidade de matéria organica biodegradavel (nutrientes) podem
afectar o processo, foram realizados diversos ensaios de formacdo de biofilme testando em
simultaneo duas superficies de adesdo, ago 316 e PVC, e efectuando os ensaios em regime
turbulento e laminar. Estes ensaios foram realizados com e sem a adi¢dao de nutrientes a agua.
Os diferentes tipos de ensaios de formacdao de biofilme (Tipo A a D) (Tabela 3.1) foram
obtidos no sistema de células de fluxo descrito no Capitulo 2 entre Setembro de 2001 e Julho

de 2002.

Tabela 3.1 - Condi¢des experimentais dos ensaios de formagao de biofilme realizados

Condi¢oes Experimentais Ensaio
Aco 316 Tipo A
Com Nutrientes Tipo A
Regime Turbul PVC i
gime Turbulento Tipo A,
) Aco 316 Tipo B
Sem Nutrientes
PVC Tipo B,
) Ago 316
Com Nutrientes Tipo C
. ‘ PVC
Regime Laminar
) Ago 316
Sem Nutrientes Tipo D
PVC

Durante o tempo em que decorreu cada ensaio efectuou-se uma recolha periddica de
amostras de agua do tanque de mistura, do biofilme e do efluente do tanque de recirculagao.

As varias amostras recolhidas foram analisadas em termos do seu conteudo bacteriano
pela contagem de bactérias cultivaveis em dois meios de cultura diferentes (R,A e TSA) e
pela contagem de bactérias totais (DAPI) por observacdo ao microscopio de epifluorescéncia.
Foram também monitorizados para cada ensaio o pH e a temperatura no tanque de mistura e

de recirculagao.
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Para verificar a eficiéncia do sistema de preparagdo de dgua na remogao de cloro livre
e garantir a sua auséncia no tanque de mistura que alimenta o sistema de células de fluxo
mediu-se periodicamente a concentragdo de cloro livre a entrada (dgua da rede) e saida (4gua
do tanque de mistura) do sistema de preparagdo de agua ao longo do periodo em que se

realizaram os ensaios de formag¢ao de biofilme.

3.1.1 - Qualidade da Agua Potivel da Rede Publica e da Agua do Tanque de

Mistura

A agua potavel proveniente do sistema de distribui¢do de dgua da rede publica de
Braga no Laboratério de Microbiologia Aplicada do Departamento de Engenharia Biologica,
¢ a matéria-prima utilizada ao longo do trabalho elaborado nesta dissertacao e usada para a
formacdo de Dbiofilmes. Esta possui uma concentragdo bacteriana média de
2,91x10*+2,25% 10> UFC/mL quando inoculada no meio de cultura R,A e uma concentragdo
média de cloro livre de 0,68 + 0,04 mg CI/L.

Como ja foi anteriormente referido, a dgua potavel, antes de ser alimentada ao sistema
de células de fluxo onde se desenvolvem os biofilmes, foi submetida a uma prepara¢do que
teve como principal objectivo a remocao de cloro livre presente na agua da rede, de modo a
possibilitar o crescimento das bactérias da dgua que posteriormente serdo responsaveis pela
formacao de biofilme.

Ap6s a remogao de cloro, a d4gua contida no tanque de mistura contém a comunidade
bacteriana responsavel pela formacdo de biofilme nas superficies de adesdo em estudo e
apresenta uma concentracdo média de cloro livre de 0,06+ 0,02 mg CI/L. Assim, pode-se
concluir que o sistema de preparagdo de agua potavel € eficiente na remog¢ao de cloro uma vez
que se obtém uma eficiéncia média de remocdo de cloro livre da agua potavel de
91,13+ 2,39%.

Na Figura 3.1 pode-se observar a variacdo do pH, da temperatura e da concentragdo
bacteriana, expressa em termos do ntimero de bactérias cultivaveis no meio de cultura R,A
(UFC/mL) e bactérias totais (BT/mL) e respectivas concentracdes médias, na dgua do tanque
de mistura ao longo dos 307 d que alimentou o sistema de células de fluxo a um caudal
constante de 0,02 L/h e permitiu a realizagdo dos diferentes tipos de ensaios de formagao de

biofilme de dgua potavel.
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Tanque de Mistura
1,E+07  Tipo Ay Tipo A; Tipo B, Tipo B, Tipo C Tipo D
<+ 26,0
it LI |
i ] i
1E+06 - ] i = & ¥ 1 21,0
$1 5% Tat #is%9% ‘
. e R RIL L -
s c
@] S
L *: * + 16,0 ¥
D f { I = } T
1,E+05 4 o
2 ¥¥ i: @ I T I " g
& - { f I{ 7 1110 ©
zf f =
1,E+04 | L2
AAAAAAAAAALAL, AdAAAA ALALAAMRAALA 4 444, ] iiA“AAEAAﬁ 6.0
s
1|E+03 T L T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T T 110
1 7 16 49 100 104 128 171 233 237 247 281 287
Tempo (d) m BT/mL ¢ UFC/mL (R2A)
média BT/mL  ——média UFC/mL
A pH Temperatura

Figura 3.1 - Variagdo da concentracdo de bactérias totais e cultivaveis, expressa em BT/mL
e UFC/mL, respectivas concentracdes médias, do pH e da temperatura da 4gua do tanque
de mistura durante o tempo em que se realizaram os ensaios de formagao de biofilme.

Pela andlise da Figura 3.1 verifica-se um decréscimo da concentragdo de bactérias ao
longo do tempo, sendo este mais acentuado para as bactérias cultivaveis. Pelo contrario, o pH
mantém-se aproximadamente constante ao longo do tempo apresentando apenas ligeiras
flutuagdes. As variagdes, quer do niimero de bactérias da agua, quer do pH, podem estar
associadas, possivelmente, as variacdes de qualidade da agua da rede publica no ponto de
recolha. Verifica-se, também, que os valores da temperatura da dgua ndo sdao constantes ao
longo do tempo. Isto pode ser explicado pelo facto do tanque de mistura ndo ter qualquer
sistema de controlo da temperatura, pelo que a temperatura da dgua esta sujeita as variagdes

da temperatura ambiente do laboratorio no periodo de Setembro de 2001 a Julho de 2002.

Na Tabela 3.2 sdo apresentados os valores médios dos varios parametros

monitorizados na dgua do tanque de mistura para os varios ensaios de formacdo de biofilme

realizados.
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Tabela 3.2 - Valores médios de BT/mL, UFC/mL (R,A), pH e temperatura (°C) na agua do

tanque de mistura para os varios ensaios de formacao de biofilme realizados

Ensaios BT/mL UFC/mL pH Temperatura (°C)
Tipo A;  1,92x10°+6,01x10°  125x10°£3,11x10*  6,68+0,12 26,78+ 0,51
Tipo A,  6,90x10°+1,78x10°  120x10°%£2,69x10*  6,63%0,15 27,00+ 0,45
Tipo B; 1,54x10°£326x10°  1,20x10°+£2,79x10*  6,69£0,13 25,05%0,55
Tipo B, 7.43x10°+1,40x10°  4,59x10°+1,89x10*  7,06+0,10 25,43+0,53
TipoC  6,24x10°+1,66x10°  1,81x10°+5,50x10°  6,81+0,17 25,65£0,53
TipoD 572x10°+121x10°  8,74x10°+1,86x10°  6,51%0,10 25,65+ 0,82

Ao longo dos 307 dias de funcionamento do tanque de mistura a concentracdo de
bactérias totais (BT/mL) variou entre 3,54x 10’ e 3,11x 10° apresentando uma valor médio de
9,65x10°+2,36x10°. Por sua vez, a concentragdo de bactérias cultivaveis (UFC/mL) no meio
de cultura R,A variou entre 2,25 x 10° e 3,68 x 10> com valor médio de 6,36 x 10*+ 1,65 x 10*.
O pH e a temperatura neste tanque oscilaram entre 6,40 e 7,25 e 24 e 27,5°C, obtendo-se
valores médios de 6,72+ 0,21 e 25,86+ 0,89°C durante o periodo em que se realizaram os
ensaios de formacao de biofilme.

Analisando os valores médios da concentracdo de bactérias cultivaveis na agua
potavel da rede publica (2,91x10*+2,25x10* UFC/mL) e na agua do tanque de mistura
(6,36x10*+ 1,65x10* UFC/mL) verifica-se que a passagem da agua potavel através do
sistema de preparacdo de agua possibilitou um aumento médio do niimero de bactérias
cultivaveis na agua de 99,54+ 0,35 %. Este aumento foi conseguido porque a remog¢do de
cloro no 1° filtro de carvao activado granular (C;) permite o crescimento bacteriano no 2°
filtro (C,), funcionando este como um filtro de carvao activado granular bioldgico, que
fornece um in6culo bacteriano continuo ao tanque de mistura, pela libertacdo de bactérias
crescidas na superficie do carvao. Este facto comprova o papel importante da concentragao
residual de cloro livre na agua potavel para impedir o crescimento bacteriano.

Pela Figura 3.1 e Tabela 3.2 verificou-se que o decréscimo, ao longo do tempo, da
concentragdo de bactérias cultivaveis em RyA ¢ superior ao das bactérias totais, o que indica
que pode verificar-se uma diminui¢do da culturabilidade das bactérias da agua ao longo do
tempo. Na Figura 3.2 pode-se observar os valores médios da culturabilidade das bactérias da
agua do tanque de mistura no meio de cultura R,A para os diversos ensaios de formagao de

biofilme.
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Figura 3.2 - Variacdo da percentagem média de bactérias cultivaveis (em R,A), expressa em
(UFC/mL)/(BT/mL) (%), na dgua do tanque de mistura para os ensaios de formacgdo de
biofilme realizados.

Esta figura demonstra claramente uma diminui¢do da culturabilidade das bactérias ao
longo do tempo na dgua do tanque de mistura para os varios ensaios de formagao de biofilme.
A percentagem média global de bactérias cultivaveis em R,A durante os 307 d € de 6,91%, ou
seja, sO uma pequena percentagem do total das bactérias presentes na dgua do tanque de
mistura sdo capazes de crescer num dos meios de cultura mais usado para a contagem de

bactérias em amostras de agua potavel.

Pela andlise dos valores apresentados e por aplicagdo do teste estatistico “one-way
ANOVA”, conclui-se que a concentragdao de bactérias totais e cultivaveis na dgua do tanque
de mistura nao ¢ constante ao longo do tempo (P<0,001). Pode-se ainda concluir, por
aplicagcdo do mesmo teste estatistico aos valores do pH e da temperatura da 4gua do tanque de
mistura, que estes também ndo sdo constantes ao longo do tempo em que se realizaram os
ensaios de formagao de biofilme (P<0,001). Assim, a variacdo da qualidade da agua do tanque
de mistura que alimenta o sistema de células de fluxo pode ser um factor a considerar
aquando do estudo da influéncia dos diferentes factores nas cinéticas de formagdo de

biofilme.
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3.1.2 - Cinéticas de Formacao de Biofilme em Células de Fluxo

Os sistemas de fluxo foram desenvolvidos para permitir o estudo e a monitorizagao
continua da formacdo de biofilmes em condi¢des laboratoriais ¢ industriais (Pereira et al.,
2002b).

As células de fluxo sdo reactores muito versateis que operam em posicao vertical com
recirculagdo em continuo, e permitem o estudo da formacdo de biofilmes sob diferentes
condi¢des ambientais (temperatura, pH, concentragdo de matéria organica), hidrodindmicas,
utilizando uma grande variedade de superficies de adesdo. A caracteristica mais importante
deste tipo de reactores ¢ permitir o acompanhamento da formagao do biofilme nas placas de
adesdo e a sua amostragem periddica, permitindo, posteriormente, a realizacdo de uma

variedade de técnicas de analise do biofilme.

No estudo realizado nesta tese, o biofilme ¢ formado sobre superficies de adesdao de
aco e PVC, pela recirculagdo de 4gua, continuamente obtida do tanque de mistura, no interior
do sistema de células de fluxo. O sistema usado ¢ constituido por duas células de fluxo
colocadas na posi¢do vertical e em paralelo ligadas cada uma através de uma bomba
centrifuga a um tanque de recirculagdo. Este sistema permite variar a velocidade da agua por
variagdo do caudal de recirculagdo, sem variar o tempo de residéncia desta nas células de
fluxo.

Para cada ensaio efectuado, o sistema de células de fluxo foi cheio com agua do
tanque de mistura e operou em modo descontinuo durante cerca de 13 h. Findo este tempo
passou a operar de modo continuo pela entrada de dgua proveniente do tanque de mistura e
em alguns dos ensaios (A e C) dos meios de cultura liquidos ricos em nutrientes. Cada ensaio
de formagdo de biofilme teve a duracdo média de 14 d, tempo necessario para o biofilme
atingir o estado estacionario. A adicao de nutrientes a agua efectuada em alguns dos ensaios,
pretende simular o conteido em matéria organica biodegraddvel que normalmente se encontra
presente na agua potavel que circula nas redes de distribuicdo e que neste caso tinha sido

removido no sistema de preparagao de agua (Morin et al., 1996; Morin e Camper, 1997).

A formacdo de biofilme no sistema de células de fluxo ocorreu a temperatura de
20+ 1°C para todos os ensaios realizados. Este valor da temperatura foi seleccionado por ser a
temperatura normalmente encontrada nos sistemas de distribuicdo de 4agua potavel da rede

publica em Portugal (Chaves, 1999), sendo também, neste caso, o valor aproximado da
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temperatura da agua no ponto de recolha. Isto foi possivel no sistema células de fluxo, com
colocacdo de uma camisa de arrefecimento nos tanques de recirculagdo, que permitiu manter
o sistema a uma temperatura aproximadamente constante através da recirculagdo de agua
proveniente de um sistema de refrigeracao externa. Na Figura 3.3 pode-se observar a variagdo
da temperatura ao longo do tempo no sistema de células de fluxo para os varios ensaios de
formagao de biofilme, e na Tabela 3.2 os valores médios da temperatura nas células de fluxo

para estes ensaios.
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Figura 3.3 - Variagcdo da temperatura (°C) nos sistemas de células de fluxo ao longo do
tempo, para os varios ensaios de formagao de biofilme. (a) Ensaio Tipo A; e Tipo By; (b)
Ensaio Tipo C e Tipo D.

Tabela 3.3 - Valores médios da temperatura (°C) no sistema de células de fluxo, para os

varios ensaios de formag¢ao de biofilme

Ensaios TipoA; TipoB; TipoC TipoD
A¢o  20,6+0,5 19,2+0,7 18,8+0,3 19,4+0,2
pvC 20,1+0,5 19,3+1,0 19,8+1,8 19,8+0,4

Pela observagdo da Figura 3.3 (a) verifica-se que a temperatura no sistema de células
de fluxo (ago/PVC) permaneceu aproximadamente constante ao longo do tempo, para ambos
os ensaios. No entanto, para o ensaio sem nutrientes (Tipo B;) verificaram-se temperaturas
ligeiramente inferiores as obtidas no ensaio com nutrientes e uma maior variacao dos valores
da temperatura, como se verifica pelos valores apresentados na Tabela 3.3 referentes a estes

ensaios. Observando a Figura 3.3 (b) e os valores da Tabela 3.3 verifica-se que a temperatura
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nos sistema de células de fluxo (a¢o/PVC) para o ensaio sem nutrientes (Tipo D) permaneceu
constante, 20+ 1°C. O mesmo se verificou na células de fluxo de aco para o ensaio com
nutrientes (Tipo C). Pelo contrario para este ensaio na célula de fluxo de PVC entre os dias
sete e treze verificaram-se temperaturas consideravelmente mais elevadas do que era
esperado, devido a um problema na tubagem do sistema de refrigeragcdo desta célula.

Assim, pode-se concluir que, de um modo geral, o sistema de refrigeracdo foi eficiente
no controlo da temperatura do sistema de células de fluxo, permitindo manter a temperatura a

um valor aproximadamente constante para os diferentes tipos de ensaios realizados.

Ao contrario da temperatura, o pH da dgua ndo sofreu qualquer ajuste durante o
desenvolvimento do biofilme nos sistemas de células de fluxo. Pode-se observar a sua
variagdo ao longo do tempo na Figura 3.4, para os varios ensaios de formagao de biofilme. Na

Tabela 3.4 sdo apresentados os valores médios do pH nas células de fluxo para estes ensaios.
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Figura 3.4 - Variagdo do pH nos sistemas de células de fluxo ao longo do tempo para os
diferentes ensaios de formagdo de biofilme. (a) Ensaio Tipo A; e Tipo By; (b) Ensaio

Tipo C e Tipo D.

Tabela 3.4 - Valores médios do pH no sistema de células de fluxo, para os varios ensaios

de formagao de biofilme

Ensaios Tipo A4 Tipo B,

Tipo C

Tipo D

Ag¢o  7,16+0,20 6,87+0,21

7,01+0,16 7,10+0,11
pvC 7,08+0,14 6,86+0,15 7,00+0,13 7,16+0,10
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Pela anélise da Figura 3.4 (a) e (b) verifica-se que o pH no sistema de células de fluxo
ndo permanece constante ao longo do tempo, para os quatro tipos de ensaios realizados e para
as c¢lulas de fluxo de ago e PVC. Completando esta analise com os valores da Tabela 3.4
verifica-se que o pH dos efluentes das células de fluxo de aco sdo ligeiramente superiores ao
pH do efluente das células de fluxo de PVC para todos ensaios, excepto para o ensaio laminar
sem nutrientes (Tipo D). No entanto, as diferengas ndo sdo muito significativas. Verifica-se,
ainda, que em regime turbulento o pH ¢ maior no ensaio com nutrientes (Tipo A;) e pelo
contrario em regime laminar ¢ o ensaio sem nutrientes (Tipo D) que apresenta um maior pH
no efluente das células de fluxo.

