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RESUMO

O grande consumo de aguas minerais tem alavancado muitos estudos de relacao
caracterizacao microbiol6gica, nas mais diversas regides brasileiras. Trabalhos
revelam que a grande maioria das aguas brasileiras envasadas e aguas de pocos
artesianos possuem contaminagcao microbiana, causando grande preocupag¢ao com
relacdo a qualidade da agua a ser consumida. Dentre os processos para tratamento
da agua mineral, a fim de atender as exigéncias comerciais e de legislacdes, esta a
microfiltracdo. O processo consiste da utilizagdo de filtros de membranas poliméricas,
nos quais os microrganismos ficam retidos (barreira mecéanica). De acordo com a
Resolucdo RDC n® 275/2005 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
microrganismos Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, estao inseridos,
juntamente com outras bactérias, como Enterococos, Clostridium perfringens e
coliformes totais no quadro de controle microbiano de &guas minerais. Devido a
utilizagdo dos filiros de membrana para controle destes microrganismos, ha a
necessidade da realizagdo da sanitizagdo desses filtros para evitar proliferacao de
microrganismos na superficie; prevenindo o entupimento dos poros da membrana e
contaminagao do processo. O sanitizante a base de &cido peracético e agua quente
sao 0s principais agentes sanitizantes utilizados na industria de agua mineral para
sanitizagdo de equipamentos. Assim este trabalho objetivou avaliar a formacao de
biofilme microbiano de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em membranas
poliméricas de poliamida e polietersulfona e a eficiéncia da sanitizacdo das
membranas por solu¢ao de acido peracético a 0,1%, 0,2% e agua quente a 85 °C em
dois diferentes tempos de contato, 10 minutos e 20 minutos. O teste foi realizado
através do contato de cupons de 1 cm? das membranas com o indculo na
concentracdo de 10* UFC/ mL, em temperaturas de 5, 25 e 35°C e a anélise dos
cupons apds 24h, 48h e 72h de contato. A quantidade de células aderidas de
Escherichia coli para ambas as membranas foi de 4 log UFC/ cm? para as primeiras
24h de contato, chegando até 6 log UFC/cm? apds 72h de contato para a temperatura
de 35°C. Para Pseudomonas aeruginosa, o comportamento de adesao foi similar,
onde a maior quantidade chegou a 6,25 log UFC/cm? apds 72h de contato para a
temperatura de 25°C. Para avaliar a eficiéncia dos agentes sanitizantes, os cupons
foram submetidos ao processo de adesao dos microrganismos e apos 24 horas de
contato na temperatura de 35°C foram colocados em contato com a solugao
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sanitizante a base de &cido peracético 0,1%, 0,2% e agua quente a 85°C durante 10 e
20 minutos. Os sanitizantes utilizados ofereceram grande eficiéncia na reducédo das
bactérias aderidas nas membranas. A concentragdo do sanitizante quimico mais
efetivo foi 0,2% para 10 e 20 minutos de contato, onde cerca de 80% dos cupons
tiveram reducédo de > 4 Log UFC/cm? A 4gua na temperatura de 85°C em ambos os
tempos de contato (10 minutos e 20 minutos) também ofereceu grande eficiéncia na
reducao logaritmica dos microrganismos, onde 100% dos cupons apresentaram
redugdo > 4 Log UFC/cm?.
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ABSTRACT

The high consumption of mineral water has leveraged many studies regarding
microbiological, in several brazilian regions. Papers reveal that the vast majority of
brazilian bottled waters and water from artesian wells have microbiological contamination,
causing great concern about the quality of water being consumed. Among the processes
for treatment of mineral water in order to meet business requirements and laws is
microfiltration. The process consist in the use of polymer membrane filters, the where the
microorganisms are withheld (mechanical barrier). According to Resolution RDC 275/2005
of National Agency for Sanitary Vigilance (ANVISA) microorganisms Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa, are inserted, along with other bacteria such as Enterococcus,
Clostridium perfringens and total coliforms under control of microbiological characteristics
of mineral waters. Due to the use of membrane filters to control these microorganisms,
there is the need to perform sanitization filters to prevent the proliferation of
microorganisms on the surface, preventing the clogging of the pores of the membrane and
process contamination. The sanitizing the basis of peracetic acid and hot water are the
main agents sanitizers available in the industry of mineral water to equipments sanitize.
This study aimed to evaluate the microbial biofilm formation of Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa in polymeric membranes of polyamide and polyethersulfone
membranes and the sanitizing ef ficiencyprocess with of peracetic acid 0.1%, 0.2% and
hot water at 85 <€ in two different contact times, 10 minutes and 20 minutes. The test was
conducted through the contact of coupons with 1 cm? of the membranes in the inoculum
with concentration of 10* CFU /mL, at temperatures of 5, 25 and 35 € and an alysis of the
coupons after 24h, 48h and 72h of contact. The amount of Escherichia coli cells attached
to both membranes was 4 log CFU /cm? for the first 24 hours of contact, reaching 6 log
CFU /cm?® after 72 hours of contact to a temperature of 35 °C. For Pseudomonas
aeruginosa, the adherence behavior was similar, where the largest amount reached 6.25
log CFU /cm? after contact for 72 hours at 25 ¢ C. To evaluate the effectiveness of
sanitizing agents, the coupons were subjected to the adhesion of microorganisms and
after 24 hours of contact at 35 °C were placed in contact with the sanitizing solution based
on peracetic acid 0.1%, 0.2% and hot water at 85 € for 10 to 20 minutes. The sanitizers
used offered high efficiency in reducing bacteria attached on the membranes. The
concentration of chemical sanitizer most effective was 0.2% for 10 and 20 minutes of
contact, where about 80% of the coupons was reduced by > 4 Log CFU/cm?. The water
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temperature at 85 T in both contact times (10 and 20 minutes) also offered greater
efficiency in logarithmic reduction of microorganisms, where 100% of the coupons showed
a reduction > 4 Log UFC/cm?.
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1 INTRODUGAO

Agua mineral natural é toda agua obtida diretamente de fontes naturais ou
articialmente captadas, de origem subterrdnea, caracterizada pelo conteudo definido e
constante de sais minerais (composicao idnica) e pela presenca de oligoelementos e
outros constituintes.

Em 2008, o consumo mundial de agua mineral foi de 218 bilhdes de litros,
crescimento de 5% em relacao a 2007 e 27,9% em relacao ao consumo mundial de 2003.
A perspectiva para 2011 seria de aproximadamente 239 bilhdes de litros. (LAFIS,
refrigerante e agua mineral setembro de 2010).

Segundo estatisticas da Lafis de 2011, o Brasil se coloca na 92 posicao mundial no
quadro de produtores de agua mineral, com perspectiva para 2011 de 7,9 bilhdes de
litros. A perspectiva para 2012 e 2013 esté respectivamente em 8,78 e 9,81 bilhdes de
litros de agua mineral produzida.

Com o rapido crescimento do consumo de agua engarrafada no Brasil e no
mundo, pela opcdo do estilo saudavel de vida, as pessoas estdo cada vez mais
procurando por qualidade e os produtores, engajados com o aperfeicoamento dos
processos que englobam o envase da agua.

Uma das grandes preocupacgbes dos produtores de agua engarrafada é garantir a
qualidade microbioldgica do produto que sera envasado. A Resolugdo RDC n® 275 de 22
de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), descreve
que “a agua mineral envasada ndo devera apresentar risco a saude do consumidor e
estar em conformidade com as caracteristicas microbioldégicas”, como auséncia de
Escherichia coli, auséncia ou < 1UFC/100 mL de coliformes totais, Enterococos,
Pseudomonas aeruginosa e Clostridium perfringes..

A presenca da microbiota natural tem alavancado o numero de questdes e debates
sobre o efeito na saude. Entretanto, a agua mineral natural ndo deve ser submetida a
algum tipo de desinfeccdo quimica que modifigue ou elimine seus componentes
biologicos e devera apresentar composi¢cao quimica equivalente a da agua emergente da
fonte (SENIOR e DEGE, 2005).

A partir do aumento das exigéncias da qualidade microbiolégica da agua, pelos
consumidores e pelas agéncias regulamentadoras, tem-se observado um grande
crescimento da utilizagdo da tecnologia de membranas para retengéo de microrganismos,

como sistemas de microfiltracdo antes do envase da agua.



O sistema de microfiltracdo € composto por filtros com membranas poliméricas,
que conseguem efetuar a retencdo mecanica dos microrganismos presentes na agua,
evitando a presenca indesejavel dos mesmos na agua a ser envasada.

O tempo do processo de filtracdo da agua pode variar dentre as industrias
produtoras. Este tempo depende do volume diario a ser envasado. Grande parte das
maiores industrias produtoras, tem sua producao de envase de no minimo 8 horas por dia
de segunda a sexta-feira.

Apds o processo de filtracdo da agua mineral, devido a atividade de retengéo
microbiana, recomenda-se a sanitizacdo da membrana, caso contrario, ha grande
probabilidade de desenvolvimento de biofilmes microbianos, causando o entupimento
precoce das membranas, aumentando o custo de filtracao para os produtores.

Nao se encontram muitos dados com relagao a quantidade e formacao de biofilme
microbiano na superficie das membranas ap6s um processo de filtracao de agua mineral
e apos o tempo de parada do sistema, assim como o procedimento ideal de sanitizagao
das membranas, para garantir a auséncia de microrganismos vivos, evitando a
proliferacao durante o processo e no tempo de parada.

O presente estudo teve por finalidade avaliar a adesédo e formacao de biofimes
microbianos de Escherichia coli ATCC 11229 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502
na superficie de membranas de poliamida e polietersulfona e seu controle por agentes
sanitizantes como o &cido peracético 0,1%, 0,2 % e agua aquecida a 85°C.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Qualidade microbiolégica da agua mineral

Agua mineral natural pode ser claramente diferenciada de dgua potavel pela sua
natureza, caracterizada por seu conteudo mineral (tragos de elementos ou outros
constituintes), em alguns casos pelo beneficio a saude; e pelo fato de nao ser tratada,
preservando suas qualidades originais de agua subterranea.

Os indicadores de qualidade da agua mineral incluem os coliformes totais,
Escherichia coli, Streptococus, P. aeruginosa e anaerébios sulfitos redutores (SENIOR;
DEGE, 2005). A Resolugcdo RDC n® 275/05 da Anvisa regulamenta as exigéncias da agua
mineral envasada com relagdo ao controle destes microrganismos, como a auséncia de
Escherichia coli e auséncia ou < 1 UFC / mL de Enterococos, P. aeruginosa, Clostridium
perfringes e coliformes totais (ANVISA, 2005)

Escherichia coli foi considerada durante muito tempo o mais apropriado indicador
da presenca de bactérias enteropatogénicas na agua. A mais significante mudanca nas
ultimas duas décadas é o geral reconhecimento que o teste de coliformes incluindo
Escherichia coli em rede de abastecimento de 4gua tratada ndo € mais uma medida de
significancia de inocuidade, mas um indicador de eficiéncia de tratamento. (GLEESON;
GRAY, 1997).

Ha duas razdes para o monitoramento de Pseudomonas aeruginosa em agua. De
um lado como indicador de vulnerabilidade e/ou inadequado controle do ambiente de
engarrafamento, por outro lado, como um patégeno oportunista.

Dias e Farache Filho (2007), avaliaram a qualidade microbiolégica de 69 amostras
de agua mineral natural, ndo carbonatada de 17 marcas comercializadas em
supermercados de Araraquara, em garrafas individuais de 330 mL e 600 mL. Das
amostras analisadas, 8,7% apresentaram-se contaminadas por um ou mais dos
indicadores (E. coli, Coliformes Totais, Enterococos, P. aeruginosa e Bactérias Totais).
58% das amostras provenientes de doze marcas estavam em desacordo com um ou mais
padrdes, demonstrando qualidade duvidosa para consumo humano.

Alves et al (2000), avaliaram a qualidade microbiolégica da agua potavel e de
diferentes marcas de aguas minerais comerciais destinadas ao abastecimento publico da
cidade e de pocos de diversas localidades da cidade de Marilia, quanto a presenca de



coliformes totais e fecais. Apenas 5,5% das amostras coletadas estavam contaminadas
por coliformes totais, sendo que 94,5% estavam aptas para 0 consumo.

Sant’ana et al (2002) analisaram microbiologicamente quarenta e quatro amostras
de agua mineral envasadas, de diferentes marcas, originarias do Estado do Rio de
Janeiro e Minas Gerais, comercializadas em Vassouras, RJ, dentre os meses de Julho e
agosto de 2002. Em nenhuma das amostras foi detectada a presenca de Clostridios
sulfito redutores a 46°C, Pseudomonas aeruginosa e Enterococos. A contaminagao por
coliformes totais e E.coli, foi detectada em 25% e 20,4% das amostras, respectivamente.

Dias et al (2002), avaliaram a qualidade microbiolégica de aguas minerais e de
agua do sistema municipal da cidade de Maringa no Parand, e constataram que 64,7%
das amostras de agua mineral que foram caracterizadas microbiologicamente havia
contaminacéao, sendo 7% Escherichia coli.

Iwersel et al, (2009), observaram variagdo de log de Pseudomonas aeruginosa em
agua mineral de 3 tipos de embalagens e 4 marcas distintas da regiao de Curitiba e Santa
Catarina, variando de <1,8 Log até 3,38 Log. Verificaram ap6s 180 dias de estocagem a
presenca do microrganismo.

Tancredi, Cerqueira e Marins (2002) avaliaram a qualidade de 74 amostras de
aguas minerais comercializadas e distribuidas na cidade do Rio de Janeiro e observaram
que 18,9% estavam em desacordo com os padrées microbioldgicos da legislagéo vigente.
Dentre as amostras contaminadas 42,9% tinham presenca de Pseudomonas aeruginosa.

Foram analisadas por Resende (2008) 10 marcas de Agua Mineral de 500 mL
comercializas e engarrafadas no Distrito Federal 10% das amostras apresentaram
presenca de coliformes totais.

