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ABREVIATURAS E DEFINICOES

MBEC™

MBEC

MIC

MMC

EPS

UFC

Dispositivo para determinacdo da concentracio minima de

erradicacdo do biofilme.

Minimal Biofilm Concentration
Concentracdo minima de agente antimicrobiano para erradicacdo de

células sésseis (biofilme).

Minimal Inhibitory Concentration
Concentracdo minima de agente antimicrobiano que inibe o

desenvolvimento das células livres (planctonicas).

Minimal Microbicidal Concentration
Concentragdo minima de agente antimicrobiano que ocasiona morte

das células planctonicas.

Extracellular Polymeric Substances
Matriz extracelular, produzida principalmente por microrganismos

aderidos a superficies (biofilme).

Unidade formadora de coldnia

Numero de coldnias obtidas em contagem microbiana convencional
(semeadura em placas). Geralmente é expressa em UFC/mL ou
UFC/g e, quando do uso do sistema MBEC™, & expressa em

UFC/pino.
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RESUMO

Biofilmes sdo associacdes de espécies microbianas interdependentes, funcionando de forma
complexa e coordenada como mecanismo de colonizacdo de superficies. Quando indesejavelmente
instalados em uma planta industrial, os biofilmes contribuem para a contaminagdo de muitas areas
de processo, pois representam fontes de liberacdo e disseminagcdo de microrganismos que podem
deteriorar produtos, causando prejuizos financeiros e retrabalho, situacdo esta que pode ser
prevenida e/ou controlada. No entanto, sua remog¢do representa um desafio, principalmente no que
diz respeito a determinacdo do tipo e da dosagem adequada de biocida para este fim.
Freqiientemente, a abordagem para a resolucdo deste problema é empirica.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um protocolo reprodutivel para a
formacdo de biofilmes em laboratério a partir de consércios microbianos e a avaliacdo de sua
susceptibilidade aos biocidas mais recomendados. Foram utilizados como indculo microrganismos
presentes em fluido de corte proveniente da industria de usinagem de metais, por ser este um dos
principais segmentos industriais sujeitos a formag¢do de biofilmes. A metodologia adotada foi a
recomendada para a utilizagdo do dispositivo MBEC™, um aparato amplamente empregado nas
dreas médica e odontoldgica para o estudo de patégenos isolados, enfocando-se no estudo a
influéncia de varidveis como tipo e concentracdo do indculo, tempo e temperatura de incubagio
para a obtencdo do biofilme e tempo de sonicacdo para desagregacio do biofilme.

Os resultados obtidos mostraram que o procedimento estabelecido para a obtencao in vitro
de biofilmes foi plenamente satisfatério utilizando o indculo constituido do fluido contaminado, e
que tais biofilmes foram eficientemente erradicados na presenca de biocidas ndo-oxidantes em
concentracdes 12 vezes superiores as normalmente empregadas. A temperatura de 25 ou 35°C e
periodo de 48 h de incubagdo devem ser empregados para o desenvolvimento do biofilme e, para
sua desagregacdo, recomenda-se efetuar a sonicagdo por 30 minutos. O isolamento das culturas
puras a partir do consércio microbiano original da amostra de fluido de corte, e o estudo dos
biofilmes formados a partir das cepas isoladas ndo resultou na formacdo de biofilmes com niimero
suficiente de células aderidas, indicando a ocorréncia de selecdo de cepas sem grande capacidade de
adesdo e de cepas fastidiosas e até mesmo nao-cultivdveis, que requerem condi¢des especiais de

cultivo e que s@o essenciais para corresponder a flora original da amostra na formagao do biofilme.

Palavras-chave: biofilme, microrganismos, biocidas, testes de sensibilidade bacteriana, fluidos de

corte industrial, dispositivo MBEC™.
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ABSTRACT

Biofilms are complex structures consisting of interdependent microbial species associations
acting as surface colonization mechanism. Once undesirably installed at an industrial plant, biofilms
contribute to contaminate many process areas, because they represent sources of microbial release
and dissemination, which can deteriorate products, causing financial damages and work rebdoing,
undesirable situations that can be controlled and/or prevented. However, biofilm removal represents
a challenge, mainly referring to biocide type and dosage selection. Frequently, empiric approaches
are used to solve this problem.