Comparando os valores da Tabela 3.4 com os apresentados na Tabela 3.2 (pH médio
da 4gua do tanque de mistura para os ensaios em causa) constata-se que, para todos os ensaios
de formagdo de biofilme, o pH a saida das células de fluxo (no sistema de células de fluxo) ¢
maior do que a entrada das mesmas (na agua do tanque de mistura). Pode-se ainda verificar
que os ensaios Tipo A; e D (aqueles que t€ém maiores valores de pH médio a saida das células
de fluxo) sdo os que apresentam menores valores médios de pH a entrada destas. Isto podera
indicar possivelmente que a actividade metabodlica das bactérias do biofilme altera o pH da
agua no seio do liquido.

Assim, conclui-se desta andlise, que a presenga de biofilme nas condutas da rede de
distribui¢do de agua potavel poderad possivelmente aumentar o pH da 4gua que nelas circula;
ndo se verificam diferencas significativas nos valores do pH da dgua para o biofilme formado
sobre as diferentes superficies de adesdo em estudo e este estudo ndo permite tirar grandes
conclusdes quanto a influéncia do tipo de regime de escoamento e presenga de nutrientes no

pH da 4gua que circula nas condutas de distribuicao.

Segundo o estudo efectuado por Kerr et al. (1999) para a formagao de biofilmes em
diferentes tipos de materiais em contacto com agua potavel, durante a fase de formacao de
biofilme existe sempre uma correlagdo positiva muito elevada entre o nimero de bactérias
heterotroficas do biofilme e o nimero de bactérias heterotroficas no seio do liquido,
independentemente do tipo de material que suporta o biofilme, da temperatura e da
concentragdo de cloro residual da 4gua. Estes resultados indicam que as bactérias do biofilme
sdo continuamente libertadas deste para o seio do liquido, resultando nos sistemas de
distribuicdo de agua potavel numa deterioracdo da qualidade microbiologica da dgua como
consequéncia da formagdo de biofilme nas condutas, tendo isto sido ja vastamente constatado

por outros autores (LeChevallier et al., 1987; Haudidier et al., 1988; Van der Wende et al.,
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1989; Camper et al., 1996). No entanto, num estudo mais recente Ollos et al. (1997)
verificaram uma baixa correlacao entre o niumero bactérias aderidas e o nimero de bactérias
no seio do liquido, sugerindo que a contagem de heterotréficos no biofilme nao pode ser
representada com confianca em funcdo da contagem de heterotroficos em suspensdo. Por
outro lado, Boe-Hansen et al. (2002) referem que o nimero de bactérias na fase plantonica
ndo se deve apenas as bactérias que sdo libertadas do biofilme, mas também ao significativo
crescimento das bactérias no seio do liquido, que também tem que ser considerado.

Com objectivo de verificar se esta relacdo ¢ ou nao verificada pelos resultados obtidos
neste trabalho, pode-se observar na Figura 3.5 a relagdo entre a concentragdo de bactérias no
biofilme e no efluente das células de fluxo, expressa em termos de bactérias totais e
cultivaveis em R,A e os respectivos coeficientes de correlagdo, para todas as condigdes

experimentais testadas.
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Figura 3.5 - Relacdo entre o nimero de bactérias presente no biofilme e no efluente dos
sistemas de células de fluxo, onde cresce o biofilme sobre as superficies de adesdo de ago

e PVC, para todos os ensaios realizados. (a) Bactérias Totais; (b) Bactérias cultivaveis em
RLA.

Pela andlise da Figura 3.5 verifica-se que a concentragdo de bactérias no seio do
liquido expressa em termos da contagem de bactérias totais fornece uma fraca indicagcdo do
estado de acumulagdo de bactérias no biofilme, apresentando um coeficiente de correlagdao
R?=0,27, enquanto que para a contagem de heterotroficos no meio de cultura R,A obteve-se
um coeficiente de correlagio ligeiramente melhor R*=0,59 (P<0,05).Verifica-se ainda que o

declive obtido para a relacdo do niimero de bactérias heterotroficas crescidas em RyA € maior
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do que para a relagao do nimero de bactérias totais. Isto indica uma maior culturabilidade das
bactérias no biofilme do que no seio do liquido, o que pode ser explicado pela capacidade dos
biofilmes constituirem ambientes mais favoraveis para a sobrevivéncia das bactérias, uma vez
que estas nos biofilmes se encontram mais protegidas de agressdes fisicas e quimicas
externas.

Pelos resultados obtidos verifica-se que se pode estabelecer uma correlagdo positiva
entre o nimero de bactérias presentes no biofilme e no efluente das células de fluxo, mas os
coeficientes de correlagdo sdo muito baixos, pelo que ndo nos permitem estabelecer uma
relagdo absolutamente fiavel entre estas duas variaveis, estando estes resultados de acordo
com os obtidos por Ollos et al. (1997). Possivelmente, os baixos valores obtidos para os
coeficientes de correlacdo podem ser explicados pelas diferentes condigdes testadas no
sistema, que podem influenciar a relagdo de equilibrio que existe entre as bactérias
planctonicas e as aderidas.

Assim, pode-se concluir pelos resultados obtidos que a possibilidade de utilizar o
nimero de bactérias heterotroficas na fase planctonica como indicacdo do nivel de
desenvolvimento do biofilme nas superficies das tubagens de rede de distribuicdo ndo ¢ tao

seguro como o anteriormente constatado por alguns autores.

Na tabela seguinte apresentam-se os valores médios da concentragdo de bactérias nos

efluentes das células de fluxo de aco e PVC, para os varios ensaios de formacao de biofilme.

Tabela 3.5 - Valores médios de BT/mL e UFC/mL (R,A) no efluente das células de fluxo

de ago e PVC, para alguns dos ensaios de formag¢ao de biofilme realizados

BT/mL UFC/mL

Ensaios

Aco

PVC

Aco

PVC

Tipo A; 8,94x10°+2,17x10°
Tipo B; 2,61x10°%6,06x10°
Tipo C  2,83x10°%7,19x 10°
TipoD 9,68x10°+2,08x 10

5,72x10°+1,31x10°
2,70x10°+ 6,46 10°
2,78x10°+7,11x10°
8,96x10°+1,56x 10

2,67x10°+1,26x10°
1,16x10°+ 4,29x10*
1,19x10°+ 6,87x 10°
6,42x10*+1,89x10*

3,34x10°+5,05% 10°
1,96x10°+ 1,09x 10
1,66x10°+5,92x 10’
1,52x10°+1,07x10*

Comparando os valores médios apresentados na Tabela 3.5 com os apresentados na

Tabela 3.2 referentes a concentragdo de bactérias, expressa em termos de BT/mL ¢ UFC/mL,
para a dgua a entrada do sistema de cé€lulas de fluxo, para os ensaios de formagao de biofilme

correspondentes, verifica-se que a concentra¢do bacteriana a saida do sistema de células de
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fluxo de aco e PVC ¢ sempre consideravelmente superior a verificada na dgua do tanque de
mistura que alimenta as células de fluxo. Deste modo pode-se concluir que, uma vez que o
tempo de residéncia da 4gua nas células de fluxo (2 h) foi seleccionado de modo a que fosse
minimizado o crescimento de bactérias no seio do liquido (Morin e Camper, 1997), o
acréscimo dos valores da quantificacao bacteriana obtida nos efluentes das células de fluxo
reflectem, possivelmente, as células que se desprenderam da superficie.

Pela observacdo da Tabela 3.5 verifica-se ainda que, independentemente do tipo de
material em estudo, a concentracio média de bactérias totais e cultivaveis em R,A, no
efluente das células de fluxo apresenta a seguinte ordem decrescente de concentragdes para os
varios ensaios: Tipo A, Tipo C, Tipo B e Tipo D. Deste modo conclui-se que a concentragao
média de bactérias nos efluentes das células de fluxo ¢ maior nos ensaios com nutrientes do

que sem nutrientes, € ¢ maior em regime turbulento do que em regime laminar.

3.2 - Comparacio de Diferentes Parametros na Formacao de Biofilme

3.2.1 - Acumulacio de Biofilme em Células de Fluxo

Como ja foi referido anteriormente, efectuaram-se varios tipos de ensaios de formagao
de biofilme em superficies em contacto com a agua potavel, com o objectivo de estudar a
influéncia de factores como o tipo de material das condutas, o regime de escoamento
hidraulico e a concentragdo de matéria organica biodegradavel (nutrientes) na formacao de
biofilme em redes de distribui¢do de dgua potavel. Uma vez que se verificou que as
caracteristicas da dgua do tanque de mistura que alimenta o sistema de células de fluxo nao
sdo constantes ao longo do tempo, a semelhanga do que também acontece nas redes de
distribui¢do (Chaves, 1999), a variacdo da qualidade da agua que entra no sistema podera ser
outro factor que pode influenciar a formagao de biofilme.

Os resultados da acumulagdo de biofilme, expressa em termos de bactérias totais
(BT/cm?) e bactérias cultivaveis em R,A (UFC/cm?®), sobre estas superficies de adesdo

encontram-se representados na Figura 3.6.
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Pela anélise desta figura verifica-se que a concentragdo de bactérias acumuladas nas
superficies de adesdo de agco e PVC aumenta ao longo do tempo de forma exponencial,
atingindo o estado estacionario entre os 8 e 12 d de acumulacgao de biofilme, dependendo do
tipo de ensaio de formacao de biofilme. O tempo que os biofilmes demoram para atingir o
estado estaciondrio depende de muitos factores. Neste caso, a eliminagao do cloro da agua e o
fornecimento de um in6culo bioldégico continuo pelas colunas de carvao activado sdo factores
determinantes para permitir que um estado quase-estacionario seja rapidamente atingido em
6-8 dias, ao contrario do observado por outros autores que obtiveram estados estaciondrios
por volta dos 100 dias (Holden et al., 1995), 4 meses (Pedersen, 1990), e 11-16 dias (Kerr et
al., 1999). Pode-se ainda verificar, pela analise desta figura, que a varia¢do ao longo do tempo
do numero de bactérias cultivaveis ¢ maior do que a variacdo do niimero de bactérias totais,
ou seja, os valores obtidos para o nimero de bactérias totais nos primeiros dias de formagao
de biofilme sdo muito préximos dos obtidos em estado quase-estacionario, enquanto que para
as bactérias cultivaveis se verificou um aumento lento com o tempo. Assim, em estado
estacionario o namero de bactérias totais varia de 10° a 10" BT/cm?, enquanto que o niimero

de bactérias cultivaveis varia de 10* a 10° UFC/cm?, dependendo das condi¢des em estudo.

Ao contrario dos resultados obtidos quando se comparam diferentes tipos de material
suporte, a avaliacdo da influéncia do regime de escoamento hidraulico e da concentragdo de
nutrientes na formagao de biofilme foi obtida em diferentes alturas e ndo simultaneamente.
Assim, como ja foi anteriormente dito, existe a possibilidade das caracteristicas da agua a
entrada do sistema de células de fluxo influenciarem os resultados obtidos.

Na tentativa de minimizar a influéncia da variabilidade das caracteristicas da agua a
entrada, avaliou-se o potencial de crescimento do biofilme para o sistema nas diferentes
condigdes experimentais testadas, considerando a média das amostras recolhidas depois do
sistema atingir o estado quase-estacionario, isto €, geralmente depois dos 6 d. Com a excepgao
do ensaio Tipo A; (para as bactérias cultivaveis) e Tipo Ao (para as bactérias totais), que se
considerou que o estado quase-estaciondrio ocorreu depois dos 8 d. Os resultados desta

avaliacdo encontram-se representados na Figura 3.7.
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Figura 3.7 - Médias da concentragdo de bactérias totais (BT/cm?) e cultivaveis (UFC/cm?)
obtidas através dos pontos das cinéticas de formacado de biofilme, depois deste atingir o
estado quase estacionario.

Analisando a Figura 3.7 verifica-se que a quantidade de biofilme acumulada em
estado estacionario, independentemente do tipo de material em estudo, apresenta a seguinte
ordem decrescente de acumulacdo para os varios tipos de ensaios de formagao de biofilme
realizados: Tipo A;, Tipo C, Tipo B; e Tipo D. Verifica-se também que a concentragdo de
bactérias cultivaveis do biofilme em estado estacionario para o ensaio Tipo C e Tipo B; ¢
muito semelhante. Pela analise dos valores dos desvios padrdo apresentados nesta figura,
verifica-se que estes sdo maiores para os ensaios em regime laminar do que para regime
turbulento, isto pode ser explicado pelo facto de os biofilmes formados em condigdes
laminares estarem mais sujeitos a variagdes em massa ao longo do tempo devido ao fenémeno

de erosdo e crescimento (Pereira et al., 2002a).

3.2.2 - Influéncia da Variacio da Qualidade da Agua do Tanque de Mistura

Como a 4gua do tanque de mistura que alimenta o sistema de células de fluxo esta
sujeita as variagdes continuas da qualidade da dgua potdvel da rede publica no ponto de
recolha, e uma vez que ja se verificou que a concentracao de bactérias, pH e temperatura na
agua do tanque de mistura ndo sao constantes ao longo do tempo, efectuaram-se repeticoes de
alguns dos ensaios de formacdo de biofilme com as mesmas condigdes de regime de

escoamento e concentracdo de nutrientes para as superficies de adesdo de aco e PVC, mas em
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diferentes alturas com o objectivo de verificar a influéncia da variagdo da qualidade da agua
que alimenta o sistema de células de fluxo, na formagao de biofilme.

Assim, efectuou-se a repeticdo do ensaio de formagdo de biofilme em regime de
escoamento turbulento com a adi¢do de nutrientes (Tipo A). Nas Figuras 3.6 e 3.7 pode-se
comparar os resultados da acumulacao de biofilme, expressa em termos de bactérias totais
(BT/cm?) e bactérias cultivaveis no meio de cultura R,A (UFC/cm?), para os ensaios em que

houve repeti¢do das condi¢des experimentais (TipoA; e Tipo Ayp).

Pela anélise da Figura 3.6 (a) e (e), ensaio turbulento com nutrientes, verifica-se que o
perfil das curvas obtidas para a repeti¢do destas condigdes experimentais sdo semelhantes.
Nos dois ensaios atinge-se o estado estaciondrio entre os 10 e 12 dias de acumulacdo de
biofilme e os valores obtidos para a concentra¢do de bactérias totais e cultivaveis neste estado
sao da mesma ordem de grandeza.

No entanto, quando se aplica o teste estatistico “two-way ANOVA?”, para comparar as
curvas obtidas dos ensaios em que houve repeticdo das condi¢des experimentais verificou-se
que, existe uma elevada discrepancia entre as duas curvas, quer para as bactérias totais (ago,
P<0,1; PVC, P<0,001) como para as bactérias cultivaveis (ago, P<0,001; PVC, P<0,001). Isto
significa que a variacdo das condi¢des de entrada, ou seja, da concentracdo de bactérias da
agua do tanque de mistura influencia as cinéticas de formacao de biofilme. Assim, como os
ensaios que foram realizados para verificar a influéncia do regime de escoamento hidraulico e
da concentracdo de nutrientes, foram efectuados em diferentes alturas e, por isso, sujeitos a
diferentes condig¢des de entrada, a sua comparagdo pode ser impossivel de se efectuar com
confianga devido a interferéncia deste parametro. Contudo, analisando a Figura 3.7 verifica-se
que em estado quase estaciondrio as variagdes entre os ensaios repetidos foram pequenas
quando comparadas com as diferencas obtidas quando diferentes condigdes foram testadas,
pelo que da comparagdo do efeito dos outros factores se podem tirar algumas conclusoes
dignas de confianca. Verifica-se ainda que o efeito da variacdo das condi¢des a entrada do

sistema ¢ da mesma ordem de grandeza para os diferentes materiais de suporte em estudo.

3.2.3 - Influéncia do Tipo de Material

As superficies de adesdo usadas nos ensaios de formacdo de biofilme, ago inoxidavel

316 e PVC (cloreto de polivinilo), foram seleccionadas por representarem os materiais mais
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utilizados na actualidade nas condutas da rede de distribui¢do de 4gua potével e por possuirem
segundo Pedersen (1990) diferentes caracteristicas de superficie.

Na Tabela 3.6, a seguir apresentada, pode-se observar os resultados da aplica¢do do
teste estatistico “two-way ANOVA” para a comparacao das curvas de acumulacdo de
biofilme das superficies de adesdao em estudo, para os varios tipos de ensaio de formagado de

biofilme representados na Figura 3.6.

Tabela 3.6 - Valores da andlise estatistica obtidos na comparagdo das curvas de
acumulagdo de biofilme ao longo do tempo, sobre as superficies de adesdao de ago ¢ PVC,
para os varios tipos de ensaios realizados, em termos do nimero de bactérias totais

(BT/cm?) e cultivaveis (UFC/cm?)

Valores médios do Valores médios

Condicoes Método Valor de Numero da % Bactérias
Experimentais P Bactérias/cm? Cultivaveis
Aco PVC Aco PVC
Turbulento BT 0,064 7,78x10°  9,06x10° - -
Com (Tipo A) UFC 0,127 6,42x10°  834x10° ’ ’
Nutrientes  Laminar BT 0,000 1,50x10°  1,23x10° 195 L6
(TipoC)  UFC 0,005  4,88x10° 1,36x10° ’ ’
Turbulento BT 0,000 7,09x10°  1,20x10° 0 00 0.00
Sem (Tipo B;)  UFC 0,000  631x10* 1,08x10° ’ ’
Nutrientes  Laminar BT 0,000 1,29x10°  1,98x10° 554 120
(TipoD)  UFC 0,003 7,15x10°  6,34x10° ’ ’

Analisando a Figura 3.6 e os valores apresentados na Tabela 3.6 para os varios ensaios
realizados segundo as diferentes condi¢des experimentais, verifica-se que, pelos valores de P
obtidos na comparagdo do numero de bactérias entre o aco e o PVC, aplicando o teste
estatistico “two-way ANOVA” as curvas de acumulacdo de biofilme, seis das oito
experiéncias apresentam diferengas estatisticamente significativas, ou seja, para estas o tipo
de material ¢ um factor que influencia o nimero de bactérias ao longo de tempo (P<0,05). As
restantes experiéncias em que os valores de P sdo ligeiramente superiores a 0,05 referem-se ao
ensaio em regime turbulento com nutrientes. No entanto, este resultado ndo permite tirar
nenhuma conclusdo, mas para este ensaio os valores médios do niimero de bactérias para o

PVC sao maiores do que para o ago.
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Comparando os valores médios do nimero de bactérias para o aco e PVC (Tabela 3.6)
das experiéncias que se revelaram estatisticamente significativas (P<0,05), em duas
obtiveram-se valores maiores para o ago, enquanto que as quatro restantes apresentaram
valores do nimero de bactérias mais elevados para o PVC. As duas contagens mais elevadas
para o aco foram obtidas para regime laminar, mas nenhuma razao O6bvia aparente foi
encontrada para explicar este resultado.