2.1.1 Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa

A existéncia de cepas patogénicas de Escherichia coli foi descoberta em 1980,
quando se determinou sua associagao com diarréias em bezerros. Estudos desenvolvidos
nas décadas de 1920 e 1930 ja sugeriam seu envolvimento com diarréias infantis, mas foi
apenas na década de 1940 que o conceito de E. coli como agente etiolégico de diarréia
em humanos foi efetivamente aceito (DOYLE e PADHYE, 1989).

E uma espécie de bactérias que normalmente habita o estdbmago de ruminantes e
o intestino de humanos. Quando E. coli (cepas patogénicas) € consumida em agua, pode



causar doengas gastrointestinais. Mutacoes podem levar as espécies que causam diarréia
pela liberacdo de toxinas. Em casos severos pode levar a diarréia com sangue e até a
morte. Escherichia coli é a espécie mais comum dos tipos de bactérias coliformes. A
deteccdo de E.coli é definida pela evidéncia de contaminagao fecal (ENCYCLOPEDIA OF
PUBLIC HEALTH, 2002).

A espécie Escherichia coli pertence ao género Escherichia, dentro da familia
Enterobacteriaceae. Morfologicamente sdo bastonetes Gram negativos 1,0 -1,5 um de
largura e 2,0 — 6,0 um de comprimento. E aerébio facultativo, ndo esporulado e capaz de
fermentar a glicose com produgcdo de acido e gas. Também pode crescer realizando
respiragdo anaerobia, utilizando NO;, NO, como receptores finais de elétrons. Esta
versatilidade da a bactéria a habilidade para se adaptar no intestino (anaerdbico) e em
habitats externos (aerdbico ou anaerdbico) (ENCYCLOPEDIA OF PUBLIC HEALTH,
2002). Cresce em meios comuns; a temperatura ideal para crescimento é de 37°C. Sao
oxidases negativas podendo usar o acetato como Unica fonte de carbono e catalase
positiva e sdo fermentadoras de lactose.

Sao utilizadas como indicadores de higiene nos processos de fabricacdo e sao
indicadores de falhas no controle da contaminacdo de alimentos ap6s processos de
pasteurizacao (MORELLI, 2008).

Figura 1: Escherichia coli
Fonte: Encyclopedia of Public Health, 2002

Pseudomonas aeruginosa pertence a classe das Proteobactérias, a familia das
Pseudomonacea e ao género Pseudomonas. Sua Taxonomia é baseada na conservagao
de macromoléculas (16S ribossomal RNA).

Esta bactéria é de vida livre, comumente encontrada em solo e agua. Entretanto,
ela ocorre regularmente em superficies de plantas e ocasionalmente em superficies de

animais. Membros deste género sdo bem conhecidos pelos microbiologistas de plantas,



pois sdo um dos poucos grupos de bactérias que verdadeiramente sdo patdgenos para as
plantas. Entretanto a Pseudomonas aeruginosa € reconhecida por ser um patbégeno
oportunista de relevancia clinica. Varios estudos epidemioldgicos indicam a resisténcia
deste microrganismo a diversos antibioticos (TODAR, 2008).

Pseudomonas aeruginosa morfologicamente sao bacilos Gram negativos com 0,5
a 0,8 ym de didametro e de 1,5 a 3,0 um de comprimento. Apresentam-se de maneira
isolada ou agrupada em dois ou curtas cadeias.

E uma bactéria aerdbia, ndo formadora de esporos, nao fermentadora, derivando
sua energia de processos oxidativos de carboidratos e catalase positiva. Pode crescer em
meios de cultura contendo somente acetato como fonte de carbono e sulfato de aménio
como fonte de nitrogénio. Além disso, embora sendo um aerdbio, pode crescer
anaerobicamente e em algumas circunstancias usar o nitrato como aceptor de elétrons
(respiragao anaerobica).

P. aeruginosa é cultivada a 42 €, mas também pode ser cultivada a 4 € ou a 46
€. A temperatura 6tima de crescimento esta compree ndida entre 30 e 37 . E cultivada
facilmente nos meios de cultivo ordinarios (agar Nutriente, agar Tripic Soy Agar, agar
Mueller-Hinton, agar Sangue) e sobre inumeros meios utilizados para estudos das
enterobacteridceas, como Drigalski, MacConkey, Hektoen, SS. (GOMES, 2008).

Esta bactéria requer poucas quantidades nutricionais para o crescimento. Foi
observado o crescimento em agua destilada e resistente a altas concentracées de sais,
fracos antisépticos e muitos antibioticos comumente utilizados (TODAR, 2008).

Figura 2: Pseudomonas aeruginosa em meio Agar (TSA)
Fonte: Todar, 2008

2.2 Tratamentos empregados no processo de agua mineral

Ha uma grande variedade de tratamentos disponiveis para atender as exigéncias
microbiologicas antes do processo de envase da agua (SENIOR e DEGE, 2005 - a). Em



pratica, cada uma das opcgbes de tratamento pode ser considerada como uma barreira
multipla. Ao contrario de dgua de abastecimento publico, a agua mineral nao emprega
multiplas barreiras que produzem residuos de desinfec¢do. No entanto, multiplas barreiras
como o uso de desinfetantes a base de cloro ndo sado aplicaveis para agua mineral. Ha 4
barreiras basicas de opg¢des de tratamento empregadas na industria de dgua envasada, a
ozonizagao, osmose reversa, microfiltracao e destilacao (SENIOR e DEGE, 2005 - b).

Na industria de agua mineral, a microfiltracdo é geralmente utilizada como uma
barreira mdultipla para a microbiota. Os filtros empregados neste processo séao
classificados como filtro de membrana redutores microbiolégicos (0,45 pm) ou
esterilizantes (0,2 ym). Atualmente, algumas engarrafadoras brasileiras tém utilizado filtro
de membrana de 0,45 pm e 0,20 ym no processo para retengdo de microrganismos.

2.3 Microfiltracao de agua

2.3.1 Historico

A filtracdo tem sido utilizada ha anos como principal agente de controle
microbiologico de solugdes farmacéuticas e bioldgicas. Provavelmente os primeiros filtros
designados para remocao de bactéria de solugdes foram construidos por Pasteur e
Chamberlain em. Estes foram produzidos na forma de fibra oca, ranhurado pelo calor.
Mais tarde, placas com fibras de asbestos, desenvolvidos na Alemanha (Seitz filters),
passaram a ser utilizadas. Em 1922, Zsigmondy e Buchmann introduziram o filtro de
membrana composto por ester de celulose para a remogao de bactérias de solugdes.
Desde entdo, a tecnologia dos filtros de membrana vem avangando no mercado,
particularmente nas ultimas décadas (BLOCK, 1977).

Atualmente, a filtragdo microbiolégica vem sendo muito utilizada para a filtragéo
de agua mineral, uma vez que esta ndo deve ser esterilizada por outros meios, por
exemplo, o calor (esterilizagdo ou pasteurizagdo) e a sanitizagdo através de produtos

quimicos.

2.3.2 Membranas filtrantes

As membranas filtrantes comerciais sao preparadas a partir de materiais

poliméricos com caracteristicas quimicas e fisicas variadas. Possuem diferentes



morfologias e se classificam como densas e porosas e as mesmas podem ser isotropicas
ou anisotropicas, ou seja, podem ou nao apresentar as mesmas caracteristicas
morfolégicas ao longo de sua espessura. Vide Figura 3.

De acordo com Habert, Borges e Nobrega (2006), dois parametros sao
empregados para se caracterizar membranas, como a natureza morfoldgica e parametros
relativos as suas propriedades de transporte como a permeabilidade a gases e liquidos,

bem como a sua capacidade seletiva.

Membranas Isotropicas (simétricas)
porosa porosa densa

ik

Membranas Isotropicas (assimétrica)

densa (integral) porosa densa (composta)

e —————

Figura 3: Morfologia de membranas sintéticas
Fonte: HABERT et al, 2006

Para que ocorra o transporte de um elemento através de uma membrana é
necessario a agcdo de uma forgca motriz. O gradiente de potencial quimico e/ou gradiente
de potencial elétrico € uma espécie de forca motriz utilizada pelas membranas comerciais.
De acordo com a morfologia das membranas, o transporte dos elementos pode ocorrer
por conveccao ou difusdo (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006).

O processo de microfiltragdo utiliza a pressao como o gradiente de forca motriz
para o processo de separacao, onde varia de 0,5 a 3 atmosferas. Este sistema opera de
duas formas distintas: operagdo com filtragdo frontal, onde somente ha fluxo
perpendicular a superficie da membrana, chamado de “dead end filtration” e a operagéo
com filtragdo tangencial, onde a alimentagdo escoa tangencialmente a superficie da
membrana, chamado também de “cross flow” (DAVIS, 1992).



Uma membrana filtrante utilizada para microfiltracdo na industria de agua mineral
possui poros altamente uniformes, € rigida e com estrutura continua com espacos
regulares. Quando um liquido é filtrado, todas as particulas e microrganismos maiores
que o tamanho dos poros, sera retido na superficie. Neste processo geralmente sao
utilizadas as membranas onde somente ha fluxo perpendicular.

O primeiro mecanismo no processo de filtracdo de uma membrana com o fluxo
perpendicular é a retengdo mecanica de todas as particulas maiores que 0s poros na sua
superficie. A uniformidade do tamanho do poro permite definir limites de retencdo de
particulas. Devido a este fato, podem ser classificadas como filtros de retencao absoluta,
onde nenhum microrganismo ou particula que excedam o tamanho do poro podera
atravessa-lo. Na Figura 4 é mostrada a faixa de tamanho dos poros dos filtros de

membrana da microfiltraco.
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Figura 4: Diagrama basico do transporte de massa em uma membrana.
Fonte: FSF metallrgica, o filtro e o tamanho dos contaminantes (2010).

Até 1960, a filtracdo em membranas com porosidade de 0,45 pym era considerada
como “esterilizante” e foram utilizados com sucesso em filtracao de solugdes parenterais.
Os filtros eram qualificados utilizando Serratia marcescens (0,6 x 1 ym), a bactéria
padrao para qualificar analiticamente as membranas utilizadas para testar a qualidade da
agua. No meio da década de 60, Browman do Food & Drug Administration (FDA),
observou que um meio de cultura apos filtracdo estérii em 0,45 ym poderia ser



contaminado com um microrganismo, capaz penetrar nos poros de 0,45 um da
membrana, repetidamente em pequenos nimeros a niveis de desafio acima de 10*10%
cm? (SCHWARTZ, 1998).

Browman também observou que o préximo filtro de membrana com porosidade
menor (0,22 ym) tinha eficiéncia de reter este microrganismo com niveis de desafio
similares. Este microrganismo foi identificado como Pseudomonas diminuta
(Brevundimonas diminuta) com dimensao de 0,3 x 0,6-0,8 ym e registrado como ATCC
19146. Esta espécie tem sido aceita largamente pelos fabricantes de filtro de membranas
como microrganismo padrdo para qualificacdo de filtros esterilizantes (SCHWARTZ,
1998).

Ha uma série de vantagens e desvantagens na utilizagao dos filtros de membrana
para microfiltragdo nos processos de agua mineral. Dentre as principais vantagens pode-
se destacar a redugcdo de microrganismos, a eficiéncia de filtracdo é independente do
diferencial de pressdo. Assim como as vantagens, tem-se algumas desvantagens da
utilizacdo de membranas como a pequena capacidade de retencéo de sujidades, por ser
um filtro de superficie e a necessidade de um maior cuidado asséptico devido a retencao
e presencga de microrganismos.

As membranas filtrantes possuem uma série de caracteristicas a serem
monitoradas para garantir a eficiéncia de filtragdo. Dentre elas esta a vazéo de filtragao,
onde é fungéo da area filtrante, do diferencial de pressao e viscosidade do fluido.

A vazao é diretamente proporcional ao diferencial de presséo, no caso de liquidos
limpos e a area de filtracdo; o decaimento da viscosidade do fluido (pelo aumento da
temperatura) tera um proporcional aumento na vazdo e a resisténcia do fluxo oferecido
pelo meio filtrante é, de fato, relatado pelo volume de poros abertos e tamanhos dos
poros. O tamanho e a quantidade de contaminantes captadas pelo filtro afetam a
quantidade de poros abertos, reduzindo a vazao de filtracdo (BLOCK, 1977).

Os elementos filtrantes da 3M, sendo membrana ou cartucho de profundidade sao
considerados entupidos quando o seu diferencial de pressdo chega a 2,5 kgf/cm?, ou
qguando o seu fluxo decai no ponto em que € impraticavel a continuagéo do processo.

Quando um fluido apresenta grande quantidade de particulas, além de
microrganismos, ha a necessidade de agregar mais um filtro com porosidade maior antes
do filtro microbioldgico, a fim de aumentar a vida util do filtro final, tornando o processo de

filtragcdo mais econdémico.
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Outra caracteristica dos filtros de membrana € o teste de integridade, cujo objetivo
€ determinar a presenca de poros maiores que 0 especificado ou defeituosos que
comprometem a capacidade de retencdo do filtro. O procedimento do teste devera ser
correlacionado com a retengcédo bacteriana. O teste de retencdo bacteriana é um teste
destrutivo e ndo podera ser utilizado para verificar a integridade do filtro que sera utilizado
na producao (SCHWARTZ, 1998).

Para verificar a integridade das membranas, existe um teste nao destrutivo
chamado de Ponto de Bolha. Este teste € caracterizado pelo valor da pressao requerida
para forgar o liquido a sair dos poros da membrana, através da pressurizagao do sistema
de filtragdo, onde o valor da pressdo do ponto de bolha é caracterizado pelo o
borbulhamento constante na saida do filtro. Excedendo a pressao do ponto de bolha (que
€ dado pelo fabricante do filtro de acordo com o tamanho do poro), o filtro estara integro
(SCHWARTZ, 1998). Na Figura 5, esta esquematizado um grafico que caracteriza o
aumento de vazao do fluxo de ar em relagdo ao teste de integridade.

1 Grande fluxo
Aumento |
de vazao | .
do fluxo Regiao do ponto

de ar de bolha |
J |'
Fluxo difusivo
i =
__'_'_,_,_.-- e : .

Aumento de pressao
Figura 5: Gréfico que caracteriza o aumento de vazao do fluxo de ar em relag@o ao teste
de integridade
Fonte: SCHWARTZ, 1998

2.4 Formacao de biofilme microbiano

Uma das primeiras teorias da formagéao de biofilme foi descrita por Marshal Stout e
Mitchell (1971), mostrando que a formacado do biofilme € um processo que ocorre em
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duas fases, sendo na primeira, o processo ainda reversivel, em funcdo da adesado do
microrganismo na superficie, que ocorre por forcas de Van der Walls, interacao
hidrofobica e atracao eletrostatica. Durante este estagio, a bactéria apresenta movimento
browniano, podendo ser removida por rinsagem. Na segunda etapa, por meio de
interacdes dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, ligagbes ibnicas e covalentes, e interagées
hidrofébicas, ocorrem a interacao fisica da célula com a superficie, com a producédo de
material extracelular de natureza polissacaridica ou protéica, produzida pela bactéria, que
€ denominada matrix de glicocalix. Neste processo, as fimbrias poliméricas ligam a célula
bacteriana ao substrato, tornando-se dificil remogao do biofilme. Este processo é exibido
na Figura 6.
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Figura 6: Processos envolvidos na formag&o de biofilmes

Fonte: Xavier et al (2005)

Segundo Andrade, Bridgeman e Zottola (1998), para considerar um biofilme, é
necessario um ndmero minimo de 10’ células aderidas/cm?®, enquanto Ronner e Wong
(1993), consideram 10° células/cm?.

Jayasehara et al. (1999), analisaram a capacidade de formacao de biofilme em
superficie interior de trés marcas de embalagem de agua mineral ndo carbonatadas,
Através da microscopia eletronica foi possivel observar que havia em torno de 10’
células/cm?, com evidéncia de microcolénias. Ap6s a realizagdo de duas rinsagens (com
agua destilada e com tween 80, um tensoativo hidrofilico) cerca de 80-90% das bactérias

foram removidas.
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Yun et al (2006), compararam a formagéo de biofilme microbiano na superficie de
membranas de PVDF de reatores que operam em condi¢cdes aerdbicas e anaerobicas.
Através de andlise por microscopia eletrdnica, foi possivel observar que o biofime nas
condi¢des anaerdbicas foi mais fino que o aerdbico, no entanto o biofilme anaerdbico foi
mais espalhado na membrana e mais denso, resultando no entupimento da membrana.

Ghayeni et al (1998), avaliaram as condicdes de adesao de espécies de
Pseudomonas em superficie de membranas de osmose reversa (acetato de celulose,
polivinil alcool, aromatico e amido de polipiperazina) e constataram que ha um grande
efeito da condutividade e pH no crescimento de biofilmes. Houve baixo crescimento de
biofilme com a presencga de baixa condutividade (d4gua deionizada).

Segundo Pang et al (2005), a aderéncia de biofilmes em superficie de membrana
de osmose reversa esta diretamente ligada a caracteristica hidrofébica das membranas e
microrganismos e ao potencial zeta (cargas negativas), onde espécies com maior carga
negativa que a membrana, sao repelidas, e, portanto menor formacao de biofimes.

Pompermayer e Gaylarde (2000) verificaram a adesdo de Escherichia coli e
Staphylococus aureus, isolados da carcaca de frango em superficie de polipropileno a
12°C e 30°C. Escherichia coli teve maior aderéncia nos cupons de polipropileno que
Staphylococus aureus em ambas as temperaturas. Escherichia coli teve maior formacao
de biofilme na temperatura de 30°C.

De acordo com a pesquisa de Pasmore et al (2005), a formagéao de biofilme de
Pseudomonas aeruginosa em membranas de ultrafiltracdo aumenta com a rugosidade de
hidrofobicidade. O entupimento das membranas é reduzido quando a carga de
contaminantes da superficie € minimizada e é aumentado com o aumento das cargas,
positivas ou negativas.

Marques et al (2007) analisaram a capacidade de formagédo de biofilme em
superficie de ago inoxidavel e vidro por Staphilococcus aureus. A contagem de bactérias
apés 15 dias de contato foi de 108 UFC/cm? e 107 UFC/cm? no &cido inoxidavel e vidro

respectivamente.
2.5 Métodos de avaliacao de biofilmes
Os métodos empregados para caracterizagdo de biofilmes sdo divididos em

métodos visuais e nao visuais. Os métodos visuais sdo a microscopia de contraste, de

epifluorescéncia, microscopia eletrénica de varredura e de transmissao.
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A microscopia de contraste acompanha o desenvolvimento do biofilme em tempo
real em superficie transparente e a de epifluorescéncia quantifica as células aderidas a
superficie. O alaranjado de acridina é utilizado para visualizagéo de células viaveis e ndo
viaveis.

A microscopia eletrénica é a mais indicada para avaliar a interacdo microbiana na
matriz do biofilme. A fixacdo das amostras € utilizada utilizando glutaraldeido,
paraformaldeido e o 6smio, onde a amostra é rapidamente congelada para evitar danos a
células pelos cristais de gelo (COSTA, 1999).

Dentre os métodos ndo visuais destaca-se a medida da impedéancia e
bioluminescéncia. A impedéancia é avaliada através da medi¢cdo da condutividade, pela
mudanga da resisténcia do meio. Ja a bioluminescéncia € medida pela quantidade de
ATP, trifosfato de adenosina, que é gerado pela oxidagao de moléculas alimentares como
glicose, acidos graxos e aminoacidos (MACEDO, 2000).

2.6 Métodos de controle de microrganismos
2.6.1 Controle de microrganismos pelo calor

A resisténcia ao calor de microorganismos é a maior consideragdo em estabelecer
temperaturas e tempos de processos. Em temperaturas de 60°C a 80°C, considerando o
tempo apropriado para cada tipo de microrganismo, a maioria das células de bactérias
vegetativas € inibida. Em alguns casos altas temperaturas podem ser necessarios para
inativar microrganismos termofilico ou termodurico (BANWART, 1989).

Esporos sdo em torno de 100.000 vezes mais resistentes ao calor que células
vegetativas (GOULD e DRING, 1977).

De acordo com Algie (1980); Gould e Dring (1977) a resisténcia ao calor de
esporos bacterianos podem resultar da desidratagdo do protoplasma central. A
mineralizacdo aumenta a resisténcia ao calor de esporos bacterianos (BEAMAN e
GEHARDT, 1996; BENDER e MARQUIS, 1985), mas a desidratacao foi um fator
dominante. Acidos podem interferir na osmoregulagdo e render a sensibilidade ao calor
de esporos (GOULD 1977).

O aumento da temperatura de incubacdo aumenta a resisténcia ao calor de células
vegetativas bacterianas e leveduras (El Banna e Hurst 1983; Katsui 1982).
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As caracteristicas fisicas e quimicas do meio em suspensdo em que 0S
microrganismos sofrem o calor influenciam a resisténcia ao calor. A 70°C, o tempo de
reducé@o decimal de esporos de Bacillus licheniformis foi quase dobrado quando 4% de sal
foi adicionado ao meio (BELL e DELACY 1984).

A termoestabilidade de esporos de C. botulinum é reativamente proporcional a
concentracao de sacarose do meio de suspensdo. Com o aumento da concentragdo de
sacarose, a resisténcia ao calor aumenta. A alta resisténcia de S. cerevisae em sacarose
que em frutose ou glicose foi relatado por Torreggiam e Toledo (1986). A sacarose
protege varias células vegetativas do calor (KWAST e VERRIPS 1982).

Ha uma tendéncia das proteinas protegerem os microrganismos dos efeitos letais
do calor. Petonas, extrato de leveduras e albuminas podem prover a protecao de certos
organismos.

Varias substancias antimicrobianas tendem a aumentar a destruicdo dos
microrganismos pelo calor. Sorbato de potassio e benzoato de sédio agindo
sinergicamente com calor inativam varios fungos (BEUCHAT 1981). Na Tabela 1 é
apresentado o tempo de reducao decimal pelo calor de Salmonella senftenberg 775W,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Tabela 1: Tempo de redugéo decimal (D) para calor de varios microrganismos

Valor D
Organismos Meio de suspensao :
Temperatura (°C) Minutos

Salmonella

creme 60 11,3
senftenberg 775W
Staphylococcus

creme 60 7,7-7,8
aureus
Escherichia coli Leite 57,3 1,3

Sorvete 57,3 5,1

Fonte: Cook e Gilbert (1968)
2.6.1.1 Efeito do calor em células microbianas

Embora o calor tenha sido utilizado por muitos anos como um método de
esterilizacao, o primeiro evento letal em inativacao térmica de microrganismos nao tem

sido determinado. A desnaturacdo e coagulagcdo de proteinas, quebras nos &cidos

15



desoxiribonucleicos (DNA), lesées nos acidos ribonucléicos (RNA), e danificacdo na
membrana citoplamatica tem sido sugerido como possibilidades de morte microbiana
(BANWART, 1989 ).

A desnaturacdo ou coagulacao de proteinas envolvem a respiragdo celular ou
multiplicacdo celular usualmente € sugestionado como causa da morte. No range de 50°C
a 60°C, o vazamento de componentes celulares suspensos no meio indica que ha um
perigo para a barreira permeével da célula. Scheie e Enhrenspeck (1973) mostraram que
o calor causa desnaturacdo de proteinas em células de E.coli. causando a fraqueza da
camada peptideoglicana, que seria suficiente para prevenir a multiplicagao.

Russel e Harries (1968) mostraram que células ndao formadoras de esporos como
a E.coli, a degradacao do RNA é explicado pelo calor, que induz a morte. O efeito do
calor na E.coli causa a quebra de partes externas da membrana, resultando em uma
parcial ruptura da funcdo da barreira permeavel da membrana (TSUCHIDO, 1985).
Ambos RNA e lesdo da membrana foram reportados em Pseudomonas fluorescens
(GRAY, WITTER e ORDAL 1973).

Segundo Hui (2005) a agua quente de 76 a 85°C é freqlentemente utilizada como
agente sanitizante. A relacdo tempo-temperatura seria de no minimo 15 minutos para

agua a 85°C e de 20 minutos para 80°C.

2.6.2 Controle de microrganismos por sanitizantes quimicos

Os sanitizantes quimicos possuem inerentes diferencas em suas atividades nos
microrganismos. Surpreendentemente, pouca informacado € disponibilizada, entretanto,
alguns dados de relacdo estrutura/fungdo dos acidos organicos, agentes oxidantes, ou
compostos fendlicos sdo apresentados

Fatores microbianos que podem afetar a atividade antimicrobiana incluem a
resisténcia de microrganismos, numero inicial, estagio de crescimento, composicao
celular (reagdo de gram), e exposicao prévia ao estresse. Por exemplo, sabe-se que os
esporos bacterianos sdo geralmente mais resistentes aos antimicrobianos quimicos que
células vegetativas e que as bactérias gram negativas sdo frequentemente mais
resistentes que as bactérias gram positivas. Recentemente tem sido muito pesquisado o
efeito do ambiente dos fatores de stress, como calor, frio, e baixo pH de acidos orgéanicos,
no desenvolvimento da resisténcia para um mesmo ou outro subseqiiente agente de

stress.
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A utilizagdo de sanitizantes quimicos na industria alimenticia é bastante difundida.
O seu uso tem por finalidade destruir os microrganismos na forma vegetativa encontrada
nas mais diversas superficies, como tubulacéo, equipamentos utensilios e manipuladores.

A utilizacao destes produtos em sistemas de microfiltragdo depende basicamente
da compatibilidade quimica com o meio polimérico dos filtros, assim como o conjunto de
fatores, como tempo de contato, temperatura e concentragao.

O acido peracetico é o mais utilizado pelas industrias alimenticias pelo fato de nao
reagir com outras substancias, ndo ter impacto ambiental e ser de grande eficiéncia na
remocao de biofilmes (ROSSONI e GAYLARD, 2000).

2.6.2.1 Acido peracético (APA)

O 4&cido peracético é composto por peroxigénio que exibe boa atividade
antimicrobiana. Este composto, freqlientemente se refere como o perdxido de acido
acético, sendo um forte agente oxidante. O liquido concentrado do &cido peracético tem
um forte odor pungente, € soluvel em agua e usualmente contém estabilizantes que
afetados pela alta temperatura e contaminacdo com ions metalicos. Tipicamente a
formulacado comercial de acido peracético (4 a 40%) pode conter acido acético, peréxido
de hidrogénio, acido sulfurico, acido fosférico e/ ou estabilizantes. Em compara¢do com o
perdxido de hidrogénio, o acido peracético tem maior poténcia antimicrobiana, sendo
efetivo a baixas temperaturas e baixas concentragdes, ndo é reativo com catalase ou
peroxidade, e é mais estavel e efetivo bactericida na presenca de material organico. (FMC
CORP, 1981).

A eficiéncia microbiolégica do &cido peracético foi primeiramente reportada por
Freer e Novy em 1902. Os autores exibiram excelentes resultados bactericida e fungicida
utilizando acido peracético.

Os ingredientes deste produto se decompdem em agua, oxigénio e acido acético.
Estes produtos ndo séo toxicos quando introduzidos em alimentos ou no ambiente e nao
afetam o gosto em sistemas de tratamentos abaixo das condicdes tipicas (DAVIDSON e
BRANEN 1972).