Assim, da comparagdo dos resultados de acumulagdo de biofilme nos dois tipos de
materiais em estudo para os diferentes ensaios realizados, verifica-se que os resultados
obtidos sdo ambiguos, o podera possivelmente ser explicado pela semelhanca de ambos os
materiais em promover a adesdo bacteriana. Também foi verificado (Capitulo 4) que estes
dois materiais tém propriedades de superficie semelhantes, pelo que outros factores, tais como
a qualidade microbiologica da agua a entrada ou a variabilidade da amostragem, podem
influenciar os resultados obtidos. Outra possivel explicagdo, ¢ que os resultados obtidos para
os diferentes materiais sao diferentes consoante as condigdes a que estdo expostos. A
utilizagdo de outros materiais de suporte com propriedades menos semelhantes podia
possivelmente aumentar a influéncia deste factor nas cinéticas de formagao de biofilme, como
o que se verifica em alguns trabalhos que comparam materiais com maiores diferengas que as
encontradas entre o PVC e o ago (Rogers et al., 1994a e Niquette et al., 2000).

De um modo geral, o PVC parece, na maior parte dos casos, suportar maiores
numeros de bactérias totais e cultivaveis, donde se conclui que, entre as duas superficies
estudadas, a utilizagdo de ago inoxidavel ASI 316 nas condutas do sistema de distribuicao de
agua potavel parece ser mais aconselhavel do que a de PVC.

Comparando os resultados obtidos, com os obtidos anteriormente por outros autores
para os materiais em estudo neste trabalho, Pedersen (1990) e Zacheus et al. (2000) também
ndo puderam concluir qual dos materiais pode suportar maior ou menor crescimento de
biofilme. No entanto, Rogers et al. (1994a) obtiveram trés vezes mais bactérias totais no PVC
do que no ago. Segundo Rogers et al. (1994b), unicamente o cobre parece ser, até ao
momento, incontestavelmente o melhor material suporte no que diz respeito ao controlo do

crescimento microbioldgico em biofilmes em sistemas de distribui¢do de agua potavel.
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3.2.4 - Influéncia do Regime de Escoamento Hidraulico

Tém sido publicados vérios trabalhos relativos ao efeito das condi¢des hidrodinamicas
em biofilmes. Contudo, referem-se principalmente as alteragdes provocadas na sua estrutura e
ndo no nimero de bactérias totais e cultivaveis.

Segundo estudos efectuados por Dunsmore et al. (2002) e Wasche et al. (2002),
biofilmes formados em regime turbulento sdo mais compactos e tem uma estrutura menos
porosa, o que conduz por um lado a uma maior dificuldade na transferéncia de massa, mas por
outro lado a turbuléncia causada pelas elevadas velocidades do fluido diminui a espessura dos
biofilmes e aumenta a transferéncia de massa possibilitando um aumento do fornecimento de

nutrientes para o biofilme denso.

Nos ensaios de formacao de biofilme realizados foram testados dois tipos de regime
de escoamento, turbulento e laminar, com e sem a adi¢cao de nutrientes a agua.

Observando os graficos da Figura 3.6 e comparando o (a) com o (c¢) e o (b) com o (d),
de modo a poder analisar a influéncia do tipo de regime de escoamento na formacdo de
biofilme, e completando esta analise com o grafico da Figura 3.7, da média da concentracao
bacteriana em estado quase estacionario, verifica-se que a concentracao de bactérias totais e
cultivaveis em R;A ¢ maior em regime turbulento do que em regime laminar,
independentemente da concentracdo de nutrientes da dgua. Verifica-se ainda pela andlise da
Figura 3.6 que, em regime turbulento, o estado estaciondrio ¢ atingido entre os 10 e 12 d de
acumulagdo de biofilme, enquanto em regime laminar o estado estaciondrio atinge-se mais
rapidamente, entre 7 ¢ 8 d de acumulag¢do de biofilme sobre as superficies de adesdo em
estudo.

Pelos valores apresentados na Tabela 3.6 da percentagem de bactérias cultivaveis para
os varios ensaios de formacao de biofilme verifica-se que, de um modo geral, em regime
laminar a percentagem de bactérias cultivaveis ¢ menor do que em regime turbulento, ou seja,
em regime laminar h4 uma diminui¢ao da culturabilidade das células do biofilme. Isto pode
ser explicado tendo em conta o constatado por Pereira et al. (2002b), que verificou que a
actividade respiratoria das bactérias ¢ maior para regime de fluxo turbulento, possivelmente
devido a maior eficiéncia na transferéncia de nutrientes e oxigénio dentro da estrutura do
biofilme.

Os resultados obtidos poderdo ser possivelmente explicados pelo facto de em regime

turbulento (maiores velocidades) as limitagdes difusionais serem menores havendo uma maior
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transferéncia de nutrientes para o biofilme o que conduz a um maior crescimento deste. Pelo
contrario, maiores velocidades de escoamento também conduzem a um aumento da erosdo do
biofilme, o que origina que, por um lado, este demore mais a atingir o estado estacionario, e
por outro, a formagdo de biofilmes menos espessos facilitando a difusdo de nutrientes no seu

interior, originando assim um biofilme mais compacto e consistente.

Assim, pelos resultados obtidos, verifica-se que o regime de escoamento hidraulico da
agua nas condutas, ou seja, a sua velocidade, ¢ um factor que influencia a concentracao de
bactérias acumuladas nas superficies das condutas. Assim, pode-se concluir que menores
velocidades da dgua nas condutas da rede de distribuicdo conduzem a uma menor acumulacao
de biofilme na superficie destas e portanto uma menor deterioracdo da qualidade da agua

potéavel que estas transportam.

3.2.5 - Influéncia da Concentrac¢ao de Nutrientes

Como ja foi referido realizaram-se ensaios de formacdo de biofilme com e sem a
adi¢do de nutrientes a dgua. A adi¢do de um meio rico em nutrientes a dgua pretende simular
o contetido normalmente existente na dgua que circula na rede de distribuicdo, mas que neste
caso tinha sido removido desta no sistema de preparacao de agua. Por outro lado, a realizagao
de ensaios de formagdo de biofilme sem o suplemento de nutrientes para compensar os que
tinham sido removidos, pretende averiguar se a remog¢do da matéria organica normalmente
presente na agua limita, de certa forma, a formagao de biofilme.

Pela anélise dos graficos da Figura 3.6 e comparando os ensaios (a) com (b) e (¢) com
(d), de modo a poder analisar a influéncia da concentracdo de nutrientes da 4gua na formagao
de biofilme, para o regime turbulento e laminar respectivamente, e completando esta analise
com o grafico da Figura 3.7, verifica-se que a presenca de nutrientes permite maiores
quantificagdes bacterianas, quer em termos de bactérias totais ou cultivaveis, ou seja, uma
maior acumulagdo de biofilme nas superficies de adesdo em estudo, independente do tipo de
regime de escoamento, estando estes resultados de acordo com os obtidos em outros estudos
que também verificaram que grandes concentracdes de nutrientes no sistema aumenta o
numero de células no biofilme (Volk e Lechevallier, 1999; Frias et al., 2001).

Foi também verificado aquando da observacdo ao microscopio de epifluorescéncia de
bactérias coradas com DAPI, de ensaios com e sem nutrientes, que estas apresentam menor

fluorescéncia em ensaios em que ndo ha adi¢do de nutrientes a agua. Saby et al. (1997)
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verificaram que as bactérias quando expostas ao cloro apresentavam uma menor intensidade
do sinal para o DAPI, causada pela accdo do desinfectante sobre a estrutura do DNA das
bactérias. Assim, as observagdes efectuadas neste trabalho permitem sugerir que os diferentes
estados fisioldgicos das bactérias causados pela auséncia e presenga de nutrientes podem
também interferir com a intensidade da coloragao das bactérias com DAPI.

Assim, pelos resultados obtidos pode-se concluir que quanto maior a concentragdo de
matéria organica biodegraddvel (nutrientes) da dgua que circula nas condutas da rede de
distribui¢do, maior ¢ a acumulacdo de biofilme na sua superficie e portanto maior ¢ a
deterioragdo da qualidade da agua potavel. Conclui-se também que uma forma efectiva de
limitar e controlar a formacao de biofilme nas condutas do sistema de distribuicao de agua
potavel ¢ através da diminui¢do da concentragdo de matéria organica biodegradavel da agua

nas estagdes de tratamento (Van de Kooij, 1992).

3.3 - Efeito do Meio de Cultura na Quantificacao das Bactérias Cultivaveis

Existem diferentes meios de cultura que podem ser usados para a contagem de
microrganismos heterotroficos em amostras de agua potavel. No entanto, deve-se escolher o
meio de cultura que permite o maior desenvolvimento de bactérias a uma determinada
temperatura e por um periodo de tempo adequado.

Segundo estudos efectuados por Reasoner e Geldreich (1985) o meio de cultura, R,A,
por eles desenvolvido, produz contagens significativamente mais elevadas do que o
tradicionalmente usado, PCA, sendo portanto recomendado para a monitorizagdo das
populagdes bacterianas heterotroficas da agua durante os processos de tratamento e sua
distribuicao.

O meio de cultura TSA ¢ um meio bésico usado para a cultura de uma grande
variedade microrganismos, sendo principalmente usado como meio inicial de crescimento,
que permite a recuperacdo de uma grande variedade de bactérias, podendo também ser usado
para a contagem de heterotroficos em placa. Este meio foi seleccionado porque, para além da
monitorizagdo do numero de bactérias cultivaveis, também se pretendia ao longo deste
trabalho, identificar e caracterizar o maior numero de espécies bacterianas presentes na agua

potavel usada para a formagado de biofilme (Capitulo 4).
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Assim, com o objectivo de verificar a influéncia do tipo de meio de cultura na
quantificagdo de bactérias cultivdveis na agua do tanque de mistura e em amostras de
biofilme, efectuou-se a quantificacdo de bactérias cultivaveis, para os vdarios ensaios de
formac¢ao de biofilme, em dois meios de cultura com composigdes bastante distintas, RyA e

TSA (como se pode observar nas Tabelas A.1 e A.2 do Anexo A).

3.3.1 - Qualidade da Agua Potivel da Rede Publica e da Agua do Tanque de

Mistura

A concentracdo média de bactérias cultivaveis da agua potavel no ponto de recolha
quando inoculada no meio de cultura TSA ¢ de 7,36 % 10'+3,27x 10" UFC/mL.

Na Figura 3.8 pode-se observar a variagdo do nimero de bactérias cultivaveis na agua
do tanque de mistura, expressa em termos de UFC/mL, para os meios de cultura testados, R,A
e TSA, e respectivas concentragdes médias, ao longo dos 307 d em que este funcionou para
alimentar o sistema de células de fluxo e permitir a realiza¢ao dos varios ensaios de formagao

de biofilme de 4gua potavel.
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Figura 3.8 - Varia¢dao da concentracdo de bactérias cultivaveis nos meios de cultura RyA e
TSA, expressa em termos de UFC/mL e respectivas concentragdes médias, da agua do
tanque de mistura durante o tempo em que se realizaram os ensaios de formagdo de
biofilme.

Pela andlise da Figura 3.8 verifica-se que ha um decréscimo da concentragdo de
bactérias cultivaveis ao longo do tempo, sendo este mais acentuado para o meio de cultura
TSA. Assim, ao longo dos 307 d a concentragdo de bactérias cultivaveis em TSA variou entre
4¢1,23x% 10° UFC/mL, obtendo-se um valor médio de 1,47 % 10*+ 4,87 % 10° UFC/mL e em
R,A variou entre 2,25x 10° e 3,68x 10° UFC/mL, com valor médio de 6,36x 10*+ 1,65x 10%,
verificando-se assim uma maior variagdo ao longo do tempo do numero de bactérias
cultivaveis no meio TSA do que no RyA.

Uma vez que o decréscimo da concentragcdo de bactérias cultivaveis em TSA ¢ maior
do que em R,A, pode-se concluir que a diminui¢do da culturabilidade das bactérias da 4gua ao
longo do tempo ¢ maior para o TSA do que para o RyA, como se pode comprovar pelos
resultados apresentados na Figura 3.9. Nesta figura pode-se observar os valores médios da
percentagem de bactérias cultivaveis da agua do tanque de mistura para os dois meios de

cultura, R2A e TSA, para os varios ensaios de formagao de biofilme.
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Figura 3.9 - Variagdo da percentagem média de bactérias cultivaveis (em R,A e TSA),
expressa em (UFC/mL)/(BT/mL) (%), na agua do tanque de mistura para os ensaios de
formacao de biofilme realizados.

Observando a Figura 3.9 verifica-se que a percentagem de bactérias cultivaveis em
TSA ¢ muito inferior a obtida para R,A e, tal como para este meio, diminui ao longo do
tempo. A percentagem média global de bactérias cultivdveis (relativamente as totais) em RyA
durante os 307 dias ¢ de 6,91%, enquanto a apresentada pelo meio de cultura TSA ¢ apenas de
1,37%. Isto indica que o meio de cultura RyA permite uma maior recuperagdo das bactérias
presentes na agua do tanque de mistura.

Analisando os valores médios da concentragdo de bactérias cultivaveis no meio de
cultura TSA na agua potavel da rede publica (7,36x 10" +3,27x 10" UFC/mL) e na 4gua do
tanque de mistura (1,47 x 10*+4,87x10° UFC/mL), obtém-se um aumento médio do numero
de bactérias cultivaveis em TSA de 99,50+ 0,22%, através da passagem da agua pelo sistema
de preparagao de agua. Ao comparar este valor como o obtido para meio de cultura R,A

(99,54 £ 0,35%) verifica-se que sdo aproximadamente iguais.

3.3.2 - Cinéticas de Formacao de Biofilme em Células de Fluxo

Como ja foi referido anteriormente, as amostras de biofilme formado sobre as duas
superficies de adesdao em estudo e recolhidas ao longo do tempo para os varios tipos de
ensaios de formagao de biofilme realizados no sistema de células de fluxo, foram analisadas
em termos do seu conteudo bacteriano pela contagem de bactérias cultivaveis nos meios de

cultura R;A e TSA. Na Figura 3.10 pode-se observar os resultados da acumulacdo de
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biofilme, expressa em termos de UFC/cmz, nestes meios de cultura, sobre as superficies de

adesdo de ago e PVC, para os varios tipos de ensaios de formacdo de biofilme.
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Figura 3.10 - Variagdo da concentragdo de bactérias cultivaveis nos meios de cultura RyA e
TSA, expressa em termos de UFC/cm’, para a acumulagio de biofilme ao longo do tempo
sobre as superficies de adesdo de aco e PVC para os ensaios de formacdo de biofilme
realizados. (a) Tipo Ay; (b) Tipo By; (¢) Tipo C e (d) Tipo D.

Pela anélise dos resultados apresentados na Figura 3.10 verifica-se que, de um modo
geral, as curvas de acumulagio de biofilme expressas em termos de UFC/cm? apresentam um

comportamento semelhante para os dois meios testados, excepto no ensaio Tipo D em que se

verifica uma grande diferenca entre os valores de UFC/cm® obtidos para os dois meios.
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Verifica-se ainda que, para os varios tipos de ensaios com o meio de cultura R,A obtiveram-

2 .. . . . .
se sempre valores de UFC/cm” significativamente superiores aos obtidos com o meio TSA.

Na Tabela 3.7 pode-se observar de uma forma resumida e comparativa a capacidade
de recuperacao bacteriana dos meios de cultura em estudo (R,A e TSA) nos vérios pontos de
amostragem para as varias amostras recolhidas ao longo do tempo, para os diferentes ensaios

de formacao de biofilme realizados.

Tabela 3.7 - Comparagdo entre os meios de cultura R;A e TSA, na capacidade de
recuperacdo de bactérias heterotroficas de amostras de biofilme, d4gua do tanque de mistura
(TM) e dos efluentes dos tanques de recirculagao (TR), para os varios ensaios de formagao

de biofilme

Condicdes Experimentais Tipo de  UFCraa>UFCyiss/Amostras Totais  UFCgya>UFCrgsy (%)

Material Biofilme TR ™ Bioflme TR TM
Turbulento Acgo (9/11) (5/5) (4/4) 81,8 100 100
Com (Tipo A))  PVC  (10/12)  (5/6) 83,3 83,3
Nutrientes 1. inar Aco (6/6) 6B  am 100 100 0,
(TipoC)  PVC (5/6) (4/4) 83,3 100
Turbulento Acgo (9/9) (8/8) a7 100 100 100
Sem (TipoB))  PVC (9/10) (8/9) 90 88,9
Nutrientes 1. inar Aco (5/5) D ) 100 100 100
(Tipo D) PVC (5/5) (7/7) 100 100
Total (58/64)  (47/49) (24/24) 90,6 959 100

Nota: UFCgroa>UFCrsp refere-se ao nimero de amostras em que os valores de UFC em R;A
sdo maiores do que em TSA.

De um modo geral observando a Tabela 3.7 verifica-se que o RyA produz melhores
resultados para cerca de 91% das amostras de biofilme, 96% das amostras de efluente do
tanque de recirculacdo e 100% das amostras de 4gua do tanque de mistura. Pela analise dos
resultados apresentados nesta tabela para os varios ensaios de formagao de biofilme verifica-
se que o R,A parece ser mais eficiente para os ensaios sem nutrientes do que com nutrientes e
para os ensaios em regime de escoamento laminar. Esta observacdo, pode ser explicada pelo

baixo conteudo em nutrientes do R,A que evita o choque de nutrientes e pela sua capacidade
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em recuperar bactérias heterotréficas em condigdes de stress (meios nutricionalmente pobres

e/ou com elevadas limitagdes difusionais).