O preciso mecanismo da atividade antimicrobiana do acido peracético € ainda
investigada. O acido peracético pode ter muitos outros materiais oxidantes. De acordo
com Greenspan (1955), o &cido peracético nao € afetado pela enzima catalase.
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Davis et al (1980) verificaram que acido peracético mata um microrganismo pela
ruptura de grupos sulfidrila e ligacdes dissulfeto de proteinas e enzimas pelo seu poder
de oxidacao. Também, foi sugerido que o sanitizante rompe a parede da célula bacteriana
pela reacdo com proteinas, rompendo as fungdes quimiosméticas da membrana
(FRASER, 1987).

Pavlova e Kulikovskii (1978), em seus estudos com &cido peracético demonstrou
que a alta atividade bactericida e esporocida foi causada pela ruptura da permeabilidade
de células bacterianas.

Baldry e Frase (1988) mostraram que as propriedades esporocida do acido
peracético estao relacionadas com a desnaturagao de proteinas.

A destruicao de células bacterianas pelo acido peracético pode ser agrupada em 3
diferentes mecanismos, como a desnaturacao de proteinas da célula e interrupgéo do
transporte celular, a inativagdo de enzimas essenciais para o metabolismo da célula e a
ruptura das membranas celulares e quebra da sua permeabilidade.

De acordo com Dychdala 1988, o &cido peracético € um dos mais efetivos agentes
antimicrobianos que controla uma grande variedade de microrganismos, incluindo
bactéria, fungos, virus e esporos microbianos.

Holah (1990) avaliou 12 sanitizantes utilizados em superficies usando biofilme
bacteriano desenvolvido em ago inox. Os autores concluiram que o acido peracético foi o
mais efetivo dos compostos testados.

De acordo com Bragulla e Lintner (1986), o acido peracético é altamente eficaz
para sanitizar membranas, pois passam facilmente através da membrana e sao
compativeis com muitos materiais de membrana e se algum residuo permanecer no
equipamento ndo afetara o sabor no produto a ser processado.

Brifiez et al (2006) avaliaram a eficiéncia da combinagédo de acido peracético com
peroxido de hidrogénio (Oxénia ativa, Ecolab) em Staphylococcus ssp, Listeria ssp e
Escherichia coli utilizando teste de suspensdo do padrédo europeu UNE-EN-1276 com
tempos de contato de 10, 20 e 30 minutos e concentragbes de 0,05 — 0,4%. Em
concentragdes acima de 0,1%, o sanitizante apresentou >5 log UFC/mL de reducado de
todos os microrganismos em todos os tempos de contatos testados.

Souza e Daniel (2004) testaram a eficiéncia do acido peracético na desinfecgao de
agua e observaram efetiva inativagdo dos microrganismos com &cido peracético 5,0 mg/L
com 15 minutos de contato (Escherichia coliteve redugéo > 6 10gs).
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A atividade germicida do acido peracético € influenciada pela concentracdao em
que é utilizado, o periodo de tempo de contato, a temperatura, e o pH sédo de importancia
significante. Outros fatores podem ser considerados para a atividade do acido peracético,
e estes incluem o efeito da contaminacao de material orgénico e o efeito da agua dura.

Krzywicka (1971), em seu trabalho com organismos formadores de esporos,
mostrou que Bacillus cereus foi eliminado em 3 minutos quando expostos em 0,3% de
solugdo acido peracético, mas 90 minutos foram requeridos para o mesmo efeito com
0,01%.

O acido peracético tem grande atividade antimicrobiana em ambientes acidos. Foi
testado a 0,01% com E. coli em 500 ppm de agua dura em diferentes valores de pH de
3,5 a 7,0 e produzidos 6timos resultados como 99,999% de morte com 30 segundos em
todos os niveis de pH (DYCHDALA e KOROMA, 1986).

Baldry, 1983 testou a atividade esporocida em que um grande numeros de
esporos nao sao completamente destruidos depois de 1h de contato a temperatura
ambiente, a 85°C o tempo de morte pode ser reduzido para 5 minutos.

Dychdala 1988, avaliou a atividade bactericida do &cido peracético 0,2% a 5°C,
segundo método de teste, AOAC, 13th ed,.4.023-4.032 (1980) para Escherichia coli ATCC
11229 e Staphylococcus aureus ATCC 6538 e verificou que 100% dos microrganismos
foram eliminados em 30 e 60 segundos de exposicao.

A matéria organica também influencia a atividade bactericida. O efeito do acido
peracético sobre Mycobacterium bovis foi evidenciado com 0,0125% em 10-20 minutos,
mas na presenca de fezes bovinas a concentragdo de produto foi aumentada para 0,05%
para a mesma destruicao destes microrganismos (PAVLAS, 1967).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo consistiu na avaliagdo da formacgao de biofilme
microbiano em membranas de poliamida e polietersulfona, geralmente utilizadas no
processo de filtracdo de agua na industria de alimentos e seu controle por sanitizantes
como &cido peracético e agua quente.

Destacam-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Avaliar a compatibilidade quimica do agente sanitizante quimico com as
membranas de poliamida e polietersulfona;

e Avaliar o perfil da formacdo de biofilme de Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa na superficie das membranas filtrantes;

e Avaliar a agdo dos agentes sanitizantes frente aos biofilmes formados nas

superficies das membranas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratorio de tecnologia de filtragdo da 3M
do Brasil e no laboratério de Microscopia Eletrénica do Departamento de Biologia Celular
do Instituto de Biologia, da Universidade Estadual de Campinas.

4.1 Materiais

4.1.1 Membranas filtrantes utilizadas

As membranas filtrantes utilizadas foram membranas do fabricante 3M do Brasil,
de material polimérico poliamida e polietersulfona com porosidade de 0,45 ym e 47 mm
de diametro, com &rea disponivel de filtragdo de 0,0013 m® As membranas foram
previamente esterilizadas em autoclave a 121°C durante 30 minutos no ciclo com

exaustao lenta. A especificacdo das membranas esta descrita na Tabela 2:

Tabela 2: Especificagdo das membranas

Nome do filtro de _ Material polimérico _
Fabricante Porosidade (um)
membrana da membrana
BevASSURE I 3M Nylon 66 0,45
BevASSURE PES 3M Polietersulfona 0,45

Fonte: 3M, catalogos dos elementos filtrantes.
4.1.2 — Agentes sanitizantes

Foram utilizados neste trabalho solucdo de acido peracético 0,1% (v/v) e 0,2%
(v/v) a partir do produto quimico comercial DIVOSAN FORTE (Jonhson Diversey) e agua
quente a 85°C. O Divosan forte € uma solugao estabilizada de acido peracético a 15 -
30%, peréxido de hidrogénio a 15 — 30% e acido acético de 15-30%. As solugdes foram
preparadas com agua destilada estéril a temperatura ambiente. Esta concentragéo foi
baseada em testes realizados por Dychdala, 1988 (100% de eficiéncia na morte de
Escherichia coli ATCC 11229 a 5°C pelo método AOAC, 13th ed,.4.023-4.032, 1980) e
segundo recomendagdes do fabricante (para sistemas CIP 0,1-0,3% de processos
alimenticios). Para agua quente a 85°C foi utilizada agua destilada estéril aquecida a 85°C
em banho Maria. (HANDBOOK OF FOOD SCIENCE, TECHNOLOGY AND
ENGINEERING, 1972).
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4.1.3 Microrganismos

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram Escherichia coli ATCC 11229,
pois € um microrganismo recomendado pela Portaria 15, da ANVISA 1988 (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 1988) para avaliacdo da acado antimicrobiana de
sanitizantes para a industria alimenticia e um dos microrganismos de controle da
qualidade microbiol6gica da agua mineral, segundo Resolugdo RDC 275/2005, da Anvisa
e devido ao estudos realizados onde este microrganismo tem grande presenca nas aguas
minerais engarrafadas e em pogos e Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502, que é
também um dos microrganismos de controle da qualidade microbiol6gica da agua mineral.

4.2 Métodos

4.2.1 Compatibilidade das membranas com a solucao de acido peracético a 2%

Para avaliar a compatibilidade quimica das membranas com a solugéo quimica
foram realizados 3 testes na seguinte sequiéncia: 1) determinagdo do volume de agua
para enxagle das membranas; 2) avaliacdo da compatililidade quimica através do teste
de integridade; 3) teste de integridade “ponto de bolha”. Os testes foram realizados em
duplicada para a membrana de poliamida e polietersulfona.

4.2.1.1 Determinacao do volume de agua para enxagiie das membranas

Estes testes foram realizados para determinar a quantidade de agua de enxagie
necessaria para neutralizar o residual da solugéo de acido peracético apds processos de
sanitizacdo. Duas membranas de polietersulfona e poliamida, apdés o contato de 15
minutos, 30 minutos e 168 horas com o acido peracético, foram submetidas ao enxagle
com agua destilada, através do bombeamento e escoamento através das membranas.

A cada 100 mL de passagem de agua foram mensurados o pH e a condutividade
da agua de saida do filtro. Estes parametros serviram como base para avaliar o volume
de agua necessaria para eliminar o residuo da solugao quimica das membranas. Segundo
especificagao do fabricante, a vazdo de agua a ser utilizada na membrana de poliamida
(BevASSURE Il) é de 7 mL/min e para polietersulfona (BevASSURES PES) € de 33
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mL/min. Foi utilizada uma bomba peristaltica com deslocamento positivo, que mantinha a

vazao constante.

4.2.1.2 Compatibilidade das membranas com solucao de acido peracético 0,2 %

As membranas foram submetidas ao contato com o agente sanitizante durante 168
horas, de acordo com a Norma American Society for Testing and Materials (ASTM), D
543 — 06, através da exposicdo estatica na concentracdo de 0,2% a temperatura
ambiente. A cada 24 horas de exposicdo ao agente sanitizante as membranas eram
enxaguadas (passagem de agua através da membrana por filtracdo e alimentacdo por
bomba de deslocamento positivo) com agua destilada e em seguida foi realizado o teste
de integridade de “ponto de bolha”, de acordo com a Norma American Society for Testing
and Materials (ASTM) 316-03 para verificar se houve ataque quimico, ou seja, danificagao
do poro da membrana. Os testes foram realizados em duplicata.

4.2.1.3 Teste de integridade ponto de bolha

O teste foi realizado manualmente pela alimentacdo de gas no sistema (ar
comprimido filtrado) no lado superior da membrana (Figura 7). A pressao era
vagarosamente aumentada, na proporcao de 2 psi/ seg, e, assim que se observava o
inicio do borbulhamento constante na saida do filtro (visualizacdo através de uma
mangueira conectada na saida do sistema e imersa em um béquer com agua) parava-se
a pressurizacao e registrava-se a pressao para comparagao com o valor especificado pelo
fabricante. Para considerar uma membrana como integra, € necesséario que o valor
registrado no manémetro, quando ha borbulhamento constante, atinja valor acima do
estabelecido pelo fabricante (PDA, 1998). Os testes foram realizados em duplicata.

De acordo com o fabricante, a pressao do ponto de bolha para membranas de
poliamida BevASSURE Il e polietersulfona BevASSURE PES ¢é 224 psi.
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Manémetro

IMembrana filtrante

Bequer com agua
comprimido
ou litrogénio

Figura 7: Esquema de montagem dos equipamentos para o teste de integridade.
Fonte: PDA Journal of pharmaceutical Science and technology, 1998.

4.3 Avaliacao da adesao e formacao de biofilmes em membranas
4.3.1 Obtencao do inoculo

A solucao de desafio de Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa foi preparada
a partir de agua mineral sem gas previamente esterilizada a 121°C por 15 minutos em
autoclave.

A agua mineral utilizada para os testes foi “Agua Mineral Natural Prata” adquirida
em comércio de Sorocaba. Na embalagem das amostras consta a seguinte classificagao:
Agua mineral, fluoretada, radioativa na fonte; também consta os valores das seguintes
caracteristicas fisico-quimicas: pH a 25°C de 6,29; temperatura da agua na fonte de
22,6°C; condutividade elétrica a 25°C de 100,4 uS/cm; residuo de evaporagao a 180°C de
65,85 mg/L; radioatividade na fonte a 20°C e 760 mm de Hg de 24,72 maches. Na Tabela
3 abaixo, segue a composi¢do quimica da agua em mg/L. Estes dados estdo presentes

na embalagem da amostra.
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Tabela 3: Composigao quimica da agua mineral utilizada nos testes em mg/L.

Elemento quimico Concentracao em mg/L

Bicarbonato 44,26
Sulfato 3,60
Fluoreto 0,21

Sédio 2,24
Potéssio 2,80
Magnésio 4,09
Célcio 7,19

Cloreto 0,81

Nitrato 1,40

Fonte: Embalagem da agua mineral “Agua Mineral Natural Prata” de 1,5 Litros.

O inoculo foi preparado a partir de cepas (Escherichia coli ATCC 11229 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502) previamente liofilizadas e congeladas a -70°C.

As células foram ressuspendidas através da remocao de uma perola da ampola com
uma alga e em seguida rotacionada sobre a superficie do meio de cultura TSA (Trypic Soy
Agar). As placas foram incubadas a 35°C para E. coli e 37°C para Pseudomonas
aeruginosa durante 24 horas. Em seguida, as células de E. coli da superficie do meio
foram ressuspendidas em 100 mL de caldo TSB e incubadas a temperatura de 35° por 24
horas. Apds a incubacgao, as células foram visualizadas no microscopio para confirmagao
das caracteristicas das cepas. No preparo do inéculo, foi adicionado 1 mL de cultura de
E.coli em um 1 litro de agua peptonada a 1%. Esta suspensdo permaneceu por 24 h a
35°C.

Para Pseudomonas aeruginosa, as células foram ressuspendidas em 9 mL de
solucdo tampao fosfato. Em seguida foi pipetado 1 mL em 1 litro de agua peptonada a
1%. Esta suspensao permaneceu por 24 horas a 35°C.

Estes procedimentos produziram culturas com concentragédo de aproximadamente
10’ UFC/mL de ambos microrganismos. Para preparar uma solucdo desafio com 10*
UFC/mL, foi pipetado 1 mL das solugdes de agua peptonada em 1 litro de agua mineral
esteéril.