Por aplicacdo do teste estatistico “two-way ANOVA” aos resultados obtidos da
quantifica¢do de bactérias cultivaveis nos dois meios de cultura, R,A e TSA, para amostras de
agua do tanque de mistura, efluente do tanque de recirculagdo e de biofilme recolhidas ao
longo do tempo, para os varios ensaios de formacdo de biofilme comprovou-se que o tipo de
meio de cultura usado para a contagem de bactérias em amostra de dgua ou de biofilme
formado em qualquer das superficies de adesdao em estudo ¢ um factor que influencia os
valores da quantificagdio obtidos (P<0,05). Pela andlise dos graficos anteriormente
apresentados e da Tabela 3.7 pode-se concluir, como ja era esperado, que o RyA ¢ o meio de
cultura que permite obter melhores resultados, ou seja, recuperar um maior numero de
bactérias heterotroficas e por isso obter maiores contagens quer em amostras de agua e
biofilme para qualquer um dos ensaios, sendo por isso o meio seleccionado para a
quantifica¢do de bactérias cultivaveis em agua potavel. Estes resultados estdo de acordo com
varios artigos publicados nos tltimos vinte anos (Reasoner e Geldreich, 1985; Zacheus et al.,
1997).

Esta conclusdo podera ser, possivelmente, explicada pela diferente composi¢ao dos
meios de cultura: o meio R;A ¢ um meio em termos de nutrientes muito mais pobre que o
meio TSA, pelo que as bactérias da agua se podem adaptar mais facilmente a meios pobres
uma vez que o ambiente natural que as suporta também ¢ um meio com baixa concentragao de
nutrientes. Assim, as bactérias das amostras de 4gua quando plaqueadas num meio mais rico,
como o TSA, sofrem, possivelmente, um choque de nutrientes que poderd limitar o seu

crescimento, originando assim menores contagens.

3.4 - Visualizacbes Microscépicas de Biofilme de Agua Potavel

Com o objectivo inicial de verificar a influéncia dos diferentes factores em estudo na
arquitectura do biofilme, o biofilme formado no sistema de células de fluxo sobre as
superficies de adesdo de aco e PVC em diferentes condicdes experimentais foi visualizado
microscopicamente usando varias técnicas microscOpicas ja vastamente utilizadas para o

estudo de biofilmes (Walker & Keevil, 1994 ¢ Surman et al., 1996).
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As técnicas microscopicas utilizadas foram a microscopia de epifluorescéncia com a
utilizagcdo de diferentes fluorocromos, a microscopia electronica de varrimento (SEM) e a
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC). Os procedimentos aplicados para
cada uma destas técnicas encontram-se descritos no Capitulo 2.

Devido a falta de disponibilidade dos equipamentos (alguns destes equipamentos
encontram-se na Universidade de Southampton, UK) ndo foi possivel analisar amostras de
biofilme desenvolvido em todas as condi¢des experimentais testadas, pelo que os resultados
aqui apresentados sdo muito preliminares e ndo permitem tirar grandes conclusdes quanto a
influéncia dos diferentes factores na arquitectura do biofilme.

Nas figuras a seguir apresentadas pode-se observar biofilme formado nas superficies
de aco e PVC em diferentes condi¢cdes experimentais, utilizando os métodos microscopicos

acima referidos.
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(b)

(d) ®

Figura 3.11 - Visualizacdo de biofilme, em estado estacionario, formado em superficies em
contacto com a dgua em regime turbulento com nutrientes (Tipo A), por microscopia de

epifluorescéncia com CTC+DAPI. (a)-(d) aco e (e) —(f) PVC; ampliacao 1000x%.

Pela andlise da Figura 3.11 verifica-se que existem poucas células coradas de
vermelho (viaveis), o que pode dever-se possivelmente ao facto de este corante quando foi
utilizado ja ndo se encontrar em boas condi¢des. Verifica-se também que existe uma maior
quantidade de bactérias aderidas nas extremidades das placas de adesdo, sendo visivelmente

maior na amostra de PVC. Como se pode observar em (c¢) e (d) as células na amostra de aco
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tem uma certa tendéncia para se agrupar em estrias longitudinais, enquanto em PVC sao

visiveis grandes aglomerados de bactérias (e) e (f).

PVC

Figura 3.12 - Visualizacdo de biofilme, em estado estaciondrio, formado em superficies em
contacto com a dgua em regime turbulento com nutrientes (Tipo A), por microscopia de
epifluorescéncia com L/D; ampliagdo 1000x.
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Intermédio

Topo
Figura 3.13 - Visualizacdo de biofilme, em estado estaciondrio, formado em superficies em
contacto com a agua em regime laminar com nutrientes (Tipo C), por microscopia de
epifluorescéncia com DAPI; ampliagao 1000x%.
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Da observagao ao microscopio de epifluorescéncia de amostras de biofilme formado
nas superficies de adesdo de ago e PVC em regime laminar e coradas com DAPI, constatou-se
que na amostra de ago parece ser visivel um maior nimero de aglomerados de bactérias,
sendo estes mais extensos em altura do que os visiveis em PVC. Pelo contrario, na amostra de
biofilme formado na superficie de PVC ¢ visivel um grande nimero de células aderidas
directamente a superficie. Em ambas as amostras de biofilme foi possivel observar hifas de
fungos dai que as bactérias ndo sdo os Unicos constituintes destes biofilmes.

Pela analise da Figura 3.13 verifica-se que as imagens ai representadas reflectem o
que anteriormente foi dito. Nas imagens desta figura referentes a superficie de adesdo de ago,
pode observar-se uma sequéncia de trés planos de focagem da base para o topo de um
aglomerado de células, enquanto que, nas imagens referentes a superficie de PVC, a primeira
representa a adesao de bactérias directamente a superficie, pouco visivel na amostra de aco, e
as restantes uma sequéncia de dois planos de focagem da base para o topo de um aglomerado
de células.

Comparando estas imagens com as observadas na Figura 3.11 verifica-se que, na
amostra de aco em regime turbulento ndo eram visiveis grandes aglomerados, havia
maioritariamente uma adesdo a superficie, ao contrario do que acontece em regime laminar
que ao longo de toda a placa de adesdo sdo visiveis grandes aglomerados de células. Isto

deve-se possivelmente a influéncia das condigdes hidrodindmicas na formacao de biofilme.

Na figura que se segue pode-se observar imagens da visualizagdo ao microscopio
electrénico de varrimento (SEM) de amostras de biofilme formado em regime turbulento e

laminar sem nutrientes sobre superficies de aco e PVC.

S SEL EW- 120K WD- 11 mm T 50 K PHOTO- 0
—

EHT= 15.0 K  HD= 25 mm MRG= 0 K PHOTO= 0
10.0um - -
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Figura 3.14 - Visualizacdo de biofilme, em estado estacionario, formado em superficies em
contacto com a agua, por microscopia electronica de varrimento (SEM). (a) Turbulento
sem nutrientes (Tipo B), aco (extremidade da placa); (b) — (h) Laminar sem nutrientes
(Tipo D): (b) e (¢) ago (extremidade da placa), (d) e (e) aco (centro da placa), (f)-(h) PVC
(extremidade da placa).
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Da andlise da Figura 3.14 verifica-se que, nas amostras de aco independentemente do
regime sdo visiveis maiores quantidades de células do que nas de PVC, ao contrario do que
até agora se tem verificado. Verifica-se também que, independentemente do tipo de material a
quantidade de células aderidas ¢ visivelmente maior nas extremidades do que no centro da
placa de adesdo, o que também ja se comprovou por epifluorescéncia.

Nas imagens (e) e (f) € possivel observar uma estrutura de forma arredondada que
pelo tamanho e forma parece ser uma levedura, mais uma vez aqui se comprova que as
bactérias ndo sdo os Unicos constituintes dos biofilmes da agua.

Na placa de adesdo de PVC ¢ visivel uma certa degradacdo do material e na imagem
(h) ¢ visivel uma estrutura de um aglomerado que parece ter colapsado, o que se pode dever
ao processo de preparacdo das amostras, em que a desidratagdo pode ter afectado a estrutura

do biofilme ou entdo parte deste também se pode ter desprendido.

Na Figura 3.15 encontram-se representadas varias imagens da visualizacdo ao
microscopio de contraste de interferéncia diferencial (DIC), de amostras de biofilme com
diferentes idades formados em regime turbulento sem nutrientes sobre superficies de ago e

PVC.
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PVC 2 d 400x

Ac¢o 2 d400x

PVC 28 d 400 x

Aco 28 d 400 x

Ago 28 d 1000 x

A¢o 2 d 1000x
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[l .

Ago 28 d 1000 x Ago 28 d 1000 x

Ago 28 d 1000 x Ago 28 d 1000 x

Figura 3.15 - Visualizacdo de biofilme formado em superficies em contacto com a dgua em
regime turbulento sem nutrientes (Tipo B) com diferentes idades (2 e 28 d), por
microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC); as ampliagdes encontram-se
assinaladas junto de cada figura e a barra corresponde a 10 um.

A observacdo de biofilme utilizando o microscopio de contraste de interferéncia
diferencial, permite verificar a presenca de protozoarios com cerca de 5-10 um de diametro
aderidos a superficie do material e sobre o biofilme, o que pode indicar que estes se possam
alimentar das bactérias do biofilme.

Pode-se também observar na ultima imagem desta figura o que resta de parte do

biofilme se ter desprendido da superficie, o que podera dever-se as elevadas velocidades a que

o biofilme estava sujeito neste ensaio.
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3.5 - Conclusoes

O sistema de preparagdo de 4agua que fornece dgua em condicdes adequadas ao
sistema de células de fluxo para permitir o desenvolvimento das cinéticas de formagdo de
biofilme de agua potavel, ¢ alimentado por agua potavel proveniente do sistema de
distribui¢do da rede publica de Braga. Assim conclui-se que este sistema teve um bom
desempenho obtendo-se uma eficiéncia média de remog¢do de cloro de 91,13+2,39% e um
aumento médio do numero de bactérias cultivaveis na adgua de 94,54+ 0,35%, que serdo
responsaveis pela formacao de biofilme no sistema de células de fluxo sobre superficies de
aco e PVC.

A semelhanga do que acontece nas redes de tratamento, armazenamento e distribuigao
de agua potavel, a concentragdo de bactérias, pH e temperatura na 4gua do tanque de mistura
ndo foram constantes ao longo do tempo, estando portanto sujeitas as variagdes da qualidade
da agua da rede e das condi¢gdes ambientais entre Setembro de 2001 e Julho de 2002, periodo
em que se desenvolveram as vdrias cinéticas, verificou-se um decréscimo da concentracao de
bactérias € uma diminui¢ao da sua culturabilidade ao longo do tempo.

As vérias cinéticas de formagdo de biofilme realizaram-se a uma temperatura
aproximadamente constante, 20+ 1°C, temperatura normalmente encontrada nos sistemas de
distribui¢do de adgua potavel, o que foi apenas possivel pelo eficiente desempenho do sistema
de refrigeracdo no controlo da temperatura no sistema de células de fluxo. Pelo contrario, o
pH como ndo sofreu qualquer tipo de controlo e manifestou uma tendéncia para aumentar
com o aumento do nimero de bactérias aderidas. Também se verificou que, a medida que
aumentava a acumulacdo de biofilme nas superficies, o nimero de bactérias a saida do
sistema também aumentava, verificando-se um acréscimo consideravel da concentragdao de
bactérias na agua a saida do sistema de células de fluxo em relagdo a concentragdo a entrada
deste. Assim pode-se concluir que a presenca de biofilme nas condutas da rede de distribuigao
conduz a deterioracdo da qualidade da agua potdvel que chega aos consumidores, pela

actividade metabolica das bactérias do biofilme e pela sua continua erosdo e desprendimento.

A realizagdo dos varios tipos de ensaios de formacdo de biofilme, com diferentes
condi¢des experimentais permitiu concluir que a acumulagdo de biofilme na superficie das

condutas da rede de distribuicdo de agua potavel ¢ influenciada pelos seguintes factores: tipo
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de material das condutas, regime de escoamento hidraulico, concentragao de matéria organica
biodegradavel (nutrientes) e pela variagdo da qualidade da 4gua que entra no sistema.

Embora a variabilidade das caracteristicas da dgua potavel a entrada do sistema, tal
como o perfil microbiologico, tenha provado influenciar as cinéticas de formagao de biofilme,
o impacte sobre o potencial de crescimento de biofilme (quantidade de biofilme depois do
sistema alcancar o estado quase estacionario) foi muito limitado permitindo obter conclusdes
sobre a importancia relativa de cada um dos outros factores. Assim, do factor mais importante
para o menos importante, a acumulacdo de biofilme nas superficies aumenta devido a adi¢ao
de nutrientes a agua, o uso de condigdes turbulentas em vez de laminares e o uso de PVC em
vez de ago inoxidavel como material suporte.

Como foram analisadas unicamente duas condig¢des diferentes por cada parametro
estudado, as conclusdes foram limitadas uma vez, que por exemplo, se fossem testados outros
materiais suporte com caracteristicas menos semelhantes, talvez se pudesse aumentar a
importancia relativa deste factor. Contudo este estudo fornece uma base de trabalho
preliminar que pode ser utilizada e com a qual se podem comparar futuros trabalhos.

Assim conclui-se que, de entre as condigdes experimentais testadas, aquelas que
conduzem a uma menor acumulagdo de biofilme nas condutas da rede de distribui¢cdo e como
tal uma menor deterioragdao da qualidade da 4gua que chega aos consumidores, sdo: quanto ao
tipo de material das condutas, apesar das diferencas serem pouco significativas a utilizagdo de
aco inoxidavel 316 em vez de PVC; quanto ao regime de escoamento, o uso de menores
velocidades de escoamento da agua e quanto a concentracdo de nutrientes, reduzidas

concentragdes de nutrientes limitam a formacao de biofilme nas condutas.

Do estudo do efeito do meio de cultura na quantificagdo de bactérias cultivaveis em
amostras de agua e biofilme verificou-se que o tipo de meio de cultura usado para a
quantificacdo ¢ um factor que influencia os valores obtidos. Concluindo-se que de entre os
meios estudados, o meio de cultura R,A ¢ aquele que permite obter melhores resultados, ou
seja, recuperar um maior numero de bactérias e por isso obter maiores contagens em amostras
de agua e biofilme, sendo seleccionado como o melhor para quantificar bactérias em agua
potavel.

Constatou-se também que na adgua do tanque de mistura ao longo do tempo que este
funcionou, a percentagem média de bactérias cultivaveis em R,A foi de 6,91% e em TSA de
1,37%, ou seja, s6 uma pequena percentagem das bactérias presentes na agua deste tanque

foram capazes de crescer num dos meios de cultura mais indicados para a monitorizagdo de
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bactérias em agua potavel, o meio R,A. Assim, o método tradicional de contagem de
heterotréficos em placa € pouco representativo do nimero de bactérias realmente presentes na
dgua, estando actualmente a ser substituido por métodos que recorrem ao uso de marcadores
quimicos especificos de estruturas celulares que tem a capacidade de fluorescer quando
iluminados com luz de um determinado comprimento de onda e assim poderem ser facilmente

enumerados.

A visualizagdo microscopica do biofilme de dgua potavel com recurso a varios tipos
de microscopia permitiu verificar que as bactérias ndo sao os Unicos constituintes dos
biofilmes, também podemos encontrar fungos, leveduras e protozoarios.

No entanto, devido ao nimero limitado de observacdes de biofilme que foi possivel
realizar utilizando as vdrias técnicas microscépicas, ndo se podem tirar conclusdes sobre a

influéncia dos varios factores em estudo na arquitectura do biofilme.
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Capitulo 4 - Identificacdo e Caracterizacao das Bactérias

Colonizadoras e Caracterizacao das Superficies de Adesao

Neste capitulo apresentam-se os resultados da identificacdo das bactérias presentes na
dgua do tanque de mistura, que sdo responsaveis pela formacdo de biofilme no sistema de
células de fluxo. Sao também apresentados os resultados da caracterizagdo destas bactérias,
bem como das superficies de adesdo usadas para a formagao do biofilme, no que respeita as
propriedades superficiais, nomeadamente tensdes superficiais e hidrofobicidade, obtidos
através da técnica de medicdo de angulos de contacto. Os resultados desta caracterizagao
permitem ainda fazer uma previsao tedrica da adesdo bacteriana a superficies em contacto

com a agua potavel por aplicacao da teoria termodindmica da adesao.

4.1 Identificacao das Bactérias Colonizadoras
4.2 Caracterizagao das Bactérias e Caracterizacdo das Superficies de Adesao
4.3 Estudo Teorico de Previsdao da Adesdo Bacteriana a Superficies

4.4 Conclusoes
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4.1 - Identificacido das Bactérias Colonizadoras

A agua potavel proveniente do sistema de distribuicdo de dgua da rede publica de
Braga ¢ preparada no sistema experimental descrito em 2.2.1, sendo depois recolhida no
tanque de mistura. A agua deste tanque contém as bactérias que colonizam o sistema de
células de fluxo usado para a formagdo de biofilme sobre diferentes superficies de adesao
(Capitulo 3).

4.1.1 - Isolamento das Bactérias da Agua

Com o objectivo de identificar as varias espécies bacterianas presentes na agua do
tanque de mistura recolheram-se amostras desse tanque, que foram plaqueadas em placas de
Petri segundo o descrito em 2.3.1.

Como resultado deste procedimento obtiveram-se placas de Petri com diferentes tipos

de colodnias como se pode observar na Figura 4.1.
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Figura 4.1 - Placas com diferentes tipos de coldnias provenientes da agua do tanque de
mistura. a) a g), coldnias crescidas em meio de cultura R,A; h) a p), coldnias crescidas
em meio de cultura TSA.

Pela observacao da Figura 4.1, verifica-se que as coldnias crescidas nos dois meios de
cultura, R,A e TSA, apresentam uma grande variedade de morfologias e cores, o que
pressupdem a existéncia de uma grande diversidade bacteriana na agua do tanque de mistura.