A Figura 8 ilustra as etapas realizadas para a preparagdao das culturas. Foram
realizados testes para determinar o tamanho e o nimero de células/mL para todas as
solugbes de E. coli e P. aeruginosa (STANDARD METHODS 9215, 2004). Foi pipetada
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uma amostra da cultura em uma lamina de vidro para coloragdo de Gram de ambos

microrganismos.

E. coli -70°C P.aeruginosa -70°C
Rotagao das pérolas no meio de Rotagao das pérolas no meio de
cultura - TSA cultura - TSA
Estufa 35°C por 24h Estufa 37°C por 24h
Ressuspensao das células em Ressuspensao das células em 9
100 mL de caldo TSB mL de tampéo fosfato
Agitar Agitar
Estufa 35°C por 24h - ”

— Pipetar 1 mL em 1L de 4gua
i; peptonada 1%
Agitar
Pipetar 1 mL do caldo em 1L de
agua peptonada 1% ﬁ
Agitar
iL Estufa 35°C por 24h
Estufa 35°C por 24h &
iL Pipetar 1 mL da agua peptonada
em 1L de agua mineral estéril =
Pipetar 1 mL da agua peptonada em 1L Solugéo desafio 10* UFC / mL
de agua mineral estéril = Solugao Agitar
desafio 10* UFC / mL
Agitar

Figura 8: Etapas para a obtengdo da cultura de Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa.

4.3.2 — Técnica de coloracao de Gram

Para realizagao desta técnica, cada cultura de bactéria do meio TSA foi espalhada
em uma lamina (esfregago) e seguida foi fixada com calor. A técnica se inicia com a
coloragdo violeta de cristal por 60 segundos com posterior lavagem. Em seguida o
efregaco é submetido ao lugol por também 60 segundos e lavagem. Para descorar utiliza-
se alcool acetona durante 20 segundos e posterior lavagem. A Gltima coloragdo é com
safranina por 20 segundos e lavagem com agua. Apés esta ultima etapa a lamina é seca
e levada ao microscépio para observacdo. Os resultados sdo para Gram (+) com

coloragao roxo e Gram () com rosa.
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4.3.3 — Contato das células bacterianas com as membranas

Foram utilizadas 12 membranas de 47 mm de para material polimérico. As
membranas de polietersulfona e poliamida foram cortadas em cupons de 1 cm x 1 cm.
Foram gerados 60 cupons de polietersulfona e 60 cupons de poliamida para a realizagéo
dos testes com a Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Em trés frascos de aproximadamente 250 mL, contendo cada um 9 cupons de
membrana de poliamida e em outros trés frascos com 9 cupons de membrana de
polietersulfona foram introduzidos 100 mL de suspensdo do indéculo de cada
microrganismo contendo aproximadamente 10* UFC/mL. A formacdo de biofimes foi
avaliada por incubagao as temperaturas de 5°, 25° e 35°C e tempos de contato de 0, 24,
48 e 72 horas, pela quantificacdo das unidades formadoras de colénias/cm®. A cada
tempo e temperatura de contato trés cupons foram retirados do inoculo para contagem
padrdo em placa. Os cupons do tempo zero serdao aqueles que nao foram imersos no
inéculo, para controle da adesdo. Todos os testes foram realizados em triplicata.

As temperaturas utilizadas foram definidas em funcdo da faixa de temperatura
geralmente encontrada em processos de agua mineral, considerando 5°C, caso o
elemento filtrante seja estocado em cémara fria, 25°C considerada como temperatura
ambiente e 35° como ambiente em locais de clima mais quente. Os tempos de contato
foram definidos em fungdo do tempo de processo em que ap6s um procedimento de
filtracdo em uma planta de 4gua mineral, a membrana ficaria sem utilizacao (sem realizar
a filtragdo da agua) por até 48 horas, até o inicio de uma nova filtragdo no dia seguinte,
sem o processo de sanitizagao.

A relagao entre temperatura e tempo de contado foi avaliada de acordo com um
modelo para otimizagdo dos experimentos, delineamento experimental fatorial, conforme
Tabela 4, que identifica a importancia de quao a temperatura afetar4d no tempo de
contato para adesao do biofilme.
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Tabela 4: Delineamento experimental para avaliagdo da formacao de biofilmes por E. coli

e P. aeruginosa em membranas poliméricas.

Temperatura (2C)

Tempo (horas)

24 48 72
5 5°C x 24h 5°C x 48h 5°C x 72h
25 25°C x 24h 25°C x 48h 25°C x 72h
35 35°C x 24h 35°C x 48h 35°C x 72h

A figura abaixo mostra todas as etapas que foram realizadas para mensurar a

formacao de biofilme nas membranas poliméricas.

Solucao de Escherichia coli

Solucéao de Pseudomonas

aeruainosa
v v v v
Membrana de Membrana de Membrana de Membrana de
Poliamida Polietersulfona Poliamida Polietersulfona
5°C 25°C 35°C 5°C 25°C 35°C 5°C 25°C 35°C 5°C 25°C 35°C
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h* 24h*
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h* 48h*
[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h* 72h*

* Triplicata

Figura 9: Fluxograma das etapas realizadas para a formacao de biofilme.

4.3.4 — Quantificacao das células do biofiime formado nas membranas

Cada cupom retirado do inoculo foi transferido para 10 mL de solugdo de agua

peptonada 0,1% por um minuto, sem agitacdo para a eliminacdo de células nao

plancténicas. Em seguida, foi imerso em 5 mL da mesma solucao e submetidos a vortex

por 2 minutos para remogao das células sésseis. Em seguida foram realizadas diluicoes
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para plagueamento por profundidade em meio Trypic Soy Agar, seguido de incubacao a
35°C por 24 horas. O mesmo procedimento foi realizado nos cupons sem a adicao do

inoculo no meio para controle.
4.3.5 — Analise estatistica dos resultados

Os resultados do log UFC/cm? das bactérias aderidas nas membranas foram
analisados estatisticamente utilizando-se o programa Minitab 14. A analise realizada foi
ANOVA.

4.3.6 — Teste para verificacdao do entupimento das membranas

Para cada microrganismo utilizou-se 4 membranas de 47 mm de diametro de
poliamida e 4 membranas de polietersulfona. Foram utilizadas solu¢cdes de desafio da
cultura de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (10* UFC/mL).

As membranas foram imersas nas solu¢des para os tempos de contato de 24h e
72h e temperatura de 35°C. Em cada tempo estabelecido foi retirada uma membrana de
47 mm de didmetro para verificar o grau de entupimento das mesmas pela quantidade de
bactérias aderidas. Foi realizado um fluxo dindmico de agua microfiltrada pelas
membranas. A vazao de agua para cada membrana estd na Tabela 5. A agua utilizada
para este teste foi previamente filtrada em filtro absoluto de 5 um e membrana de 0,2 um.
Os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 5: Valores de vazdo de 4gua em mL/min nas membranas para perda de carga

inicial de 2 psi.
Membrana Vazao de agua em mL/min para perda
de carga inicial de 2 psi
Polietersulfona 105
Poliamida 26

Fonte: 3M, catalogo dos elementos filtrantes.

4.3.7 Avaliacao visual da adesao e formacao de biofilmes por microscopia
eletrénica
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Para visualizacdo da adesao e formacgédo de biofilme bacteriano, uma membrana
(47 mm de diametro) de cada teste foi incubado de acordo com os tempos e temperaturas
pré definidos e imersos em tampao fosfato 0,1M para rinsagem do meio de cultura e
células plancténicas. A fixagcao foi realizada utilizando-se glutaraldeido 2% em solugao de
tampéao fostato 0,2M, com imersdo das membranas por 3 horas e posterior lavagem
durante 5 minutos em solugcao tampéao fosfato 0,2M. Em seguida as membranas foram
mergulhadas em tetréxido de 6smio 2% durante 1 hora na geladeira e posterior lavagem
com agua destilada. Para desidratagao utilizou-se alcool etilico PA em ordem crescente
das concentragdes de 30, 50, 70, 80, 95%, por 10 minutos de contato em cada
concentracdo, e 100% em trés repeticdes por 10 minutos cada, para retirada completa da
4gua. As membranas foram cortadas em cupons de 1 cm® e em seguida foram
transferidos para cestas permeaveis e colocados no Secador de Ponto Critico (“Critical
Point Dryer”) Balzers CPD 030, com utilizagao de gas carbénico para retirada completa do
alcool utilizado na etapa de desidratagdo. Apds a secagem, os cupons foram levados ao
Metalizador Balzers Sputter Coater SCD 050, e submetidos ao processo de metalizagao
com fina camada de ouro por 180 segundos, com a finalidade de torna-los bons
condutores elétricos, de forma a melhorar sua visualizagdo. A superficie dos cupons foi
observada no Microscépio Eletrénico de Varredura JEOL JSM — 5800 LV, em varios
aumentos que poderiam variar de 800 a 8000 vezes (ROSADO, 2009).

Para verificacdo da topografia da superficie, o procedimento de preparo das

amostras teve inicio na etapa de metalizagéo.

4.4 Avaliacao da eficiéncia de sanitizantes

Para cada concentragdo de sanitizante e tempo de contato foram utilizados 10
cupons de 1cm? de cada material da membrana. Os testes foram realizados com a
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os cupons das membranas foram imersos,
assepticamente, em recipientes de vidro, contendo 100 mL da suspensdo de
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli para uma contagem final de 1x10* UFC/mL,
e incubados a 35 £ 1 C/ 24 + 1h. Cada recipiente recebeu 10 cupons para andlise e 1
para controle, num total de 10 ensaios para cada sanitizante. O cupom de controle refere-
se aquele que nao recebeu o sanitizante, e sua contagem foi utilizada para calcular o
namero de redugdes decimais promovido pelos sanitizantes. Apos este processo 0s
cupons foram rinsados em agua peptonada 0,1% para retirada de meio e células
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plancténicas e imersos em 10 mL de cada solucdo sanitizante de divosan forte 0,1%,
0,2% na temperatura de 25°C e agua a 85°C nos tempos de contato de 10 e 20 minutos.
Ap6s o tempo de contato os cupons foram transferidos para 10 mL de solugcao
neutralizante de tiosulfato de sédio a 1% por 10 minutos, para inativagdo da acédo do
sanitizante quimico. Os cupons foram retirados da solugdo neutralizante, imersos em 5
mL de solucao peptonada 0,1% e submetidos a vortex por dois minutos para remogao das
células sésseis. Foram preparadas as diluicdes e plaqueamento por profundidade TSA,
seguido de incubagéo a 35+1C por 24 + 1h (ROSADO, 2009).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Avaliacao da compatibilidade das membranas com solucao de acido peracético
a0,2%

Os testes de compatibilidade foram realizados de acordo com as etapas do
procedimento anteriormente descrito. Primeiramente foi determinado o volume de
enxagle das membranas apdés o contato com a solugdo sanitizante durante 168h. Os
resultados encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6: Volume de agua para enxagle das membranas

Volume de
Volume de agua i
agua apos pH da agua ] ] pH da agua
Amostra o ] - apos enxague ] ]
enxagiie apos enxague apos enxague
(mL)
(mL)
Poliamida - A 50 5,5 150 7,2
Poliamida - B 50 5,6 150 7,0
Polietersulfona - A 50 5,5 150 7,0
Polietersulfona - B 50 5,4 150 7.1

De acordo com a tabela acima, o volume de agua adotada para o enxaglie das
membranas apds o contato com a solugdo sanitizante na concentracao de 0,2% foi de
150 mL.

O teste de compatibilidade foi realizado de acordo com a Norma ASTM D542-06
para verificar a integridade das membranas.

Foi observado que as membranas apdés 168 horas de contato com a solugéao
sanitizante tiveram o valor do ponto de bolha semelhante ao valor inicial, antes do contato
com a solugdo sanitizante. Foram consideradas integras apds o teste, e, portanto
compativeis com a solugéo a ser utilizada.
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Tabela 7: Teste de integridade nas membranas apds contato com solugao sanitizante

Minimo Ponto de Ponto de Bolha
Membrana Especificacao Bolha inicial — antes apos 168h de
do contato (psi) contato (psi)
Poliamida 0,45 um — A 26 27
Poliamida 0,45 ym — B . 27 27
. 224 psi
Polietersulfona 0,45 um - A 55 55
Polietersulfona 0,45 um - B 57 56

5.2 Estudo da formacao de biofilme microbiano em membranas de filtracao de agua

mineral

5.2.1 Obtencao do indculo

De acordo com Encyclopedia of Public Health, 2002, a Escherichia coli apresenta-
se como bastonetes gram negativos de 1,0 a 1,5 um de largura e 2,0 a 6,0 um de
comprimento.

A Pseudomonas aeruginosa € caracterizada por bacilos gram negativos retos ou
ligeiramente curtos com 0,5 a 1,0 um de largura e 1,0 a 5,0 um de comprimento (JORNAL
INFORMATIVO CEFAR, 2009).

As bactérias da cultura de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foram
observadas no microscépio 6ptico apresentaram-se como gram negativas, com coloragéao
rosa, e com tamanho de acordo com a literatura.

As caracteristicas de tamanho dimensional das bactérias justificam a utilizacao de
membranas com porosidade de 0,45 um. Esta porosidade interceptard mecanicamente as
bactérias da solugcao de desafio para posterior anélise.

5.2.2 Desenvolvimento da populacdo microbiana ao longo da formacao dos
biofilmes

5.2.2.1 Escherichia coli

Na Tabela 8 abaixo observa-se que o numero de células de Escherichia coli
aderidas as superficies das membranas quando expostas a temperatura de 5°C foi maior
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nas primeiras 24 horas de contato, ou seja, a temperatura de 5°C praticamente estabilizou
o crescimento da populagdo deste microrganismo nas membranas. A quantidade de
bactérias aderidas na membrana de poliamida ndo variou entre 24h e 72h de contato.