Assim, de acordo com a cor e tipo de morfologia das coldnias foram isolados
diferentes tipos de bactérias presentes na dgua do tanque de mistura. Na Tabela 4.1 observa-se
uma caracterizagdo preliminar de alguns dos isolados bacterianos, assim como as fotografias

do seu crescimento em placa e a observagdo a lupa de algumas coldnias isoladas.
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Tabela 4.1 - Caracterizagdo de alguns dos isolados bacterianos quanto ao meio de
isolamento, a morfologia das coldnias e fotografias do crescimento em placa e da observagao

de colonias isoladas a lupa

Referéncia do Meio de  Morfologia das Fotoerafias
Isolado Isolamento Colonia 8
Amarela
fluorescente
001 (1) R,A leitosa e halo
trasparente
rugoso
Amarela
001 (2) R,A esbranquicada
transparente
Amarela
002 R,A esbranquigada
transparente
003 R,A Amarela leitosa
004 R,A Laranja
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Branca
005 R,A
transparente
Centro amarelo
006 RLA e halo
esbranquigado
Amarela
008 R,A fluorescente
leitosa
Branca
009 R,A
transparente
010 ROA Branca leitosa
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011 RA Rosa claro
Rosa muito
014 R,A
claro
015 TSA Mostarda leitosa [ I
016 TSA Rosa encarnada
017 TSA Branca rugosa

Mestrado em Tecnologia do Ambiente

107



Capitulo 4

Resultados

Creme
018 TSA -
refringente
Amarela
concéntrica
025 R,A
rugosa ¢ halo
branco
Amarela leitosa
026 (2) RoA .
esbranquigcada
028 R,A Branca leitosa
029 R,A Rosa encarnada
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Branca opaca

031 TSA .
estriada
032 TSA Vermelha seca
Branca pérola
041 RoA
transparente

Branca rugosa e

045 TSA
seca

046 R,A rosa
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TSA Vermelha

047 hamida
052 TSA Branca opaca

Salmdo estrias
054 TSA o

concentricas

Branca rugosa

061 TSA .
mamilar

Branca opaca

065 TSA

cremosa
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068 R,A Branca rosada
Branca
075 R,A transparente
pequena
Amarela
076 R,A
fluorescente
077 R,A Salmaio claro

4.1.2 - Identificaciio das Bactérias da Agua

Aos isolados da dgua, apresentados na Tabela 4.1, foi efectuado um estudo preliminar
de identificagao através do uso de meios de cultura selectivos (TBX, PIA e meio minimo com
metanol (MMM)) e da coloracdo de Gram. Na Tabela 4.2 encontram-se os resultados desse
estudo, em que os sinais mais € menos representam respectivamente os resultados do

crescimento ou ndo dos isolados nos meios selectivos em estudo. Para o meio TBX e MMM o
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resultado + refere-se apenas ao crescimento quando este apresenta uma coloragdo azul

esverdeada e rosa, respectivamente.

Tabela 4.2 - Resultados do crescimento de alguns dos isolados bacterianos nos meios

selectivos TBX, PIA e MMM e da coloragao de Gram

Meios Selectivos

Referéncia do Isolado

Coloracao de

TBX PIA MMM Gram
001 (1) - + - Gram negativa
001 (2) - + - Gram negativa
002 - + - Gram negativa
003 + - - Gram negativa
004 - - - Gram negativa
005 - - - Gram negativa
006 - - - Gram negativa
008 - + - Gram negativa
009 - - - Gram negativa
010 - + - Gram negativa
011 - - + Gram negativa
014 - - + Gram negativa
015 - + - Gram negativa
016 - - + Gram negativa
017 - + - Gram negativa
018 - + - Gram negativa
025 - - - Gram negativa
026 (2) - + - Gram negativa
028 - + - Gram negativa
029 - - + Gram negativa
031 - - - Gram negativa
032 - - + Gram negativa
041 - + - Gram negativa
045 - + - Gram negativa
046 - - + Gram negativa
047 - - + Gram negativa
052 - - - Gram negativa
054 - + - Gram negativa
061 - + - Gram negativa
065 - + - Gram negativa
068 - - - Gram negativa
075 - - - Gram negativa
076 - + - Gram negativa
077 - + - Gram negativa
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Pela observagao da Tabela 4.2 verifica-se que as diferentes bactérias isoladas da agua
do tanque de mistura sdo todas Gram negativas. Pode-se verificar, também, pelos resultados
do crescimento dos diferentes isolados no meio de cultura TBX que apenas um destes (003)
apresenta um crescimento com uma coloragcdo azul esverdeada, o que indica tratar-se da
espécie bacteriana Escherichia coli, uma vez que este meio ¢ usado para a detecg¢do deste tipo
de microrganismos na agua. Relativamente ao meio PIA verifica-se que existem varios
isolados bacterianos assinalados com +. Comparando estes resultados com os da sua
caracterizacdo apresentados na Tabela 4.1, verifica-se que os diferentes isolados apresentam
cores ¢ morfologias pouco semelhantes, pelo que se conclui que, possivelmente, existem na
agua diferentes géneros bacterianos pertencentes a familia das Pseudomonadaceae.
Observando na Tabela 4.2 os resultados do MMM verifica-se que existem sete isolados que
cresceram neste meio, e que, portanto, devem pertencer ao género Methylobacterium. Pela
observacao das fotografias destes isolados na Tabela 4.1 verifica-se que estes apresentam
todos uma coloragao rosa mas com tonalidades e morfologias um pouco diferentes o que leva
a supor que se pode tratar de diferentes espécies bacterianas pertencentes a este género.

Uma vez que os testes preliminares de identificacdo efectuados ndo permitem, de um
modo geral, identificar as espécies bacterianas presentes na agua do tanque de mistura, os
isolados bacterianos foram posteriormente identificados pelo sistema de identificagdo

Programa API (ID32 GN) no laboratério de Microbiologia da Faculdade de Farmacia da

Universidade do Porto, apresentando-se na Tabela 4.3 os resultados desta identificagao.
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Tabela 4.3 - Resultados da identificacdo de alguns dos isolados bacterianos da agua do

tanque de mistura pelo sistema de identificagdo Programa API (ID 32 GN)

Referéncia do Isolado

Programa API (ID 32 GN)

Identificacao Classificacao

001 (1) CDCqgr.lvVC-2 Excelente identificacdo

001 (2) Comamonas acidovorans Identificagdo aceitavel
002 Stenotrophomonas maltophilia Excelente identificagdo
003 Escherichia coli - *
004 Sphingomonas paucimobilis Muito boa identificagdo
005 CDCgr.lV C-2 Boa identificacao
006 Sphingomonas paucimobilis Boa identificacao
008 Comamonas acidovorans Identificagdo aceitavel
009 CDCgr.lvC-2 Boa identificagdo
010 Burkholderia cepacia Boa identificagdo
011 Methylobacterium mesophilicum Boa identificagdo
014 Methylobacterium mesophilicum Muito boa identificagdo
015 Comamonas acidovorans Boa identificagdo
016 Methylobacterium mesophilicum Excelente identifica¢do
017 Comamonas acidovorans Identificagio aceitavel
018 Commamonas acidovorans Muito boa identificagdo
025 Flavimonas oryzihabitans Muito boa identificagdo

026 (2) Comamonas acidovorans Muito boa identificagdo
028 Stenotrophomonas maltophilia Excelente identificagdo
029 Methylobacterium mesophilicum Excelente identifica¢do
031 Acinetobacter Iwoffi Boa identificagdo
032 Methylobacterium mesophilicum Excelente identificagdo
041 Pseudomonas fluorescens Boa identificagdo
045 Brevundimonas diminuta Boa identificagdo
046 Methylobacterium mesophilicum Identificagdo aceitavel
047 Methylobacterium mesophilicum Excelente identifica¢do

Aeromonas salmonicida spp. ] ) )
052 o Muito boa identifica¢do
salmonicida

054 Moraxella lacunata Boa identificagdo
061 Moraxella lacunata Boa identificagdo
065 Brevundimonas vesicularis Boa identificagdo
068 Moraxella lacunata Boa identificagio
075 CDCgr.lvC-2 Muito boa identificagdo
076 Comamonas acidovorans Muito boa identificagdo
077 Moraxella lacunata Boa identificagdo
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Nota: * - Este isolado bacteriano ndo foi identificado pelo sistema de identificagdo Programa API, mas
através do meio selectivo TBX.

Na Tabela 4.4 apresentam-se novamente os resultados da identificagdo das varias
espécies bacterianas pelo programa API, mas por ordem alfabética, assim como as referéncias
de alguns dos isolados que lhe correspondem, aos quais se d4 uma nova designagdo que ¢
posteriormente utilizada na caracterizagdo das propriedades superficiais das bactérias no

ponto 4.2.1.

Tabela 4.4 - Nova designacdo para as bactérias isoladas e identificadas que ¢ posteriormente

usada na caracterizagdo das bactérias no ponto 4.2.1

Espécie Bacteriana Referéncia do Isolado Nova Designacio
Acinetobacter lwoffi 031 Acinetobacter lwoffi SP1
Aeromonas salmonicida spp. 052 Aeromonas salmonicida spp.
salmonicida salmonicida SP1
Brevundimonas diminuta 045 Brevundimonas diminuta SP1
Brevundimonas vesicularis 065 Brevundimonas vesicularis SP1
Burkolderia cepacia 010 Burkolderia cepacia SP1
005 CDCgr. IV C-2 SP1
CDCgr. IV C-2 009 CDCgr. IV C-2 SP2
001 (1) CDCgr. IV C-2 SP3
015 Comamonas acidovorans SP1
018 Comamonas acidovorans SP2
Comamonas acidovorans 017 Comamonas acidovorans SP3
008 Comamonas acidovorans SP4
001 (2) Comamonas acidovorans SP5
Escherichia coli 003 Escherichia coli SP1
Flavimonas oryzihabitans 025 Flavimonas oryzihabitans SP1
016 Methylobacterium mesophilicum SP1
029 Methylobacterium mesophilicum SP2
046 Methylobacterium mesophilicum SP3
Methylobacterium mesophilicum 032 Methylobacterium mesophilicum SP4
011 Methylobacterium mesophilicum SP5
014 Methylobacterium mesophilicum SP6
047 Methylobacterium mesophilicum SP7
Moraxella lacunata 077 Moraxella lacunata SP1
Pseudomonas fluorescens 041 Pseudomonas fluorescens SP1
Sphingomonas paucimobilis 006 Sphingomonas paucimobilis SP1
028 Stenotrophomonas maltophilia SP1

Stenotrophomonas maltophilia .
002 Stenotrophomonas maltophilia SP2
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Neste estudo foram isoladas e identificadas 14 diferentes espécies bacterianas
presentes na agua do tanque de mistura, todas elas aerdbias e Gram negativas, como se referiu
anteriormente.

Na sua grande maioria as espécies bacterianas isoladas s3o eubactérias
quimioheterotroficas que utilizam como fonte de carbono e energia os compostos organicos
com mais de um atomo de carbono, com a excepg¢do das pertencentes ao género
Methylobacterium que s3o eubactérias metilotroficas facultativas, ou seja, utilizam como
fonte de carbono e energia compostos organicos de apenas uma atomo de carbono, ou entdo
dois ou mais atomos de carbono que ndo estdo unidos um ao outro (por exemplo éter
dimetilico, dimetilamina, etc.) (Stanier et al., 1991).

O facto de todas as espécies bacterianas isoladas serem aerobias e heterotroficas deve-
se ao tipo de meios de cultura usados, visto que sdo selectivos para este tipo de
microrganismos.

As 14 diferentes espécies isoladas da agua do tanque de mistura pertencem a
diferentes familias do reino das Eubactérias, sendo a familia mais bem representada a das
Pseudomonadaceae. No entanto, estdo também presentes espécies bacterianas da familia das
Neisseriaceae, Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae.

Os membros da familia das Pseudomonadaceae possuem as seguintes caracteristicas:
bastonetes direitos ou ligeiramente curvos, com 0,5 — 1,0 um por 1,5 — 4,0 pm, ndo formam
endosporos, tem flagelos de insercdo polar simples ou multiplos, metabolismo respiratorio
nunca fermentativo, ndo utilizam compostos organicos poliméricos, apresentam exigéncias
nutricionais muito simples, crescem a pH neutro e a temperaturas na gama mesofilica, elevada
versatilidade metabdlica, ndo produzem gas a partir da glucose, em condigdes anaerdbias nao
formam 4cido a partir da glucose, sdo oxidase positivas (estas ultimas duas caracteristicas
permitem a sua distingdo das bactérias entéricas), catalase positivas, indole negativas,
vermelho de metilo negativas e Voges-Proskauer negativas (Ferreira e Sousa, 2000).

Assim, das espécies bacterianas encontradas na agua do tanque de mistura, as
pertencentes a familia das Pseudomonadaceae, anteriormente consideradas do género
Pseudomonas, mais tarde agrupadas com base na homologia do RNA ribossémico (RNAr) e
recentemente algumas transferidas para novos géneros (Holloway, 1996), sdo: Pseudomonas
fluorescens (Grupo I), Burkholderia cepacia (Grupo II), Comamonas acidovorans (Grupo
I1I), Brevundimonas diminuta e Brevundimonas vesicularis (Grupo IV), Stenotrophomonas
maltophilia (Grupo V), Sphingomonas paucimobilis, Flavimonas oryzihabitans e

Methylobacterium mesophilicum (Ferreira e Sousa, 2000).
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A espécie bacteriana Burkholderia cepacia ¢ uma espécie patogénica oportunista
emergente de animais e plantas, resistente a muitos antibidticos e capaz de sobreviver e se
multiplicar em ambientes nutricionalmente limitados, em particular, em ambientes
hospitalares humidos. Nas ultimas décadas, o numero de infecgdes causadas por esta espécie
bacteriana, conhecida inicialmente como uma espécie fitopatogénica responsavel pela
podriddo da cebola, aumentou marcadamente (Govan e Deretic, 1996). Este microrganismo
parece ter uma predileccdo pelo tracto respiratdrio, causando infecgdes que podem colocar em
perigo de vida doentes que necessitam de ventilagdo mecanica, doentes com granulomatose
cronica e doentes com fibrose quistica. Clinicamente, a colonizagdo por B. cepacia pode levar
a um lento e continuado declinio da func¢dao pulmonar, culminado na rapida e fatal
deteriora¢do do pulmao (Ferreira e Sousa, 2000).

As bactérias da familia das Neisseriaceae presentes na agua do tanque de mistura sdo
o Acinetobacter Iwoffi ¢ a Moraxella lacunata. A espécie Acinetobacter lwoffi possui as
seguintes caracteristicas: ¢ aerobia estrita, coco-bacilar, imédvel, oxidase negativa, catalase
negativa, cresce a temperaturas mesofilicas, ¢ capaz de usar uma grande variedade de
substratos metabdlicos como fonte de carbono, ndo fermenta a glucose, ¢ cultivavel em meios
de cultura relativamente simples (TSA ou nutriente agar), encontra-se presente na natureza e
em ambientes hospitalares nas unidades de cuidados intensivos € ¢ um organismo de baixa
viruléncia mas capaz de causar infec¢des, sendo responsavel por muitos casos de meningite.
A espécie Moraxella lacunata caracteriza-se por: apresentar a forma de pequenos bastonetes
que ocorrem aos pares ou em pequenas cadeias, ¢ imovel, ndo fermenta a glucose, apresenta
uma temperatura Optima de crescimento de 37°C e ¢ uma espécie extremamente rara, que
afecta unicamente humanos causando infec¢des dos olhos e do tracto respiratdrio.

A espécie bacteriana Aeromonas salmonicida spp. salmonicida, também isolada da
agua do tanque de mistura, pertence a familia das Aeromonadaceae. Esta espécie apresenta
forma bacilar, ndo ¢ moével, ¢ causadora de uma doenga nos peixes chamada furunculose e
como patogénica em humanos suspeita-se que possa causar gastroenterites, meningites,
doengas do tracto respiratério, infecgdes oculares e entre outras.

Da familia das Enterobacteriaceae foi isolada da agua do tanque de mistura a espécie
bacteriana Escherichia coli. Esta apresenta as seguintes caracteristicas: forma bacilar, mével,
com flagelos peritricos, fermenta a lactose e a glucose, oxidase e citrato negativa, acetato e
lisina positiva, indol e vermelho de metilo positiva, possui uma elevada resisténcia a
antibioticos e crescimento facil em meios de cultura liquidos e s6lidos ndo exigindo qualquer

tipo de suplemento. A E. coli vulgarmente designada por coli-bacilo, ¢ das espécies de maior
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importancia clinica, ocasionando frequentemente infec¢des urinarias, gastroenterites,
pneumonias, septicemias, abcessos, etc.. E também um habitante indigena do tracto intestinal
dos mamiferos e, por essa razdo, a sua presen¢a em adgua de consumo ¢ indicadora de polui¢ao
fecal. Embora a E. coli seja um habitante indigena do tracto intestinal, algumas estirpes
podem causar perturbagdes entéricas graves (Ferreira e Sousa, 2000).

Foram também isoladas da 4gua do tanque de mistura bactérias classificadas pelo
Centers of Disease Control and Prevention (CDC) como prejudiciais para a saude publica, que

pertencem ao grupo IV e sdo de classe 2.

Para algumas das espécies bacterianas identificadas, como por exemplo a CDC gr. IV
C-2, Comamonas acidovorans, Methylobacterium mesophilicum e Stenotrophomonas
maltophilia foram determinadas as propriedades superficiais dos diferentes isolados. Isto
porque, apesar de estarem classificados como espécies iguais, os diferentes isolados
apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas, o que leva a pensar tratarem-se de
diferentes subespécies. Pelo contrario, no caso das espécies Moraxella lacunata e
Sphingomonas paucimobilis, foram apenas determinadas as propriedades superficiais de um
dos 1isolados bacterianos, apesar de estes também apresentarem morfologias pouco

semelhantes.

4.1.3 - Estudo do Crescimento das Bactérias da Agua nos Dois Meios de Cultura

de Isolamento

Como resultado do estudo de verificacdo da capacidade de crescimento das varias
espécies bacterianas encontradas na dgua do tanque de mistura nos dois meios de cultura, R,A
e TSA, usados para o isolamento bacteriano e para a contagem de heterotroéficos em placa
(bactérias cultivaveis) nos ensaios de formagao de biofilme, verificou-se que todos os isolados
bacterianos crescem a temperatura ambiente em ambos os meios de cultura. Desta observagao
poderia a primeira vista concluir-se que os resultados da contagem de bactérias cultivaveis
fosse semelhante nos dois meios, mas como foi constatado pela andlise dos resultados das
bactérias cultivaveis nos ensaios de formacao de biofilme (Capitulo 3), verificou-se que com
o meio de cultura R,A obtiveram-se sempre valores de UFC significativamente superiores aos
obtidos com TSA. A explicacdo para as baixas contagens obtidas com o meio de cultura TSA
ndo se deve portanto a incapacidade de certas bactérias crescerem neste meio de cultura, mas

devido a elevada quantidade de substrato presente neste meio que causa um choque de
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nutrientes as bactérias da agua, fisiologicamente adaptadas a ambientes com baixa
concentragdo de nutrientes, o que podera possivelmente limitar o seu crescimento. Em estudos
recentes verificou-se a utilizagdo de meios de cultura com baixo conteido em nutrientes, com
0 objectivo de tentar melhorar a capacidade de recuperacao de bactérias patogénicas de

amostras de agua potavel (Azevedo et al., 2003).

4.2 - Caracterizacio das Bactérias e Caracterizacido das Superficies de Adesao

Segundo Busscher et al. (1995), a fase inicial da adesdo bacteriana a superficies ¢é
determinante para a formacdo de biofilme. Véarios estudos tém mostrado que adesdo
bacteriana depende por uma lado da natureza da superficie inerte € por outro das propriedades
da superficie bacteriana (Chamberlain ¢ Johal, 1988; Carballo et al., 1992; Hood ¢ Zottola,
1995).

Com o objectivo de melhor compreender a adesdo bacteriana a superficies em
contacto com a agua potavel, determinaram-se as propriedades superficiais das diferentes
espécies bacterianas isoladas da dgua do tanque de mistura e das superficies usadas neste
trabalho para o crescimento de biofilme. As propriedades superficiais, nomeadamente as
tensdes superficiais e hidrofobicidade, das duas entidades envolvidas na adesdo foram

determinadas por medi¢ao de angulos de contacto.

Para ser possivel a determinacdo das trés componentes da tensdo superficial da
superficie de um suporte de adesao ou célula ¢ necessario determinar nessa superficie os
angulos de contacto formados por pelo menos trés liquidos de polaridade diferentes, sendo um
deles apolar. Por outro lado, os liquidos utilizados devem apresentar uma tensao superficial
superior a tensdo da superficie da qual se quer fazer esta determinacdo, caso contrario, criam-
se vapores de baixa energia que se espalham rapidamente sobre a superficie pré
condicionando-a, resultando numa sobrevalorizagdo da tensdo superficial (Fowkes et al.,
1980). Os resultados finais sdo dependentes do conjunto de liquidos utilizados, o que implica
que sO6 se possam comparar as propriedades superficiais se forem utilizados os mesmos
liquidos nas determina¢des dos angulos de contacto, uma vez que liquidos distintos formam

angulos distintos (van Oss et al., 1988; Costanzo et al., 1990).
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Assim, os liquidos seleccionados para as medi¢des dos angulos de contacto das
superficies de adesdo e das bactérias foram o a-bromonaftaleno (apolar), 4gua e formamida

(polares). As tensdes destes liquidos encontram-se na Tabela 2.3 do Capitulo 2.

A hidrofobicidade das superficies ¢ uma das propriedades superficiais que
desempenha um papel fundamental no fendomeno de adesdo (Azeredo et al., 2000), existindo
varias formas e métodos para a avaliar.

O critério primario de avaliagdo qualitativa da hidrofobicidade permite avaliar o
caracter hidrofobico ou hidrofilico de uma superficie através do valor do angulo de contacto
da superficie formado com a 4gua (Ow). Assim, para angulos superiores a 50° a superficie ¢
considerada hidrofobica. Caso contrdrio, se o angulo ¢ inferior a 50° a superficie sera
hidrofilica (Azeredo, 1998).

E também possivel estimar o caracter hidrofobico ou hidrofilico das superficies a
partir das componentes da tensdo superficial: quanto maior for o valor da componente LW
mais apolar € a superficie e portanto, menor afinidade tera para liquidos polares; quanto maior
for o valor da componente AB, mais agua de hidratagdo tem a superficie e logo sera mais
hidrofilica. Tendo em conta o estudo efectuado por Azeredo (1998) com intuito de verificar a
importancia relativa de cada uma das componentes da tensao superficial na hidrofobicidade,
pode verificar-se que: - a hidrofobicidade de uma substincia ¢ pouco dependente da sua

componente apolar, mas quanto maior for o valor desta componente mais hidrofobica, ou

menos hidrofilica, se torna a superficie; - o parametro 'Yf exerce uma grande influéncia na

hidrofobicidade das superficies, sendo o seu valor determinante para avaliar o seu caracter
hidrofébico ou hidrofilico. Assim, conclui-se que a hidrofobicidade de uma superficie ¢

determinada por forcas de interaccdo polares. Conclui-se, também, neste estudo, que o

parametro yﬁ pode ser um indicador semi quantitativo do grau de hidrofobicidade. Para
valores de yﬁ <25,5 mJ/m® a superficie ¢ hidrofobica, independentemente do valor da
componente apolar. Quando 25< y_ <35 mJ/m” a hidrofobicidade é dependente da componente
apolar e, neste caso, a superficie ¢ hidrofilica quando 'YLW§45 mJ/m® e hidrofobica quando

yLW >46 mJ/m>.
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Estudos recentes demonstraram que a componente polar da tensdo superficial
desempenha um papel muito importante nas interac¢des entre superficies (Bellon-Fontaine et
al., 1996).

A hidrofobicidade das superficies pode ainda ser quantificada pelo calculo da energia
hidrofobica de atrac¢do (AGLo' ) através das componentes da tensdo superficial, segundo a

metodologia de célculo desenvolvida por van Oss e Giese (1995). Segundo estes autores, a
hidrofobicidade ¢ expressa em termos da energia hidrofobica de atrac¢ao e define o grau de

interaccao entre as moléculas de um material imerso em agua. Quando a energia livre global

de interacgdo entre as moléculas de uma superficie imersa em agua ¢ atractiva (AG ™" <0),

significa que as moléculas da superficie tém menor afinidade para a 4gua do que entre si, €

neste caso ¢ considerada hidrofébica. Quando a energia livre global de interac¢do entre as

moléculas de uma superficie imersa em 4gua ¢é suficientemente repulsiva (AG™">0) a

superficie é considerada hidrofilica. Quanto maior for o valor absoluto de AG'™" mais

hidrofobica (valores negativos) ou mais hidrofilica (valores positivos) € a superficie.

4.2.1 - Propriedades Superficiais das Bactérias Colonizadoras

4.2.1.1 - Quantificacdo Bacteriana das Suspensdes Celulares

As bactérias isoladas e identificadas que foram seleccionadas para a caracterizacio
das suas propriedades superficiais encontram-se na Tabela 4.4.

A determinagdo da concentragcdo das suspensoes celulares, usadas para preparar os
filmes bacterianos sobre os quais se determinou os angulos de contacto das superficies das
bactérias com os trés liquidos de polaridade diferente, foi efectuada por leitura da densidade
Optica a um comprimento de onda determinado e pela contagem de bactérias cultivdveis no
meio de cultura RA. Os resultados desta quantificagdo bacteriana encontram-se na Tabela 1.1
do Apéndice .

Pela andlise da Tabela 1.1, verifica-se que a densidade Optica das suspensdes celulares
das diferentes espécies varia entre 0,227 e 0,287 e o nimero de bactérias cultivaveis varia

entre 5,20x 10% 2,56 10 UFC/mL.
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4.2.1.2 - Tensao Superficial das Células

Para se obter os valores da tensdo superficial para cada uma das diferentes espécies
presentes na dgua do tanque de mistura, foram medidos os dngulos de contacto das superficies
celulares com os trés liquidos de polaridade diferente, anteriormente referidos. Os resultados

obtidos destas medigdes encontram-se na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Valores médios dos angulos de contacto (0) determinados a temperatura
ambiente sobre os filmes celulares das bactérias colonizadoras, com agua (Ow), formamida

(0r) e a-bromonaftaleno (0p)

Angulos de Contacto (°)

Espécie Bacteriana

Ow Op 0g
Acinetobacter Iwoffi SP1 509+2.6 45,5+3,5 64,4+2.4
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 249+ 1,9 22,9+2,9 78,6t 1,4
Brevundimonas diminuta SP1 125,0+43 118,3+24 224+23
Brevundimonas vesicularis SP1 15,1+1,8 21,5+£1,8 36,5+2,0
Burkolderia cepacia SP1 22,8+ 1,3 372+4,5 542+3,0
SP1 192+ 1,6 39,2+3.3 51,9147
CDCgr.IVC-2 SP2 21,8x3,2 34,81+ 4,1 56,7+2.4
SP3 35,8+2,1 38,0+ 1,5 66,6+ 1,5
SP1 52,0£3,6 100,2£ 8,2 51,2%+2,6
SP2 52,5144 57,8147 39,2+2,6
Comamonas acidovorans SP3 37,4+3.2 71,4+29 62,5+3,6
SP4 40,0£2,0 50,0+2,1 75,520
SP5 28,2123 38,9+2,0 57,9+ 14
Escherichia coli SP1 47,7%£2,6 47,1+45 51,3+79
Flavimonas oryzihabitans SP1 56,0+ 2,0 63,8125 88.4+2,1
SP1 23,1+33 30,3*+3,15 34,645
SP2 14,0+ 3,6 259+3.,5 47,0x3,3
SP3 26,6t 3,4 36,9+ 3,7 46,3t2,1
Methylobacterium mesophilicum SP4 16,8+ 3,1 24,5+2,9 484+23
SP5 35,023 443+33 54,9+2.4
SP6 16,8+ 1,9 27,8+ 1,7 484+272
SP7 30,7+2,5 334%+1,5 55,8+23
Moraxella lacunata SP1 419+2,5 44,7+£2.4 78,3+1,9
Pseudomonas fluorescens SP1 28,0+2,1 36,2+2.4 63,3+2.9
Sphingomonas paucimobilis SP1 40,4+ 1,9 46,5+ 1,7 86,9+ 1,7
Stenotrophomonas maltophilia SP1 18818 47,0£238 53,6%3,2
SP2 32,8+ 3,0 32,0+ 1,6 72,0+ 2,1
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Os valores da Tabela 4.5 mostram que, de um modo geral, os liquidos polares (agua e
formamida) formam angulos menores sobre a superficie celular do que o liquido apolar (a-
bromonaftaleno), com a excepg¢do das espécies bacterianas Brevundimonas diminuta SP1 e
Comamonas acidovorans, estirpes SP1, SP2 ¢ SP3, em que com o a-bromonaftaleno obtém-se
um menor angulo. Estes resultados poderdo indicar que estas espécies bacterianas sao menos

polares do que a maioria das espécies bacterianas presentes na agua do tanque de mistura.

A partir dos valores dos angulos de contacto determinados para cada espécie
bacteriana (Tabela 4.5) ¢ possivel calcular as tensdes superficiais através da metodologia de
calculo descrita no ponto 2.5.3.1. Na Tabela 4.6 estdo representados os valores da tensdao
superficial e das suas componentes para cada uma das bactérias presentes na agua do tanque

de mistura.

Como se pode observar pelos valores da Tabela 4.6 as espécies bacterianas

Brevundimonas diminuta SP1, Comamonas acidovorans SP1, SP2 ¢ SP3, sdo apenas capazes

AB
de estabelecer interac¢des apolares, ja que o valor da sua componente Y. ¢ nulo. Isto vem

comprovar o que anteriormente foi dito acerca destas espécies, considerando-as como menos

polares pelos valores dos seus angulos de contacto. Verifica-se, ainda, pelos valores

apresentados nesta tabela, que os valores do pardmetro Y, sd0 muito superiores aos valores

+
do parametro yb , para todas as espécies bacterianas. Deste modo, pode afirmar-se que todas

as espécies bacterianas da agua do tanque de mistura sdo predominantemente dadoras de

electroes.
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LW AB
Tabela 4.6 - Valores das componentes apolar (’yb ), polar (’yb ) e respectivos parametros

+ - . TOT L. .
(’yb e ’yb) da tensdo superficial (’yb ) das bactérias colonizadoras

Tensdo superficial (mJ/m?)

Espécie Bacteriana W T AB TOT

Y. Y, Yo Y. Y,
Acinetobacter lwoffi SP1 22,8 3,1 31,2 19,7 42,5
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 15,9 10,6 46,2 44,3 60,3
Brevundimonas diminuta SP1 41,1 0,0 2,0 0,0 41,1
Brevundimonas vesicularis SP1 36,1 1,3 55,9 17,0 53,1
Burkolderia cepacia SP1 27,9 1,4 60,9 18,2 46,1
SP1 29,0 0,8 66,6 14,3 433
CDCgr.IVC-2 SP2 26,7 2,0 59,5 21,9 48,5

SP3 21,8 4,0 45,6 27,0 48,7

SP1 29,4 0,0 117,1 0,0 29,4
SP2 35,0 0,0 42,1 0,0 35,0
Comamonas acidovorans SP3 23,7 0,0 89,4 0,0 23,7
SP4 17,4 3,0 51,2 24,6 42,0
SP5 26,0 1,8 56,5 20,0 46,0

Escherichia coli SP1 29,3 0,8 38,0 11,0 40,3

Flavimonas oryzihabitans SP1 11,7 3,0 40,4 21,9 33,6

Pl 36,9 0,6 55,6 11,5 48,4

SP2 31,4 1,8 58,9 20,7 52,1

SP3 31,7 0,8 57,1 13,5 45,2

Methylobacterium mesophilicum SP4 30,7 2,3 56,0 22,5 53,3
SP5 27,5 0,9 53,7 13,8 41,3

SP6 30,7 1,8 58,3 20,6 51,4

SP7 27,1 2,6 48,8 22,6 49,7

Moraxella lacunata SP1 16,1 5,5 42,6 30,6 46,6
Pseudomonas fluorescens SP1 23,3 3,1 53,9 26,0 49,3
Sphingomonas paucimobilis SP1 12,3 7,1 46,0 36,2 48,6
SP1 28,2 1,1 36,2 12,5 40,7

Stenotrophomonas maltophilia

2
\S]

SP2 19,0 6,8 44,1 34,6 53,6

4.2.1.3 - Hidrofobicidade das Células

Utilizando o critério primario de avaliagdo qualitativa da hidrofobicidade, atras
referido, e pela andlise dos valores de Ow da Tabela 4.5, verifica-se que a grande maioria das

espécies bacterianas possui angulos de contacto com a agua inferiores a 50°, pelos que neste

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 124



Capitulo 4 Resultados

caso sdo consideradas hidrofilicas, com a excep¢do das seguintes estirpes: Acinetobacter
Iwoffi SP1, Brevundimonas diminuta SP1, Comamonas acidovorans SP1, SP2 e Flavimonas
oryzihabitans SP1, que apresentam angulos superiores a 50°, sendo neste caso consideradas
hidrofébicas. No entanto, a unica espécie que é claramente hidrofobica é Brevundimonas
diminuta SP1, pois as restantes tém apenas angulos de contacto com a agua ligeiramente
superiores a 50°.

Recorrendo aos valores das componentes da tensdo superficial calculados a partir da
técnica de medicdo de angulos de contacto (Tabela 4.6) para andalise da hidrofobicidade,

verificou-se que a Unica espécie que por este tipo de analise ¢ considerada hidrofébica ¢ a

Brevundimonas diminuta SP1, uma vez que o seu valor de ,Y; ¢ 2,0 mJ/m’ e portanto muito

inferior a 25,5 mJ/m’. Todas as outras espécies bacterianas sio consideradas por este critério
hidrofilicas, sendo a espécie Comamonas acidovorans (SP1 e SP3) de todas a mais
hidrofilica.

Na Tabela 4.7 encontram-se os valores da energia livre de atrac¢do hidrofébica, que
permitem quantificar a hidrofobicidade. Estes valores foram calculados através das equagdes

apresentadas no ponto 2.5.3.2.

Analisando os valores da energia livre de atracg¢do hidrofobica apresentados na Tabela
4.7, verifica-se que, por este critério de avaliacdo da hidrofobicidade, a Unica espécie

bacteriana considerada hidrofobica é a Brevundimonas diminuta SP1 (AGior <0). Todas as

outras espécies sdo hidrofilicas (AGpe >0). No entanto, destas espécies as que mais se

destacam pelo seu caracter mais hidrofilico sio a Comamonas acidovorans SP1 e SP3
(maiores valores de AGLoy) e menos hidrofilico a Acinetobacter Iwoffi SP1 e Aeromonas

salmonicida spp. salmonicida SP1.

Assim, pelos resultados apresentados na Tabela 4.7 da energia livre de atracc¢do
hidrofébica, pode-se dispor as diferentes espécies bacterianas por ordem decrescente de
hidrofobicidade da seguinte forma: Brevundimonas d. SP1> Acinetobacter I. SP1>
Aeromonas s. SP1> Sphingomonas p. SP1> Flavimonas o. SP1> Stenotrophomonas m. SP1>
Moraxella . SP1> Stenotrophomonas m. SP2> Escherichia c. SP1> CDC gr. IV C-2 SP3>
Methylobacterium m. SP7> Comamonas a. SP2> SP4> Pseudomonas f. SP1>
Methylobacterium m. SP4> Brevundimonas v. SP1> Comamonas a. SP5> Methylobacterium
m. SP6> SP5> SP2> SP1> CDC gr. IV C-2 SP2> Methylobacterium m. SP3> Burkolderia c.
SP1> CDC gr. IV C-2 SP1> Comamonas a. SP3>SP1.
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Tabela 4.7 - Valores das componentes apolar (AGe., ) € polar (AGiy, ) da energia livre de

atrac¢do hidrofobica das bactérias colonizadoras ( AGren

Energia Livre de Atraccio Hidrofébica (mJ/m?)