Tabela 8: Populacéo de E. coli (UFC/cm?) aderidas aos cupons de membranas filtrantes.

Temperatura (2C) Tempo (horas) UFC/c-mz t oP~ UFC-/cmz *DP*
Poliamida Polietersulfona
25 Zero - controle 0+0,17 0+0,17
24h 3,40 £ 0,49 4,00 £0,35
5 48h 3,60 £ 0,16 3,50 + 0,37
72h 3,48 £ 0,26 291+0,17
24h 500,24 517 +£0,24
25 48h 5,6 +0,10 5,52 + 0,11
72h 5,88 +0,13 5,99 + 0,06
24h 5,34 £ 0,26 5,48 £ 0,15
35 48h 6,37 £ 0,15 5,98 + 0,39
72h 6,21 £ 0,15 6,26 0,13

*Média de trés amostras
DP: Desvio padrao

Analisando o crescimento bacteriano na temperatura de 25°C, como mostra a
Tabela 8, observa-se um aumento de células aderidas na membrana de poliamida de 5
ciclos log para 5,88 apds 72h e na membrana de polietersulfona este aumento foi de 5,17
ciclos log para 5,99. O aumento médio na populagéo de bactérias aderidas para as duas
membranas apds 72h de contato foi de aproximadamente 0,8 ciclos log em relagdo ao
tempo de contato inicial adotado (24h).

Para a temperatura de 35°C, a populagdo de bactérias aderidas nas duas
membranas apds 72h teve um crescimento médio de 0,93 ciclos log em relagdo as
primeiras 24 horas de contato. Nota-se que a populacao de bactérias apds 24h de contato
foi maior em comparagao as temperaturas de 5°C e 25°C. O fato de haver um numero
maior de bactérias logo nas primeiras 24h de contato é devido a proximidade da
temperatura 6tima de crescimento desta bactéria, 35°C (Encyclopedia of Public Health,
2002).
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Na Figura 10, encontra-se o gréafico da populagéo de E. coli presentes nas solugao
de desafio (Agua mineral) para as temperaturas de 5°C, 25°C e 35°C nos tempos: inicial,
momento de preparacao da solugéo de desafio e apds todos os tempos de incubagéo de
24h, 48h e 72h.

Na temperatura de 5°C a populagédo de bactérias aumentou 1 ciclo log ap6s 24h,
de 4,47 para 5,47 ciclos log. Ap6s 72h este valor reduziu 3,47 ciclos log.

Nas temperaturas de 25 e 35°C a concentragdo aumentou para > 6 ciclos log em
relag@o ao valor inicial, mostrando o favorecimento do aumento de temperatura ao
crescimento destes microrganismos.

7
: N\
5
el N Q\
N N
Inicial 24h 48h 72h
Tempo (horas)
5°C 0 25°C 0 35°C

Figura 10: Representagcdo comparativa da populacdao (log UFC/mL) de E. coli em
suspensdes de agua mineral incubadas a 24, 48 e 72 horas e temperaturas
de 5¢, 25° e 35°C.

De acordo com Brenner, Krieg e Stanley (2005), a Escherichia coli tem habilidade
de crescer em temperatura que variam de 15 a 45°C, faixas étimas de crescimento se
estendendo de 21 a 37°C.

5.2.2.1.1 Analise de variancia dos resultados de aderéncia com E. coli

Os resultados indicam que estdo no apéndice A, mostram que o modelo adotado
para a realizagdo dos testes (delineamento experimental fatorial) foi significativo, pois o0 p
< 0,05. Como os dados de F calculado respectivamente para as membranas de poliamida
e polietersulfona (29,61 e 25,25) foram maiores que o F tabelado (5,14), rejeita-se a
hip6tese nula, isto é, se aceita o0 modelo como adequado.
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Abaixo seguem os gréaficos Boxplot com os dados da contagem (log UFC/cm?) de
bactérias aderidas nas membranas de poliamida e polietersulfona nas respectivas
temperaturas e tempos de contato do teste. Na Figura 11 evidencia-se fortemente o
aumento de células aderidas com o aumento da temperatura, mostrando que o maior
nimero de células aderidas & membrana de poliamida (> 5,8 log UFC/cm?) para a maior
temperatura (35°C) de incubacao.

Boxplot of 5°C PA; 25°C PA; 35°C PA

6,5

6,0

5,5

Log UFC/cm2

3,54 =

T T T
50C PA 250C PA 350C PA
Temperatura (°C)

Figura 11: Grafico Boxplot da contagem (log UFC/cm? ) de Escherichia coli aderidos as
membranas de poliamida nas temperaturas de 5°C, 25°C e 35°C.

Para a membrana de polietersulfona, na Figura 12, o aumento do numero de
células também foi evidenciado com o aumento da temperatura, atingindo valores
superiores a 6 ciclos log UFC/cm? para 35°C.

Boxplot of 5°C PES; 25°C PES; 35°C PES

50C PES 250C PES 350C PES
Temperatura (°C)

Figura 12: Grafico Boxplot da contagem (log UFC/cm? ) de Escherichia coli aderidos as
membranas de polietersulfona nas temperaturas de 5°C, 25°C e 35°C.
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5.2.2.2 Pseudomonas aeruginosa

Para Pseudomonas aeruginosa, considerado um microrganismo psicotréfico,
observa-se um leve decréscimo na populagdo de células aderidas as membranas na
temperatura de 5°C. Na Tabela 9 abaixo, observa-se que o numero de células de
Pseudomonas aeruginosa aderida nas membranas a temperatura de 5°C foi maior para
as primeiras 24 horas de contato, ou seja, a temperatura de 5°C praticamente estabilizou

o crescimento da populagédo deste microrganismo nas membranas.

Tabela 9: Populacido de Pseudomonas aeruginosa (UFC/cm?) aderidas aos cupons de

membranas filtrantes

UFC/cm** + DP * UFC/cm* £DP*
Temperatura (2C) Tempo (horas)
Poliamida Polietersulfona
25 Zero - controle 0+0,28 0+0,00
24h 3,49 £ 0,25 3,41 +£0,75
5 48h 2,80 + 0,47 2,69 + 0,06
72h 2,55+0,17 2,18 +0,25
24h 4,0+£0,24 4,24 £ 0,22
25 48h 4,34 £ 0,08 4,24 +£0,13
72h 5,42 + 0,06 6,25 + 0,58
24h 4,25 £0,23 3,95 +0,25
35 48h 4,38+0,12 4,56 +£0,10
72h 5,81 £ 0,07 4,88 0,22

*Média de trés amostras
DP: Desvio padrao

Nos testes a 25°C, como mostra a Tabela 9, a populacdo de microrganismos
aumentou aproximadamente 1 ciclo log de 24h a 72h de contato, chegando a 5,42 ciclos
log na membrana de poliamida e 6,25 ciclos log nas membranas de polietersulfona.

Observa-se que a populacao de bactérias também teve um significativo aumento
apds 72h de contato, ficando em aproximadamente com uma média de 5,3 ciclos log de
bactérias aderidas por cm?.

A temperatura de 35°C e apds 72h de contato, o niimero de bactérias aderidas na
membrana de poliamida teve aumento de 1,56 ciclos log e na membrana de poliamida de
0,93 ciclo log em relagédo ao tempo de 24h.
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As solugbes de desafio com Pseudomonas aeruginosa também tiveram um
aumento considerado nas temperaturas de 25 e 35°C. A concentracao inicial foi de 4,6
ciclos log UFC/mL, chegando até 6,42 ciclos log a 25°C e 6,56 a 35°C ciclos log apés 72h
de exposi¢cdo em ambas as temperaturas.

Log UFC/mL
S
L

NN
DN

NN
MANN

24h 48h 72h

Tempo (horas)

5°%C @ 25°C B35°C

Figura 13: Representacdo comparativa da populacdo (logUFC/mL) de P.aeruginosa em
suspensdes de agua mineral incubadas a 24, 48 e 72 horas e temperaturas
de 5°, 25° e 35°C.

A figura acima mostra que ap6s 72h ainda ha presenga de um grande numero de
células de Pseudomonas aeruginosa na amostra de 4gua mineral.

A permanéncia de células de Pseudomonas aeruginosa em amostras de agua
mineral foi observado por lwersel et al (2009), logo apdés 180 dias de estocagem das
amostras. Foram observadas amostras onde a quantidade de microrganismos foi reduzida
em relagdo ao numero inicial e amostras em que aumentaram apdés 6 meses de
estocagem.

Tamagnini e Gonzélez (1997), observaram a predominancia de Pseudomonas
aeruginosa em relacao a microbiota aerdébia em amostras de agua mineral apés 30 dias
de estocagem.

Legnani, et AL (1999), durante 5 anos de estudo, observaram que amostras de
agua mineral com TDS de 72,5 mg/L e 382 mg/L e TOC de 0,17 mg/L e 0,35 mg/L e com
aproximadamente 2 log UFC/mL de Pseudomonas aeruginosa, apresentaram aumento na
concentracdo do microrganismo em até 3 dias de armazenamento, mantendo a

concentracdo média de aproximadamente 70 dias. Foi observado que apds 70 dias a
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populacao tinha reducdo para a agua de menor TOC e apés 100 dias para agua com
maior valor de TOC.

5.2.2.2.1 Analise de variancia dos resultados de aderéncia com Pseudomonas

aeruginosa

Os valores das andlises de variancia apresentadas no apéndice B indicaram que
o0 modelo adotado para a realizacdo dos testes (delineamento experimental fatorial) foi
significativo, pois 0 p < 0,05. Como os dados de F calculado respectivamente para as
membranas de poliamida e polietersulfona (6,07 e 5,95) foram maiores que o F tabelado
(5,14), rejeita-se a hipdtese nula, isto €, se aceita o modelo como adequado.

Abaixo seguem os gréficos Boxplot com os dados da contagem (log UFC/cm?) de
bactérias aderidas nas membranas de poliamida e polietersulfona nas respectivas
temperaturas e tempos de contato do teste. A Figura 14 evidencia fortemente o aumento
da populagao de células aderidas com o aumento da temperatura, aonde o numero de
células aderidas & membrana de poliamida atinge valores >5ciclos log UFC/cm? para a
maior temperatura (35°C).

Boxplot of 5° - PA; 25° - PA; 35° - PA
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Figura 14: Grafico Boxplot da contagem (logUFC/cm? ) de Pseudomonas aeruginosa
aderidos as membranas de poliamida nas temperaturas de 5°C, 25°C e 35°C.

Para a membrana de polietersulfona, na Figura 15, o aumento do numero de

células também foi evidenciado, porém o maior aumento aconteceu na temperatura de

25°C, sendo aproximadamente > 6 log UFC/cm?®.
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Boxplot of 5°C PES; 25°C PES; 35°C PES
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Figura 15: Gréafico Boxplot dacontagem (Log UFC/cm?® ) de Pseudomonas aeruginosa

aderidos as membranas de polietersulfona nas temperaturas de 5°C, 25°C e

35°C.

5.4 Teste para verificacao do entupimento das membranas

Os testes realizados com as membranas apds o contato durante 24h e 72h com

solucdo de Escherichia coli a 35°C ndo mostraram o entupimento dos poros da

membrana, porem houve um aumento no diferencial de pressédo das mesmas somente

apods 72 horas de contato, estando em aproximadamente 5,5 psi para a poliamida e 5,0

psi para a polietersulfona. Estes dados estao evidenciados na Tabela 10 abaixo.

Tabela 10: Diferencial de pressdo das membranas apés contato com suspenséo ® de E.
coli durante 24h e 72h de contato a 35°C.

*Membrana PA

(13 cm?) *Membrana PES (13 cm?)

Condicéo Vazio de 30 mL/min Vazio de 100 mL/min
(horas)
Tempo (min) Diferencial de pressao (psi)
0 1,5 1,3
24 5 2,0 2,0
10 2,0 2,0
0 1,5 1,5
72 5 5,0 4,8
10 55 5,0

suspensado a 6 x 10* UFC/mL

*Os resultados representam a média de duas repeti¢oes.

40



Os testes realizados com as membranas ap6s o contato durante 24h e 72h com
solugcdo de Pseudomonas aeruginosa a 35°C ndo mostraram o entupimento dos poros da
membrana, porém houve um aumento no diferencial de pressdo das mesmas somente
apds 72 horas de contato, estando em aproximadamente 5,7 psi para a poliamida e 5,0
psi para a polietersulfona. Estes dados estao evidenciados na Tabela 11.

Tabela 11: Diferencial de pressdo das membranas apds contato com suspensao® de
Pseudomonas aeruginosa durante 24h e 72h de contato a 35°C.

*Membrana PA (13 cm®) *Membrana PES (13 cm®)

Condicéo Vazéo de 30 mL/min Vazio de 100 mL/min
(horas)
Tempo (min) Diferencial de pressao (psi)
0 1,3 1,4
24 5 1,8 2,0
10 1,9 2,0
0 1,5 1,4
72 5 53 49
10 5,7 5,0

?suspensao de cultura a 6 x 10 UFC/mL

*Os resultados representam a média de duas repeticdes.

Os diferenciais de pressao observados nas membranas das tabelas acima nao sao
significativos para considerar o entupimento da membrana. Segundo Habert et al, (2006),
0 mecanismo de gradiente utilizado para a microfiltragao é a forga motriz de pressao, que
varia de 0,5 a 3 atm (ou 44 psi). Para o entupimento dos poros, a vazao constante,
considera-se que o diferencial de pressao deve estar em aproximadamente 35 psi.

5.5 Avaliacdo visual da formacao de biofilmes por microscopia eletronica de

varredura

A microscopia de varredura foi realizada nas membranas sem o contato com a
cultura de bactérias, chamada de branco e nas membranas em contato com as bactérias
em analise nos tempos de 24h e 72h de contato na temperatura de 35°C, condicdes estas

que proporcionaram o maior crescimento da populagdo microbiana.
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5.5.1 Analise da formacao de biofilmes por Escherichia coli

A analise das membranas submetidas a microscopia eletrdnica evidenciou que o
aumento do tempo de contato, dependendo da temperatura de incubagéo, promoveu um
aumento da populacao de bactérias na superficie das membranas.