Espécie Bacteriana

AGiwb AGinb AGew
Acinetobacter lwoffi SP1 -0,0 7,0 7,0
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 -0,9 12,5 11,6
Brevundimonas diminuta SP1 -6,1 -73,4 -79,4
Brevundimonas vesicularis SP1 -3,6 38,0 34,4
Burkolderia cepacia SP1 -0,8 42.8 42,0
SP1 -1,0 52,0 51,0
CDCagr.IVC-2 SP2 -0,5 38,7 38,2
SP3 -0,0 20,8 20,8
SP1 -1,1 116,5 1154
SP2 -3,1 29,1 26,0
Comamonas acidovorans SP3 -0,1 89,0 89,0
SP4 -0,5 28,0 27,5
SP5 -0,4 36,7 36,4
Escherichia coli SP1 -1,1 18,6 17,5
Flavimonas oryzihabitans SP1 -3,1 17,4 14,3
SP1 -4,0 41,2 37,3
SP2 -1,8 38,9 37,1
SP3 -1,9 41,7 39,8
Methylobacterium mesophilicum SP4 -1,5 34,5 32,9
SP5 -0,7 37,4 36,7
SP6 -1,5 38,2 36,7
SP7 -0,6 26,6 26,0
Moraxella lacunata SP1 -0,9 16,0 15,2
Pseudomonas fluorescens SP1 -0,1 30,1 30,0
Sphingomonas paucimobilis SP1 -2,7 16,5 13,8
Stenotrophomonas maltophilia StL 08 15,5 14,7
SP2 -0,2 15,6 15,4

Pode-se também observar por analise desta tabela que a componente apolar da energia

livre de interacgao entre as moléculas da superficie celular imersa em agua € sempre atractiva

(AGoap <0), sendo para algumas espécies desprezavel (AGua, =0), enquanto a componente

polar pode ser atractiva ou repulsiva ( AGie, <0 ou AGs, >0) sendo neste caso para a maioria
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das espécies bacterianas repulsiva. Portanto, também aqui a hidrofobicidade ¢

predominantemente determinada pelas for¢as polares de atracgdo. A componente AGoe,

representa o grau de hidratagcdo da superficie, ou seja quanto maior for o seu valor menor sera

a hidrofobicidade que a superficie apresenta.

Observando-se os valores de AGrer para os diferentes isolados pertencentes 4 mesma

espécie bacteriana verifica-se que, para as espécies Methylobacterium mesophilicum e
Stenotrophomonas maltophilia nao se verificam diferengas significativas entre os diferentes
isolados destas espécies. Pelo contrario para as espécies CDC gr. IV C-2 e Comamonas
acidovorans as diferengas entre os isolados sdo significativas, sendo para esta tltima bastantes
acentuadas. Isto podera indicar como ja foi anteriormente referido, que os diferentes isolados
possam representar diferentes subespécies com caracteristicas superficiais diferentes (van der
Mei e Busscher, 1998).

Pode-se concluir que os critérios de avaliacdo da hidrofobicidade permitem chegar ao
mesmo resultado quanto ao cardcter hidrofobico ou hidrofilico das superficies celulares das
varias espécies bacterianas, ou seja, a Brevundimonas diminuta SP1 ¢ a unica espécie

claramente hidrofobica.

4.2.2 - Propriedades Superficiais das Superficies de Adesao

4.2.2.1 - Tensao Superficial

Para determinar a tensdo superficial para as duas superficies de adesdo em estudo
neste trabalho, foram medidos os angulos de contacto das superficies com os trés liquidos de
polaridade diferente, anteriormente referidos. Na Tabela 4.8 encontram-se os resultados destas

medigdes.

Tabela 4.8 - Valores médios dos angulos de contacto (0) determinados a temperatura

ambiente sobre as superficies de adesao, com agua (Ow), formamida (6r) e a-bromonaftaleno

(08)

Angulos de Contacto (°)

Superficies de Adesao

Ow O 0B
Aco 316 112,31+ 1,6 91,1+1,6 55,6+1,6
PVC 117,9+1,7 101,2+ 1,6 48,9+1,9
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Pela analise dos valores médios dos angulos de contacto da Tabela 4.8 verifica-se que
os liquidos polares formam angulos maiores sobre a superficie do PVC do que sobre a
superficie do ago, o que podera indicar que o aco apresenta uma maior afinidade para liquidos
polares do que o PVC e, portanto, podera ser considerado um suporte mais polar do que o
PVC. Esta hipotese pode ser comprovada pelos valores das componentes da tensao superficial

do aco e PVC (Tabela 4.9).

LW
Tabela 4.9 - Valores das componentes apolar (y ), polar (yAB) e respectivos parametros

+ - TOT
(’YS e ) da tensdo superficial das superficies de adesao (ys )

Tensio superficial (mJ/m°)

Superficies de Adesao LW + AB TOT
'Ys ’YS ’YS YS ’Ys

Aco 316 27,2 0,0 0,2 0,0 27,2

PVC 30,5 0,0 0,4 0,0 30,5

Pelos valores apresentados na tabela anterior da tensao superficial e suas componentes

para cada superficie de adesdo, pode-se verificar que o parametro Y ¢ superior ao parametro
S

N
Y. para ambas as superficies de adesdo, o que significa que estas superficies de adesdao sao
predominantemente dadoras de electrdes, tal como a maioria das superficies solidas (Giese et
al., 1996).

4.2.2.2 - Hidrofobicidade

Apresentam-se, a seguir, na Tabela 4.10 os valores da energia livre de atracgao

hidrofobica, que permitem quantificar a hidrofobicidade das superficies de adesao.

Tabela 4.10 - Valores das componentes apolar (AGLY ) € polar (AGA2) da energia livre de

atrac¢do hidrofobica das superficies de adesdo (AGoa )

Energia Livre de Atrac¢do Hidrofébica (mJ/mZ)

Superficies de Adesao

AGLY AG B AGIOT
Aco 316 -0,6 -93,9 -94,5
PVC -1,5 -88,6 -90,1
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Analisando a hidrofobicidade das superficies de adesdo, aco e PVC, pelos diferentes
critérios verifica-se que estas superficies sdo consideradas hidrofobicas. No entanto, pelos
resultados da Tabela 4.10 pode-se concluir que a superficie de aco ¢ ligeiramente mais
hidrofébica do que a de PVC. Estes resultados, contrariam o que anteriormente foi dito
aquando da selec¢do dos dois materiais em estudo (Capitulo 2), uma vez que pela
determinagdo das propriedades superficiais conclui-se que estes possuem propriedades de

superficie muito semelhantes.

4.3 - Estudo Teorico de Previsao da Adesao Bacteriana a Superficies

4.3.1 - Capacidade de Adesao

A hidrofobicidade da superficie celular ¢ um factor bastante importante na adesio de
microrganismos a superficies. Varios autores verificaram que um aumento da hidrofobicidade
traduz-se num aumento da adesdo (Masuoka et al., 1997; Sinde et al., 2000). Segundo estudos
efectuados com bactérias em varios tipos de suportes, por Pereira et al. (2000), verificou-se
uma relacdo directa entre o decréscimo de hidrofilicidade e o aumento da capacidade de
adesdo. As interac¢des hidrofobicas representam uma for¢a predominante durante o contacto
inicial entre o microrganismo e a superficie, pelo que, quanto mais fortes forem estas

interacc¢oes, maior € a capacidade de adesdao (Ghannoum, 1992).

Assim, pelos resultados obtidos ¢ tendo em conta os estudos ja efectuados podera
dizer-se que, a espécie bacteriana Brevundimonas diminuta SP1 determinada como a mais
hidrofobica de entre todas as espécies presentes na agua do tanque de mistura seria aquela que
teria mais capacidade para aderir as superficies. Pelo contrario, a espécie Comamonas
acidovorans SP1 considerada como a mais hidrofilica seria a que menos probabilidades teria
de aderir.

O estudo a seguir apresentado permite comprovar estas suposi¢cdes a luz da teoria

termodinamica da adesdo.
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4.3.2 - Teoria Termodinamica da Adeséo

Fazendo uma abordagem termodindmica do fenémeno de adesdo entre um
microrganismo, neste caso uma bactéria, ¢ uma superficie so6lida em solucdo aquosa e
admitindo que a barreira de energia imposta pelas interacgdes repulsivas ¢ ultrapassada,
passando as interac¢des de curto alcance a assumir um papel dominante na interacgao total, a
varia¢do da energia livre total de adesdo considera apenas as interacg¢des polares e apolares
(Absolom et al., 1983). Segundo a teoria termodindmica a adesdo sera favoravel se a
interac¢do conduzir a uma diminui¢do da energia livre global, traduzida pela equacdo de
Dupré (equacao 2.15). Ou seja, quando a energia livre de interac¢do ¢ negativa a adesao ¢
favoravel.

A partir dos valores das componentes da tensdo superficial das entidades envolvidas
na adesdo ¢ possivel calcular a energia livre total de adesdao, AGueso, €ntre duas superficies
imersas em agua recorrendo a teoria termodinamica.

Nas Tabelas 4.11 e 4.12 sdo apresentados os valores de AGueq, €ntre as varias

espécies bacterianas presentes na agua do tanque de mistura e as duas superficies de adesdo
em estudo neste trabalho, em meio aquoso. Estes valores foram calculados de acordo com as

equacgdes apresentadas no ponto 2.5.4 do Capitulo 2.
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Tabela 4.11 - Valores da energia livre total de interaccdo (AGaeq,) €ntre as células
bacterianas (b) e a superficie de adesdo de aco 316 (s) em meio aquoso (l) e as suas

componentes apolares ( AGty ) € polares (AGHE)

Energia Livre Total de Interac¢io (mJ/m?)

Espécie Bacteriana

AGis AGhis AGagesio
Acinetobacter Iwoffi SP1 -0,1 -25.2 -25.3
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 0,7 1,0 1,8
Brevundimonas diminuta SP1 -1,9 -83.6 -85.,5
Brevundimonas vesicularis SP1 -1,5 -11,9 -13.4
Burkolderia cepacia SP1 -0,7 -8,3 -9,0
SP1 -0,8 -7,4 -8,2
CDCgr.IVC-2 SP2 -0,5 -6,9 -7,4
SP3 0,0 -11,1 -11,1
SP1 -0,8 11,3 10,5
SP2 -1,4 -324 -33,8
Comamonas acidovorans SP3 -0,2 -2,4 2,7
SP4 0,5 -9,7 9,1
SPS -0,5 -9,6 -10,1
Escherichia coli SP1 -0,8 -27.4 -28,2
Flavimonas oryzihabitans SP1 1,4 -17.8 -16,4
SP1 -1,5 -15,5 -17,0
SP2 -1,0 -7,9 -8,9
SP3 -1,1 13,4 14,4
Methylobacterium mesophilicum SP4 -1,0 -84 -9.4
SP5 -0,6 -15,2 -15,8
SP6 -1,0 -8,3 -9,3
SP7 -0,6 -12,4 -13,0
Moraxella lacunata SP1 0,7 -10,3 -9.5
Pseudomonas fluorescens SP1 -0,2 -7,3 -7,5
Sphingomonas paucimobilis SP1 1,3 -4,6 -3.3
Stenotrophomonas maltophilia SPL 0.7 =273 282
SP2 0,3 -6,6 -6,3
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Tabela 4.12 - Valores da energia livres total de interac¢do (AGauwes,) €ntre as células
bacterianas (b) e a superficie de adesdo de PVC (s) em meio aquoso (1) e as suas componentes

apolares (AGyy ) € polares (AGhe

Energia Livre Total de Interaccio (mJ/m?)

Espécie Bacteriana

AGriy AGhis AGagesio
Acinetobacter Iwoffi SP1 -0,2 -23.,4 -23,6
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 1,2 2,0 3,1
Brevundimonas diminuta SP1 -3,0 -81,0 -84,0
Brevundimonas vesicularis SP1 2.3 -9,8 -12,1
Burkolderia cepacia SP1 -1,0 -6,3 -7,3
SP1 -1,2 -5,2 -6,4
CDCagr.IVC-2 SP2 -0,8 -5,0 -5,8
SP3 0,0 9,5 9,5
SP1 -1,3 14,0 12,7
SpP2 -2,1 -29,8 -31,9
Comamonas acidovorans SP3 -0,3 0,2 -0,1
Sp4 0,9 -7,9 -7,1
SP5 -0,7 -7,7 -8,4
Escherichia coli SP1 -1,3 -25,2 -26,5
Flavimonas oryzihabitans SP1 2,1 -16,0 -13,9
SP1 -2,4 -13,2 -15,6
SP2 -1,6 -6,0 -7,6
SP3 -1,6 -11,2 -12,8
Methylobacterium mesophilicum SP4 -1,5 -6,5 -8,0
SP5 -1,0 -13,1 -14,0
SP6 -1,5 -6,4 -7,9
SP7 -0,9 -10,6 -11,5
Moraxella lacunata SP1 1,1 -8,8 -7,7
Pseudomonas fluorescens SP1 -0,3 -5,6 -5,9
Sphingomonas paucimobilis SP1 2,0 -3,4 -1,4
Stenotrophomonas maltophilia Sl 1.1 234 26
SP2 0,5 -5,4 -4,8

Analisando os valores de AG,e, apresentados nas Tabelas 4.11 e 4.12 verifica-se
que tanto para o ago como para o PVC as tUnicas espécies que apresentam uma adesdo

termodinamicamente desfavoravel (AG.ieso>0) sdo a Comamonas acidovorans SP1 e a
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Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1, uma vez que neste caso a adesdo nao conduz a
uma diminuicdo da energia livre total. Pelo contririo, para todas as restantes espécies

bacterianas a adesdo a qualquer uma das superficies ¢ termodinamicamente favoravel
(AGadesio<0), sendo a espécie Brevundimonas diminuta SP1, a considerada como mais

hidrofobica, aquela que possui uma adesdo mais favordvel de acordo com a teoria
termodinamica.

Pela observacao destes resultados verifica-se, também, que para qualquer das espécies
bacterianas isoladas da dgua do tanque de mistura a adesao ¢ mais favoravel para o ago do que
para o PVC, apesar das diferencas ndo serem muito significativas. Isto podera ser explicado
pelos diferentes valores de hidrofobicidade apresentados por estas superficies, em que o ago
foi considerado ligeiramente mais hidrofébico do que o PVC.

Estes resultados vém confirmar a relagdo entre a hidrofobicidade e a capacidade de
adesdo das espécies bacterianas a superficies. Portanto, quanto mais hidrofobicas ou menos
hidrofilicas forem as superficies interactuantes, mais favoravel ¢ a adesdo. A importancia do
caracter hidrofobico da superficie das células na adesdo foi explicada por Busscher et al.
(1990), que consideram que para se estabelecer uma adesao efectiva entre duas superficies em
meio aquoso o filme de dgua que as separa tem que ser removido e a hidrofobicidade das

superficies contribui para a facilidade dessa remogao.

4.4 - Conclusoes

Na 4gua potavel do tanque de mistura, que contém as bactérias que colonizam o
sistema de células de fluxo usado para a formagdo de biofilme, foi possivel identificar 14
diferentes espécies bacterianas, todas elas aerobias, Gram negativas, quimioheterotroficas e
capazes de crescer em qualquer um dos meios (R,A e TSA) usados para o isolamento e

quantifica¢do bacteriana.

Da caracterizagao das diferentes espécies bacterianas e de alguns isolados da mesma
espécie segundo as propriedades superficiais, pode-se concluir que a Unica espécie bacteriana
da agua do tanque de mistura considerada hidrofobica foi a Brevundimonas diminuta SP1.
Todas as restantes espécies sdo hidrofilicas. Destas, as consideradas como mais hidrofilicas

sdo a Comamonas acidovorans SP1 e SP3 e como menos hidrofilicas a Acinetobacter lwoffi
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SP1 ¢ Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1. Para a espécie bacteriana Comamonas
acidovorans verificaram-se diferencas acentuadas nas propriedades superficiais dos varios
isolados, o que podera indicar que os diferentes isolados podem representar diferentes
subespécies com caracteristicas superficiais diferentes.

As superficies de adesdo, aco 316 e PVC, usadas para a formagao de biofilme neste
trabalho foram caracterizadas de acordo com as suas propriedades superficiais como
hidrofobicas, verificando-se, no entanto, que o ago 316 ¢ ligeiramente mais hidrofébico que o

PVC.

Do estudo da previsdo tedrica da adesdo bacteriana a superficies verificou-se que, para
qualquer das espécies bacterianas isoladas da agua, a adesdo ¢ termodinamicamente mais
favoravel para o ago do que para o PVC. Verificou-se também que, para qualquer das
superficies de adesdo, a espécie Brevundimonas diminuta SP1 considerada como mais
hidrofobica ¢ aquela que possui uma adesdo mais favoravel de acordo com as leis da
termodinamica. Pelo contrario, a Comamonas acidovorans SP1, considerada como a espécie
mais hidrofilica, apresenta uma adesdo termodinamicamente desfavoravel. Estes resultados
confirmam a relacdo entre a hidrofobicidade e a capacidade de adesdo defendida por varios

autores.
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Capitulo 5 — Conclusées e Sugestoes para Trabalho Futuro

Neste capitulo, apresenta-se um resumo das principais conclusdes obtidas com a

realizacdo deste trabalho experimental e algumas sugestdes para futuros trabalhos.

5.1 Conclusodes

5.2 Sugestoes para Trabalho Futuro
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5.1 - Conclusoes

O estudo desenvolvido ao longo desta dissertagdao fornece uma ferramenta de trabalho
preliminar que pode ser utilizada e comparada com trabalhos futuros. Assim, encontram-se a

seguir enumeradas as principais conclusdes obtidas com a realizagdo deste trabalho.

5.1.1 - Cinéticas de Formacao de Biofilme em Sistemas de Fluxo

*= O sistema de preparagdo de agua utilizado para a formacao de biofilmes nos sistemas
de fluxo teve um eficiente desempenho, uma vez que possibilitou o aumento do nimero de
bactérias cultivaveis da agua conseguido em grande parte devido a remogdao do cloro,
permitindo desta forma que o estado estacionario nas cinéticas de formagdo de biofilme seja
rapidamente atingido, quer sob as superficies de ago ou PVC.

= A semelhanga do que acontece em sistemas reais, as caracteristicas quimicas e
microbioldgicas da agua que alimenta o sistema de células de fluxo ndo foram constantes ao
longo do tempo, estando sujeitas as variacdes da qualidade da agua da rede publica, pelo que
a variacdo da qualidade da agua que entra no sistema ¢ outro factor a ter em conta no estudo
das cinéticas de formagao de biofilme.

= A presenga de biofilme nas condutas da rede de distribui¢do conduz, como ja era
esperado, a deterioracao da qualidade da agua potavel que chega aos consumidores, quer pela
actividade metabdlica das bactérias do biofilme, quer possiveis desprendimentos de parte do
biofilme.

* A acumulagdo de biofilme na superficie das condutas da rede de distribui¢ao de dgua
potavel ¢ influenciada pelos varios factores em estudo neste trabalho e pela variacdo da
qualidade da dgua que entra no sistema. Contudo, embora a variabilidade das caracteristicas
da dgua potavel a entrada do sistema, tal como o perfil microbioldgico, influencie as cinéticas
de formagdo de biofilme, o impacte sobre o potencial de crescimento do biofilme ¢ muito
limitado, permitindo obter conclusdes sobre a importancia relativa de cada um dos outros
factores em estudo neste trabalho. Assim, do factor mais importante para o menos importante,

a acumula¢do de biofilme nas superficies aumenta devido a adi¢do de nutrientes a agua, ao
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uso de condig¢des turbulentas em vez de laminares e ao uso de PVC em vez de aco inoxidavel
como material suporte.

* Do efeito do meio de cultura na quantificagdo de bactérias cultivaveis, verificou-se
que o tipo de meio de cultura usado para a quantificacdo ¢ um factor que influencia os valores
obtidos, concluindo-se que de entre os estudados o R;A ¢ o melhor meio de cultura para
quantifica¢do de bactérias em dgua potavel. No entanto, mesmo este apenas permite recuperar
uma pequena percentagem das bactérias presentes.

= A utilizagdo de varias técnicas microscopicas para a visualizagdo do biofilme
“maduro” (em estado estacionario) permitiu verificar que as bactérias ndo sdo os Unicos
constituintes dos biofilmes. Fungos, leveduras e protozoarios também podem ser encontrados.
Devido ao numero limitado de observacdes que foi possivel realizar, ndo se podem tirar

conclusdes sobre a influéncia dos varios factores em estudo na arquitectura do biofilme.

5.1.2 - Identificacio e Caracterizacdo das Bactérias Colonizadoras e

Caracterizacao das Superficies de Adesao

=  Na 4gua potavel que alimenta o sistema de células de fluxo foi possivel identificar 14
diferentes espécies bacterianas, todas elas aerdbias, Gram negativas, quimioheterotroficas e
capazes de crescer em qualquer um dos meios usados (R;A e TSA) para o isolamento e
quantificagdo bacteriana nas cinéticas de formacgao de biofilme.

= Da caracterizagdo das diferentes espécies bacterianas isoladas da agua segundo as
propriedades superficiais pode-se concluir que, a Unica espécie bacteriana considerada
hidrofébica foi a Brevundimonas diminuta SP1. Todas as restantes espécies identificadas sao
hidrofilicas. Destas, as consideradas como mais hidrofilicas sio a Comamonas acidivorans
SP1 e SP3 e como menos hidrofilicas a Acinetobacter Iwoffi SP1 e Aeromonas salmonicida
spp. salmonicida SP1. As superficies de adesdo usadas neste trabalho, aco 316 ¢ PVC, foram
caracterizadas de acordo com as suas propriedades superficiais como hidrofobicas, sendo, no
entanto, o aco 316 ligeiramente mais hidrofobico que o PVC.

* Do estudo da previsdo tedrica da adesdo bacteriana a superficies por aplicacdo da
teoria termodinadmica da adesdo pode-se concluir que, para qualquer das espécies bacterianas
isoladas da agua potavel, a adesdo é termodinamicamente mais favoravel para o aco do que
para o PVC. A espécie Brevundimonas diminuta SP1 considerada como mais hidrofobica é

aquela que possui uma adesdo mais favoravel de acordo com as leis da termodindmica, para

Mestrado em Tecnologia do Ambiente 137



Capitulo 5 Conclusdes e Sugestdes para Trabalho Futuro

qualquer das superficies de adesdao. Pelo contrario, a Comamonas acidivorans SPI,
considerada como a espécie mais hidrofilica, apresenta uma adesdo termodinamicamente
desfavoravel, confirmando estes resultados a relagdo entre a hidrofobicidade e a capacidade

de adesdo defendida por varios autores.

5.2 - Sugestoes para Trabalho Futuro

Ao longo da execucdo experimental deste trabalho foi-se notando a necessidade e o
interesse pela recolha crescente de informagdo sob o tema abordado nesta dissertacdo.
Contudo, devido a limitagdes de tempo e de material disponivel, ndo foi possivel a sua
concretizagao. Assim, pensa-se que seria de todo o interesse:

» Estudar a influéncia da concentragdo de nutrientes da dgua na intensidade do sinal,
aquando da deteccdo e enumeracdo de bactérias por microscopia de epifluorescéncia por
coloragao com DAPI.

= Aprofundar o estudo da arquitectura dos biofilmes “maduros” (em estado
estacionario) formados em diferentes condi¢des experimentais pelas técnicas microscopicas
abordadas neste trabalho e outras vulgarmente utilizadas para o estudo dos biofilmes.

» Estudar a influéncia da ac¢do biocida de varios desinfectantes na prevengdo e
eliminacdo de biofilmes em sistemas de distribui¢ao de agua potavel.

= Avaliar o potencial de crescimento do biofilme apds desinfec¢ao.

»=  Estudar o comportamento de microrganismos com potencial patogénico para o homem
quando inoculados em sistemas com biofilmes de dgua potavel previamente formados.

= [dentificagdo das espécies bacterianas, por técnicas de biologia molecular (PCR -
Polimerase Chain Reaction e Sequenciagao de rDNA 16S5).

=  Fazer ensaios de adesdo estdtica das vdrias espécies bacterianas identificadas a
diferentes superficies de adesdo por forma a seleccionar superficies menos propicias a adesao
bateriana.

=  Estudar o efeito de diferentes condicionantes de superficie na formag¢ao de biofilme.

»  Estudar as interacgdes inter-espécies no processo de formacao de biofilme.
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Apéndice I — Caracterizagdo das Bactérias Colonizadoras ¢ Caracterizagdo das Superficies de Adesdo

I.1 — Quantificacdo Bacteriana das Suspensoes Celulares

Na Tabela 1.1 encontram-se os valores da quantificagdo bacteriana das suspensdes
celulares usadas para preparar os filmes bacterianos das vérias bactérias isoladas do tanque de
mistura, que sdo utilizados posteriormente para efectuar a leitura dos angulos de contacto com

os diferentes liquidos.

Tabela I.1 - Valores da concentragdo celular dos filmes de bactérias usados para a
determinagdo dos angulos de contacto, expressa em termos da densidade optica (DO) e da

contagem de bactérias cultivaveis (UFC/mL)

Espécie Bacteriana DO (640 nm) UFC/mL
Acinetobacter Iwoffi SP1 0,263 6,68x10°+4,60x10°
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 0,239 5,95%x10°+ 4,03 x 10°
Brevundimonas diminuta SP1 0,243 1,87x10°+1,49% 10°
Brevundimonas vesicularis SP1 0,284 2,27x10°+1,53%x10°
Burkolderia cepacia SP1 0,240 1,43x10%£2,27x 107
SP1 0,274 1,01x 108+ 3,25% 10’
CDCgr. IV C-2 SP2 0,267 2,56x10°+3,11x10’
SP3 0,267 1,95x10°+2,08x 10’
SP1 0,227 9,13x10"+8,15x10°
SP2 0,256 1,16x10°+7,07x 10°
Commamonas acidovorans SP3 0,238 1,72x10°+ 6,43 x 10°
SP4 0,271 3,79%10"+£9,97x10°
SPs 0,273 1,77x10"+ 6,36 10
Escherichia coli SP1 0,256 2,31x10°+ 1,32 10°
Flavimonas oryzihabitans SP1 0,282 2,17x10°+5,86% 10°
SP1 0,262 1,24x10°+ 8,97 10°
SP2 0,280 1,13x 107+ 3,24x 10°
SP3 0,287 595x10"+1,93x 10’
Methylobacterium mesophilicum SP4 0,270 6,98x10"+3,32x10’
SP5 0,269 1,06x 107+ 1,42x 10°
SP6 0,260 8,43x107+2,12x 10’
SP7 0,243 1,86x10°+ 6,78 x 10’
Moraxella lacunata SP1 0,250 6,55%x 10"+ 1,02x 10’
Pseudomonas fluorescens SP1 0,278 1,25% 108+ 1,64 % 107
Sphingomonas paucimobilis SP1 0,255 5,20% 10+ 6,25%10°
SP1 0,269 8,83x107+4,82x 10’

Stenotrophomonas maltophilia X ;
SP2 0,263 1,34%x10°%+2,30x 10
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Apéndice I — Caracterizagdo das Bactérias Colonizadoras ¢ Caracterizagdo das Superficies de Adesdo

1.2 — Estudo Tedrico de Previsao da Adesao Bacteriana a Superficies

Nas Tabelas 1.2, 1.3 e 1.4 encontram-se os valores das tensoes interfaciais, ’yb , ’Yb e

Y. »e respectivas componentes apolares e polares, que foram usados para o calculo da
W

energia livre total de adesao ( AG s ) que permite fazer uma previsao tedrica da adesao das
diferentes espécies bacterianas presentes na adgua do tanque de mistura, as superficies de

adesao em estudo neste trabalho, aco 316 ¢ PVC.

A3
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Apéndice I — Caracterizagdo das Bactérias Colonizadoras ¢ Caracterizagdo das Superficies de Adesdo

LW AB
Tabela 1.2 - Valores das componentes apolar (’Yb ) e polar (’yb ) da tensdo interfacial

bactéria/superficie de adesao (yb ), para as duas superficies de adesdo em estudo neste
N

trabalho
Tensdo Interfacial Bactéria/Superficie de Adesao
(mJ/m?)
Espécie Bacteriana Aco 316 PVC
LW AB LW AB
’Ybs ybs ’Ybs Ybs ’Ybs ybs
Acinetobacter Iwoffi SP1 0,197 18,279 18,475 0,562 17,356 17,918
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 1,501 41,734 43,235 2,345 40,027 42,372
Brevundimonas diminuta SP1 1,433 0,000 1,433 0,794 0,000 0,794
Brevundimonas vesicularis SP1 0,634 16,069 16,703 0,240 15,475 15,715
Burkolderia cepacia SP1 0,004 17,275 17,279 0,058 16,664 16,722
SP1 0,030 13,577 13,606 0,018 13,119 13,137
CDCgr. IV C-2 SP2 0,003 20,733 20,736 0,129 19,991 20,120
SP3 0,313 25431 25,744 0,750 24,384 25,134
SP1 0,042 0,000 0,042 0,010 0,000 0,010
SP2 0,487 0,000 0,487 0,154 0,000 0,154
Commamonas acidovorans SP3 0,119 0,000 0,119 0,425 0,000 0,425
SP4 1,099 23,248 24,347 1,835 22,348 24,182
SP5 0,013 18,949 18,963 0,178 18,253 18,430
Escherichia coli SP1 0,040 10,281 10,321 0,012 9,815 9,826
Flavimonas oryzihabitans SP1 3,212 20,483 23,695 4,404 19,583 23,987
SP1 0,737 10,863 11,600 0,305 10,460 10,765
SP2 0,152 19,606 19,758 0,007 18,900 18,908
SP3 0,175 12,765 12,940 0,012 12,298 12,310
Methylobacterium mesophilicum SP4 0,108 21,321 21,429 0,001 20,533 20,534
SP5 0,001 13,053 13,054 0,076 12,560 12,635
SP6 0,108 19,545 19,653 0,000 18,838 18,838
SP7 0,000 21,261 21,261 0,100 20,416 20,515
Moraxella lacunata SP1 1,454 28,686 30,140 2,287 27,461 29,748
Pseudomonas fluorescens SP1 0,149 24,586 24,735 0,479 23,659 24,138
Sphingomonas paucimobilis SP1 2,905 34,090 36,995 4,043 32,693 36,736
Stenotrophomonas maltophilia SP1 0,009 11,656 11,665 0,045 11,112 11,157
SP2 0,730 32,509 33,239 1,347 31,147 32,493
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Apéndice I — Caracterizagdo das Bactérias Colonizadoras ¢ Caracterizagdo das Superficies de Adesdo

LW AB
Tabela 1.3 - Valores das componentes apolar (’Yb ) e polar (’yb ) da tensdo interfacial

bactéria/liquido (yb ), sendo o liquido a dgua

Tensdo Interfacial Bactéria/Liquido

Espécie Bacteriana W (mJ/Arglz)
Yo Yo Yo

Acinetobacter Iwoffi SP1 0,011 -3,519 -3,508
Aeromonas salmonicida spp. salmonicida SP1 0,461 -6,254 -5,794
Brevundimonas diminuta SP1 3,040 36,676 39,716
Brevundimonas vesicularis SP1 1,802 -18,993 -17,191
Burkolderia cepacia SP1 0,375 -21,393 -21,017

SP1 0,516 -25,997 -25,481
CDCgr.IVC-2 SP2 0,243 -19,349 -19,106

SP3 0,000 -10,405 -10,405
SP1 0,565 -58,272 -57,707

SP2 1,549 -14,562 -13,013

Commamonas acidovorans SP3 0,040 -44,515 -44,475
SP4 0,252 -14,018 -13,766
SP5 0,186 -18,372 -18,186

Escherichia coli SP1 0,556 -9,301 -8,745
Flavimonas oryzihabitans SP1 1,553 -8,709 -7,156
SP1 1,974 -20,622 -18,647

SP2 0,877 -19,452 -18,575

SP3 0,929 -20,827 -19,898

Methylobacterium mesophilicum SP4 0,766 -17,235 -16,469
SP5 0,334 -18,694 -18,360

SP6 0,766 -19,113 -18,347
SP7 0,289 -13,289 -13,000

Moraxella lacunata SP1 0,435 -8,017 -7,581
Pseudomonas fluorescens SP1 0,026 -15,037 -15,012
Sphingomonas paucimobilis SP1 1,341 -8,260 -6,919
Stenotrophomonas maltophilia SPl 04l 774 7342
SP2 0,095 -7,796 -7,701
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Apéndice I — Caracterizagdo das Bactérias Colonizadoras ¢ Caracterizagdo das Superficies de Adesdo

LW AB
Tabela 1.4 - Valores das componentes apolar (’y ) e polar (’y ) da tensdo interfacial

superficie de adesao/liquido (y ), sendo o liquido a agua

Tensao Interfacial Bactéria/Liquido (mJ/m?)
Superficie de Adesao LW AB

’YSW ’YSW 'YSW
Aco 316 0,298 46,955 47,254
PVC 0,727 44,312 45,039
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Anexo A — Composiciao e Modo de Preparaciao dos Meios de Cultura

Anexo A — Composicao e Modo de Preparacao dos Meios de Cultura

Meio de Cultura RyA (Oxoid):

Tabela A.1 - Composi¢do do meio de cultura R,A

Componentes Concentracao (g/L)
Extracto de levedura 0,50
Triptona 0,25
Peptona 0,75
Glucose 0,50
Amido 0,50
K,HPO4 0,30
MgSO, 0,024
Piruvato de sodio 0,30
Agar 15,0

Dissolver 12,67 g de R,A em 700 mL de dgua destilada e autoclavar a 121°C durante

15 minutos.

Meio de Cultura TSA:

Tabela A.2 - Composi¢cdo do meio de cultura TSA

Componentes Concentracao (g/L)

Triptona 15,0
Peptona de soja 5,0
NaCl 5,0
Agar 15,0

Dissolver 21 g de TSB (Merck) com 10,5 g de agar granulado (Merck) em 700 mL de

agua destilada e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.
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Anexo A — Composiciao e Modo de Preparaciao dos Meios de Cultura

Meio de Cultura TBX (Merck):

Tabela A.3 - Composi¢do do meio de cultura TBX

Componentes Concentracao (g/L)

Peptona 20,0

Sais biliares N°3 1,5
X-B-D-glucuronide 0,075
Agar 15,0

Dissolver 36,6 g de TBX em 1 L de 4gua destilada e autoclavar durante 15 minutos a

121°C.

Meio de Cultura PIA (Difco):

Tabela A.4 - Composi¢do do meio de cultura PIA

Componentes Concentracao (g/L)
Peptona 20,0
Cloreto de magnésio 1,4
Sulfato de potéssio 10,0
Irgasan 0,025
Agar 13,6

Dissolver 45 g de PIA em 980 mL de agua destilada e adiccionar 20 mL de glicerol

87% (p.a. Merck) e misturar bem. Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.
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Anexo A — Composiciao e Modo de Preparaciao dos Meios de Cultura

Meio de Cultura Minimo com Metanol:

Tabela A.5 - Composi¢cdo do meio de cultura Minimo com Metanol

Componentes Concentracio (g/L)

(NH4),SO4 1,2
KH,PO, 1,305
Na,HPO4.12H,0 2,13
MgS04.7H,0 0,45
CaCl,.2H,0 33x10°
FeS0,.7H,0 1,3 %107
MnS04.4H,0 130 x 10°°
ZnS04.5H,0 40 x 10
CuS0,4.5H,0 40 x 10
Na,Mo0,.2H,0 40 x 10
CoCl,.6H,0 40 x 107
H;BO; 40 x 107
Agar 15,0

Sendo suplementado com 1% (V/V) de metanol.

Dissolver todos os componentes em 1 L de agua destilada e acertar o pH a 7.

Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

Meio de Cultura Skim Milk powder (Merck):

Dissolver 10 — 11 g em 1 L de agua destilada e autoclavar durante 15 minutos a

121°C.
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