As imagens das Figuras 16 e 17 representam as membranas que nao estiveram
em contato (controle) com as suspensdes de microrganismos.

A membrana de polietersulfona da Figura 16 apresenta-se com poros maiores que
0,45 um na superficie, caracteristica esta devido a assimetria desta membrana, aonde o
tamanho dos poros se reduz no sentido da superficie para o interior da m2sma. Sao
chamadas também de multi zonas onde ha o aumento do fluxo de fluido e maiores
volumes filtrados.
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Figura 16: Membrana de polietersulfona (branco) com aumento de 3000x.
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Figura 17: Membrana de poliamida (branco) com aumento de 3000x

Segundo Strathmann (1990), a maioria das membranas usadas em processos de
separacao em grande escala sao estruturas assimétricas, nas quais as duas propriedades
basicas requeridas para qualquer membrana, altas taxas de transporte de massa para
certos componentes e boa resisténcia mecénica, sao fisicamente separadas.

Estas membranas consistem de um numero de camadas, cada uma com
diferentes estruturas e permeabilidades. Uma tipica membrana assimétrica tem uma
densa relatividade. As propriedades de separagdo sao determinadas pela camada
superficial e a resisténcia para transferéncia de massa é determinada pela camada mais
fina, com poros menores. (MEMBRANE TYPES, 2011).

Na Figura 18 observa-se que ha alguns pontos brancos, caracteristicos de
exopolisacarideos, mas nao foi evidenciado um grande numero de células de E. coli na

superficie da membrana.
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E. coli

Figura 19: Membrana de poliamida com Escherichia coli (apés 24h de contato) com
aumento de 3000x.
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Na Figura 20 é mostrado que na superficie da membrana de poliamida ha alguns
microrganismos, mas nao chega a bloquear os poros da membrana, como visto também

no teste de entupimento das membranas.

E. coli

Figura 20: Membrana de polietersulfona com Escherichia coli (ap6s 72h) com aumento
de 3000x.

Os microrganismos da Figura 20 estdo evidenciados entre as camadas da
membrana de polietersulfona, devido a caracteristica de assimetria. No entanto esta figura
mostra que ha um ndmero maior de microrganismos em relacdo ao tempo de contato de
24h.
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Figura 21: Membrana de poliamida com Escherichia coli (apés 72h) com aumento de
3000x.

Na Figura 21 observa-se que a membrana de poliamida (ap6s 72h de contato
com a solugcdo de Escherichia coli) encontra-se com um numero de microrganismos
superior a membrana de poliamida ap6s 24h de contato. Encontra-se também uma
camada branca, Estes dados sdo evidenciados também na contagem dos microrganismos
aderidos aos cupons por contagem padrao em placas de TSA (Trypic Soy Agar).

5.5.2 Analise formacao de biofilmes por Pseudomonas aeruginosa
As membranas com contaminacdo de Pseudomonas aeruginosa tiveram
praticamente a mesma caracteristica das membranas com Escherichia coli. A quantidade

de microrganismos foi aumentando de acordo com o tempo de contato com a solugéo de

células microbianas.
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Pseudomonas
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Figura 22: Membrana de polietersulfona com Pseudomonas aeruginosa (apés 24h de
contato) com aumento de 3000x.
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Figura 23: Membrana de poliamida com Pseudomonas aeruginosa (ap6s 24h de contato)

com aumento de 3000x.
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Pseudomonas

Figura 24: Membrana de polletersulfona com Pseudomonas aeruginosa (ap6s 72h de
contato) com aumento de 3000x.

Camada Pseudomonas

Branca

Figura 25: Membrana de poliamida com Pseudomonas aeruginosa (ap6s 72h de contato)
com aumento de 3000x.
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A membrana de poliamida com Pseudomonas aeruginosa, ap6s 72h de contato foi
a membrana que visualmente obteve maior concentracdo de microrganismos na sua

superficie.
5.6 Avaliacao da eficiéncia de Sanitizantes
5.6.1 Sanitizacao das membranas filtrantes apos contato com suspensao de E. coli

Os resultados da populagao de E. coli presente em cada cupom controle antes de
serem submetidos a sanitizacdo por agentes sanitizantes sdo apresentados na Tabela 12
. A média da contagem nos cupons situou-se proxima de 4 Log UFC/cm?, valor este que
foi utilizado como referéncia para o calculo dos valores de redugao decimal da contagem
por efeito dos diferentes processos de sanitizagdo. Foram analisadas amostras em
duplicata dos cupons apds contato com a cultura de bactérias para determinar o niumero
de log UFC/cm?® para a realizacdo do célculo da reducdo dos microrganismos apds o
contato com as solugdes sanitizantes. Os resultados apresentam a média de 2 testes.

Tabela 12: Contagem de Escherichia coli nos cupons (branco / controle) antes da
acao da solucgao sanitizante 0,1% e 0,2% e agua a 85°C.

Solucao / membrana Log UFC/cm? Desvio padrao
Solucéo peracético 0,1% - PA* 4,77 0,65
Solugéo peracético 0,1% - PES™™ 4,95 0,98
Solugéo peracético 0,2% - PA* 4,95 0,55
Solugéo peracético 0,2% - PES™™ 4,69 0,62
Agua & 85T — PA* 4,69 0,80
Agua & 85C — PES** 4,84 0,74
*PA: Poliamida

**PES: Polietersulfona

De acordo com a Tabela 13 a menor reducao de microrganismos observada foi de
3,59 log UFC/cm? para a membrana de poliamida e 3,77 ciclos log para a membrana de
polietersulfona. A variacdo entre a membrana de poliamida foi de 1,18 ciclos log e para a
membrana de polietersulfona foi de 0,58 ciclo log.
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Tabela 13: Reducédo da contagem (Log UFC/cm? ) de Escherichia coli em nos cupons de

membrana de poliamida e polietersulfona apds contato com a solugdo de
acido peracetico na concentragao de 0,1% durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle é;-)és ) Redugéio Controle é;-)és ) Redugéio
sanitizacao sanitizacado
1 4,77 1,00 3,77 4,95 1,18 3,77
2 4,77 0,30 4,47 4,95 0,48 4,47
3 4,77 1,18 3,59 4,95 1,15 3,8
4 4,77 0,85 3,92 4,95 1,04 3,91
5 4,77 0,48 4,29 4,95 0,95 4,00
6 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,60 4,35
7 4,77 0,85 3,92 4,95 0,90 4,05
8 4,77 <0,3 4,77 4,95 1,11 3,84
9 4,77 0,70 4,07 4,95 0,95 4,00
10 4,77 0,95 3,82 4,95 0,95 4,00

Com a solugéo sanitizante 0,1% durante 20 minutos de contato, a redug¢do foi

maior em relagdo ao tempo de contato de 10 minutos. A reducdo para as duas

membranas esteve acima de 4 ciclos log UFC/cm?. Dados apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Reducdo de Escherichia coli em Log UFC/cm? nos cupons de membrana de

poliamida e polietersulfona apds contato com a solu¢do de &cido peracético
na concentracédo de 0,1% durante 20 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle é;-)és ) Redugéio Controle é;-)és ) Redugéio
sanitizacado sanitizacado
1 4,77 <0,3 4,77 4,95 <0,3 4,95
2 4,77 <0,3 4,77 4,95 <0,3 4,95
3 4,77 0,48 4,29 4,95 <0,3 4,95
4 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,70 4,25
5 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,78 417
6 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,48 4,47
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Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona

Controle Apos . Controle Apos .
Cupom L Reducao L Reducao
sanitizacao sanitizacao
7 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,30 4,65
8 4,77 0,30 4,47 4,95 <0,3 4,95
9 4,77 0,70 4,07 4,95 <0,3 4,95
10 4,77 0,60 4,17 4,95 0,48 4,47

A sanitizacdo dos cupons com solugdo sanitizante 0,2% foi mais eficiente na
redugcdo dos microrganismos. Os dois tempos de contato utilizados foram eficientes,
chegando a reduzir > 4 ciclos Log para poliamida e em 80% das membranas de
polietersulfona. Estes dados mostram que duplicando a concentragédo do sanitizante, no
tempo de 10 minutos, a eficiéncia também €& aumentada. Os resultados estao
apresentados nas Tabelas 15 e 16.

Tabela 15: Redugédo de Escherichia coli em Log UFC/cm? nos cupons de membrana de
poliamida e polietersulfona ap6s contato com a solugéo sanitizante de acido
peracético na concentracao de 0,2% durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle é;.)és ) Redugéio Controle A.\;.)és ) Redugéio
sanitizacdo sanitizacdo
1 4,95 <0,3 4,95 4,69 0,78 3,91
2 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
3 4,95 0,30 4,65 4,69 <0,3 4,69
4 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
5 4,95 <0,3 4,95 4,69 0,48 4,21
6 4,95 <0,3 4,95 4,69 0,70 3,99
7 4,95 0,70 4,25 4,69 <0,3 4,69
8 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
9 4,95 0,78 4,17 4,69 <0,3 4,69
10 4,95 0,30 4,65 4,69 0,30 4,39
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Tabela 16: Reducéo de Escherichia coli em Log UFC/cm? nos cupons de membrana de
poliamida e polietersulfona apds contato com a solugéo sanitizante de acido
peracético na concentracao de 0,2% durante 20 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle A.\p.)és ) Redugéio Controle A.\p.)és ) Redugéio
sanitizacédo sanitizacédo
1 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
2 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
3 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
4 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
5 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
6 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
7 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
8 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69
9 4,95 0,30 4,65 4,69 0,48 4,21
10 4,95 <0,3 4,95 4,69 <0,3 4,69

As anadlises realizadas com a agua na temperatura de 85°C tiveram 6étimos
resultados para sanitizagdo das membranas em ambos tempo de contato. Para o tempo
de contato de 10 minutos, 60% das amostras de poliamida e polietersulfona a redugéo
decimal foi > 4 log UFC/cm?, reduzindo todo o nimero de microrganismos presente nos
cupons. No tempo de contato de 20 minutos (Tabela 17) a redugdo foi maior,
considerando que 90% das amostras tiveram 100% de eficiéncia para a remogao dos

microrganismos.

Tabela 17: Reducédo de Escherichia coli em Log UFC/cm? nos cupons de membrana de
poliamida e polietersulfona apds contato com agua na temperatura de 85°C

durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Controle Apos Controle Apods .
Cupom L Reducao L Reducao
sanitizacao sanitizacao
1 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
2 4,69 <0,3 4,69 4,84 0,03 4,81

52



Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona

Cupom Controle A.\;.)és ) Redugao Controle A.\;.;és ) Redugao
sanitizacao sanitizacao
3 4,69 0,48 4,21 4,84 0,48 4,36
4 4,69 0,70 3,99 4,84 <0,3 4,84
5 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
6 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
7 4,69 0,48 4,21 4,84 <0,3 4,84
8 4,69 <0,3 4,69 4,84 0,48 4,36
9 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
10 4,69 0,30 4,39 4,84 0,70 4,14

Tabela 18: Reducédo de Escherichia coli em Log UFC/cm? nos cupons de membrana de
poliamida e polietersulfona apds contato com agua na temperatura de 85°C
durante 20 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle ,L-\;-)(;s ) Redugao Controle Af;-)és ) Redugéio
sanitizacao sanitizacédo
1 4,69 0,3 4,39 4,84 <0,3 4,84
2 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
3 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
4 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
5 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
6 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
7 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
8 4,69 <0,3 4,69 4,84 0,48 4,36
9 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84
10 4,69 <0,3 4,69 4,84 <0,3 4,84

De acordo com a Figura 25 e 26, a quantidade de cupons de polietersulfona e
poliamida com maior redugdo decimal foi apresentada para a concentracao de 0,2% do
acido peracético em ambos tempos de contato (10 min e 20 min) e com &gua a
temperatura de 85°C também nos dois tempos de contato.
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10 — B Solugao sanitizante divosan forte
9 0,1% durante 10 minutos

B Solugao sanitizante divosan forte
7 0,1% durante 20 minutos
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0,2% durante 10 minutos
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2 0,2% durante 20 minutos
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Figura 26: Nimero de cupons x numero de reducdo de ciclos log/cm?® da bactéria
Escherichia coliem membranas de poliamida ap6s a¢do dos sanitizantes.
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@ Agua na temperatura de 85°C

Intervalo Log UFC/cm2 durante 20 minutos

Figura 27: Nimero de cupons x numero de reducdo de ciclos log/cm? da bactéria
Escherichia coli em membranas de polietersulfona apdés acdo dos

sanitizantes.

5.6.2 Sanitizacao das membranas filtrantes apos contato com suspensao de

Pseudomonas aeruginosa

Foram analisadas amostras em duplicata dos cupons ap6s contato com a cultura
de bactérias para determinar o nimero de log UFC/cm? para a realizagdo do célculo da
reducdo dos microrganismos apds o contato com as solugdes sanitizantes. Os resultados
apresentam a média de 2 testes. Tabela 19.
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Tabela 19: Contagem de Pseudomonas aeruginosa nos cupons (branco) antes da acao
do Acido Peracético 0,1% e 0,2% e agua a 85°C.

Solucao / membrana Log UFC/cm? Desvio padrao
Solugéo peracético 0,1% - PA* 4,77 0,65
Solugéo peracético 0,1% - PES™™ 4,845 0,92
Solugéo peracético 0,2% - PA* 4,3 0,42
Solugéo peracético 0,2% - PES™™ 4,69 0,62
Agua & 85T — PA* 4,905 1,11
Agua & 85C — PES** 4,775 0,74
*PA: Poliamida

**PES: Polietersulfona

A Tabela 19 mostra que o numero de Pseudomonas aeruginosa aderidas as
membranas de polietersulfona e poliamida esta entre 4,3 log e 4,90 log, variagdo de 0,60
log. Estes valores foram considerados para o calculo da reducdo decimal dos

microrganismos.

Tabela 20: Reducdo de Pseudomonas aeruginosa em Log UFC/cm® nos cupons de
membrana de poliamida e polietersulfona ap6s contato com a solugéao
sanitizante de acido peracético na concentracao de 0,1% durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle ,L-\;-;()s ) Redugao Controle ,L-\;-;()s ) Redugdo
sanitizacado sanitizacado
1 4,77 0,95 3,82 4,95 1,18 3,77
2 4,77 1,08 3,69 4,95 0,48 4,47
3 4,77 1,18 3,59 4,95 1,15 3,8
4 4,77 0,48 4,29 4,95 1,04 3,91
5 4,77 0,70 4,07 4,95 0,95 4
6 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,60 4,35
7 4,77 0,5 4,27 4,95 0,90 4,05
8 4,77 0,60 4,17 4,95 1,11 3,84
9 4,77 0,95 3,82 4,95 0,95 4
10 4,77 1,04 3,73 4,95 0,95 4

55



De acordo com a Tabela 20 a menor reducao de microrganismos observada foi de
3,59 ciclos log UFC/cm? para a membrana de poliamida e 3,77 ciclos log para a
membrana de polietersulfona. A variagdo entre a membrana de poliamida foi de 1,18
ciclos log e para a membrana de polietersulfona foi de 0,58 log.

Com a solugao sanitizante 0,1% durante 20 minutos de contato, a reducao do Log
foi maior em relagdo ao tempo de contato de 10 minutos. 90% dos cupons tiveram
redugdes acima de 4 log UFC/cm?. Dados apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Reducdo de Pseudomonas aeruginosa em Log UFC/cm? nos cupons de
membrana de poliamida e polietersulfona apds contato com a solugao
sanitizante de acido peracético na concentracao de 0,1% durante 20 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle A-\;-)és ) Reducdio Controle A-\;-)és ) Redugéo
sanitizacado sanitizacado

1 4,77 <0,3 4,77 4,95 <0,3 4,95
2 4,77 <0,3 4,77 4,95 <0,3 4,95
3 4,77 0,70 4,07 4,95 0,30 4,65
4 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,70 4,25
5 4,77 0,30 4,47 4,95 0,48 4,47
6 4,77 <0,3 4,77 4,95 0,95 4

7 4,77 <0,3 4,77 4,95 <0,3 4,95
8 4,77 0,48 4,29 4,95 <0,3 4,95
9 4,77 0,70 4,07 4,95 0,85 41
10 4,77 0,95 3,82 4,95 1,04 3,91

A sanitizacdo dos cupons com solucdo sanitizante 0,2% foi mais eficiente na
reducdo dos microrganismos. Os dois tempos de contato utilizados foram eficientes,
chegando a reduzir > 4 ciclos Log para poliamida e em 100% das membranas de
polietersulfona. Estes dados mostram que duplicando a concentragdo do sanitizante, no
tempo de 10 minutos, a eficiéncia também ¢é aumentada. Os resultados estao
apresentados nas Tabelas 22 e 23.
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Tabela 22: Reducdo de Pseudomonas aeruginosa em Log UFC/cm? nos cupons de
membrana de poliamida e polietersulfona ap6s contato com a solugéao
sanitizante de acido peracético na concentracao de 0,2% durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle ,L-\;-)()s ) Redugao Controle ,L-\;-)()s ) Redugdo
sanitizacédo sanitizacédo
1 4,3 0,30 4 4,69 <0,3 4,69
2 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
3 4,3 <0,3 4,3 4,69 0,30 4,39
4 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
5 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
6 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
7 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
8 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
9 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
10 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69

Tabela 23: Reducdo de Pseudomonas aeruginosa em Log UFC/cm? nos cupons de
membrana de poliamida e polietersulfona apdés contato com a solugcéao
sanitizante de &cido peracético na concentragcdo de 0,2% durante 20

minutos.
Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle A-\;-)és ) Reducdio Controle A-\;-)és ) Redugéo
sanitizacédo sanitizacédo
1 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
2 4,3 0,48 3,82 4,69 <0,3 4,69
3 4,3 <0,3 4,3 4,69 0,30 4,09
4 4,3 <0,3 43 4,69 <0,3 4,69
5 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
6 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
7 4,3 0,48 3,82 4,69 <0,3 4,69
8 4,3 0,85 3,45 4,69 <0,3 4,69
9 4,3 0,60 3,7 4,69 <0,3 4,69
10 4,3 <0,3 4,3 4,69 <0,3 4,69
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As analises realizadas com a agua na temperatura de 85°C tiveram 6timos
resultados para sanitizagcdo das membranas em ambos tempo de contato. Para o tempo
de contato de 10 minutos, 100% das amostras de poliamida e polietersulfona a reducao
decimal foi > 4 log UFC/cm?, reduzindo todo o nimero de microrganismos presente nos
cupons. No tempo de contato de 20 minutos (Tabela 24) a reducao foi similar, onde
também todas as amostras tiveram 100% de eficiéncia para a remocao dos

microrganismos.

Tabela 24: Reducdo de Pseudomonas aeruginosa em Log UFC/cm? nos cupons de
membrana de poliamida e polietersulfona apdés contato com agua na
temperatura de 85°C durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Cupom Controle ,L-\;-)()s ) Redugao Controle A-\;-)és ) Redugéio
sanitizacao sanitizacado
1 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
2 49 <0,3 49 4,77 0,30 4,47
3 4,9 0,30 4,6 4,77 <0,3 4,77
4 49 <0,3 49 4,77 <0,3 4,77
5 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
6 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
7 49 0,48 4,42 4,77 0,48 4,29
8 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
9 4,9 <0,3 49 4,77 0,48 4,29
10 4,9 0,48 4,42 4,77 0,30 4,47

Tabela 25: Reducdo de Pseudomonas aeruginosa em Log UFC/cm? nos cupons de
membrana de poliamida e polietersulfona apés contato com &agua na
temperatura de 85°C durante 10 minutos.

Membrana Poliamida Membrana Polietersulfona
Controle Apoés . Controle Apés .
Cupom L Reducéo L Reducéo
sanitizacao sanitizacédo
1 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
2 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
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Membrana Poliamida

Membrana Polietersulfona

Cupom Controle A-\?és ) Redugéio Controle I-A?és ) Redugéio
sanitizacdo sanitizacéo
3 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
4 49 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
5 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
6 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
7 49 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
8 4,9 0,30 4,6 4,77 <0,3 4,77
9 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77
10 4,9 <0,3 4,9 4,77 <0,3 4,77

De acordo com a Figura 28 e 29, a quantidade de cupons de polietersulfona e

poliamida com maior reducédo decimal foi apresentada para a concentracdo de 0,2% do

sanitizante em ambos tempo de contato (10 minutos e 20 minutos) e na agua a

temperatura de 85°C também nos dois tempos de contato.

Numero de cupons
[6)]
L

3,5a3,99

42449

Intervalo Log UFC/cm2

4,5a4,99

Figura 28: Numero de cupons x numero de reducao

B Solucéo sanitizante divosan forte
0,1% durante 10 minutos

B Solugéo sanitizante divosan forte
0,1% durante 20 minutos

O Solugéo sanitizante divosan forte
0,2% durante 10 minutos

O Solugéo sanitizante divosan forte
0,2% durante 20 minutos

@ Agua na temperatura de 85°C
durante 10 minutos

@ Agua na temperatura de 85°C
durante 20 minutos

de ciclos log/cm? da bactéria

Pseudomonas aeruginosa em membranas de poliamida apés agcao dos

sanitizantes.
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10 - B Solugéo sanitizante divosan forte
g9 0,1% durante 10 minutos

B Solugéo sanitizante divosan forte
71 0,1% durante 20 minutos

O Solugéo sanitizante divosan forte
0,2% durante 10 minutos

3 O Solugéo sanitizante divosan forte
2 | 0,2% durante 20 minutos

Numero de cupons
[6)]
L

@ Agua na temperatura de 85°C
0 ‘ durante 10 minutos
3,5a3,99 424,49 4,5a4,99

Intervalo Log UFC/cm2

@ Agua na temperatura de 85°C
durante 20 minutos

Figura 29: Nimero de cupons x numero de reducdo de ciclos log/cm?® da bactéria
Pseudomonas aeruginosa em membranas de polietersulfona apds agéao dos

sanitizantes.

Os resultados apresentados utilizando agua a 85°C para sanitizar as membranas
contaminadas com Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa estao de acordo com o0s
estudos de Chmielewski e Frank (2006), onde biofilme de Listeria monocytogenes 3990
aderido em superficie de borracha foram eliminados apds contato com calor a 80°C
durante 15 minutos. A concentragéo inicial de biofilme era de 6.88 Log.

Todos os dados acima evidenciam que a utilizacao de sanitizantes a base de acido
peracético a partir de 0,1% e agua a 85°C sao eficientes para reduzir grande numero das
células de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa das membranas de polietersulfona
e poliamida. A agua a temperatura de 85°C e a solugao sanitizante 0,2% em ambos
tempo de contato (10 minutos e 20 minutos) foram o que apresentaram maior redugao

decimal dos microrganismos aderidos as membranas.
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6

CONCLUSOES

As bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa mostraram-se capazes
de formar biofilmes sobre as membranas de polietersulfona e poliamida nas
diferentes temperaturas de contato (5°C, 25°C e 35°C) e tempos de contato (24h,
48h e 72h) favorecidas pelo aumento da temperatura. Este fato mostra que a
temperatura e o tempo sdo um grande aliado para o aumento de células destes
microrganismos nas membranas poliméricas. A temperatura de 5°C foi o
parametro que mais influenciou na reducdo da velocidade de proliferacdo das
células. E importante destacar, devido aos resultados apresentados, que em
processos industriais o mais adequado é estocar as membranas filtrantes em
camara fria, caso ndo tenha realizado a sanitizagao, até a proxima utilizagao no

processo a fim de controlar o crescimento das células microbianas.

As membranas filtrantes ndo apresentaram entupimento apds o contato por 72h
com a cultura de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Este fato mostra
que o contato das membranas com a solugcdo de cultura das bactérias nao
provocou o entupimento das membranas e sim um leve aumento no diferencial de
pressdo das mesmas, aumentando aproximadamente 3 psi em cada membrana.
Talvez uma quantidade superior de bactérias poderia provocar o entupimento do
meio filtrante, através da filtragdo de um fluido com maior carga microbiana ou da

exposicao a este mesmo fluido.

Na analise microscopica das membranas de poliamida e polietersulfona foi
possivel observar que os microrganismos estdo em maior nUmero de acordo com
o aumento do tempo (72h de contato), no entanto ainda € evidenciado poros livres,
0 que também é mostrado na analise para verificar o de entupimento das

membranas

Os sanitizantes utilizados ofereceram grande eficiéncia na reducdo das bactérias
aderidas nas membranas. A contra¢do do sanitizante quimico mais efetivo foi 0,2%
para 10 e 20 minutos de contato, onde cerca de 80% dos cupons tiveram redugéo
de > 4 log UFC/mL. A agua na temperatura de 85°C em ambos os tempos de
contato (10 minutos e 20 minutos) também ofereceu grande eficiéncia na redugao
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logaritmica dos microrganismos, onde 100% dos cupons apresentaram redugao >
4 Log UFC/cm?.
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Apéndice A
Analise de variancia dos resultados de aderéncia com E. coli

As Tabelas A1 e A2 apresentam a andlise de varidncia dos valores de Log
UFC/cm?® de células de Escherichia coli aderidas as membranas de poliamida e
polietersulfona. A analise foi realizada para as temperaturas de 5, 25 e 35°C e tempos de
contato de 24, 48 e 72h através do programa Minitab 14.

Tabela A7: Analise ANOVA para Escherichia coliem membranas de poliamida.

Fator de Grau de Soma dos Quadrado
. . F calculado p- valor
Variacao liberdade quadrados médio
Temperatura 2 10,402 5,201 29,61 0,001
Erro 6 1,054 0,176
Total 8 11,456
F tabelado: 5,14
R®=0,90

R? ajustado = 0,87

Tabela A2: Analise ANOVA para Escherichia coliem membranas de polietersulfona.

Fator de Grau de Soma dos Quadrado
. o F calculado p- valor
Variacao liberdade quadrados médio
Temperatura 2 10,410 5,205 25,25 0,001
Erro 6 1,237 0,206
Total 8 11,647
F tabelado: 5,14
R*=0,89

R? ajustado = 0,85
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Apéndice B
Analise de variancia dos resultados de aderéncia com Pseudomonas aeruginosa

As Tabelas B1 e B2 apresentam a andlise de variancia da populacédo (log
UFC/cm® de Pseudomonas aeruginosa aderidas as membranas de poliamida e
polietersulfona. A analise foi realizada para as temperaturas de 5, 25 e 35°C e tempos de
contato de 24, 48 e 72h.

Tabela B1: Analise ANOVA para Pseudomonas aeruginosa em membranas de poliamida.

Fator de Grau de Soma dos Quadrado
. . F calculado p- valor
Variacao liberdade quadrados médio
Temperatura 2 6,237 3,119 6,07 0,036
Erro 6 3,082 0,514
Total 8 9,319
F tabelado: 5,14
R® = 0,66

R? ajustado = 0,55

Tabela B2: Andlise ANOVA para Pseudomonas aeruginosa em membranas de
polietersulfona.

Fator de Grau de Soma dos Quadrado
. . F calculado p- valor
Variacao liberdade quadrados médio
Temperatura 2 7,737 3,868 5,95 0,038
Erro 6 3,899 0,650
Total 8 11,636
F tabelado: 5,14
R® = 0,66

R? ajustado = 0,55
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