The aim of the present work was to develop an in vitro experimental protocol for biofilm
formation employing microbial consortia and to evaluate its susceptibility to recommended
biocides. Microrganisms contaminating cutting fluid used in metalworking industry were employed
as inoculum, since this is one of the main industrial segments subject to frequent biofilm formation.
The adopted methodology was the recommended for the use of the MBEC™ device thoroughly
employed in the medical and dentistry areas for the study of isolated pathogenic microorganisms,
and the study of the influence of variables such as inoculum type and concentration, incubation time
and temperature for biofilm development, and sonication time for disaggregating the biofilms were
focused.

The achieved results showed that the established procedure for in vitro biofilm development
was fully satisfactory when using the inoculum consisting of contaminated cutting fluid and that
these biofilms were efficiently eradicated using non-oxidant biocide concentrations twelve times
superior to those usually employed. Incubation temperature of 25 or 35°C and 48 h time period
should be employed for biofilm development, while a 30 minute sonication period is recommended
for disaggregating the biofilm. The isolation of the microorganisms in consortium, in the same
cutting fluid, and their use for biofilm formation resulted in insufficient adhered cell numbers,
indicating the occurrence of unadherent cells as well as unculturable strains, which require special

culture conditions, and are essential for to reflect the original flora in the biofilm formation.

Key-words: biofilm, microorganisms, biocides, in vitro bacterial experiments, cutting fluid,

metalworking industry, MBEC ™ device.



1- INTRODUCAO

Entre as formas de vida dos microrganismos (em suspensdo — denominada
planctonica; e agregada a superficies — séssil ou em biofilme) observam-se peculiaridades
que as diferem quanto a velocidade de crescimento, estrutura € composicdo da membrana
celular, e sensibilidade a agentes antimicrobianos. Geralmente, a forma séssil apresenta
alteracdes genéticas que possibilitam a inibicao ou sintese de novas substancias, além de
uma estrutura protetora do grupo microbiano contra fatores ambientais agressivos. Assim,
tais caracteristicas proporcionam a estas células condi¢des favoraveis de sobrevivéncia, o
que as torna menos susceptiveis a erradicacdo quando comparadas aos mesmos
microrganismos sob a forma planctonica (Morck et al., 2001).

Biofilmes sdo constituidos por microrganismos, material polimérico extracelular
(polissacarideos, proteinas, lipideos) e residuos do ambiente colonizado, e suas atividades
podem ser classificadas em duas grandes categorias: as desejaveis, conduzindo a
transformagdes de valor positivo, e as prejudiciais, responsdveis por processos que devem
ser evitados devido a suas conseqiiéncias negativas que justificam, do ponto de vista
pratico, o estudo do problema. Se utilizados de maneira controlada, os biofilmes podem ser
benéficos (Arcuri, 2000), como por exemplo, na industria de alimentos para a produgdo de
fermentados, no tratamento de efluentes e de dgua potédvel, assim como na producgdo de
biopolimeros para usos diversos. Porém, freqiientemente, os biofilmes sdo relacionados a
diversos problemas tais como o processo de corrosdo microbiologicamente induzido em
tubulacdes, equipamentos e pecas metdlicas (Walker et al., 1998), contaminagdo em
induastrias de alimentos e em sistemas de dgua (Flint ef al., 1997), doencgas periodontais
(Hobson e Bolsen, 2001) e infec¢des hospitalares relacionadas a biomateriais (Dankert et
al., 1986).

Em industrias, tubulacdes e demais circuitos de fluido sdo altamente favordveis ao
desenvolvimento de microrganismos € a formac¢do de biofilmes tem comum ocorréncia,
destacando-se industrias atuantes em dreas como as de produgdo de tintas, colas,
domissanitarios, aditivos para concreto e uso de fluido de corte.

Inevitavelmente, estes locais sdo de dificil acesso a limpeza e a inspe¢ao visual
para a averiguacdo da instalacdo dos biofilmes tem baixa eficdcia, pois a maioria dos

agregados microbianos apresenta espessura da ordem de micrometros. O agravamento
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econdmico gerado pela freqiiente presenca dos biofilmes nas indudstrias resulta do
acréscimo de despesas com limpeza, manutengdo, substituicdo precoce do fluido e de
equipamentos, além de problemas no controle de qualidade dos produtos (Christensen e
Characklis, 1990).

Porém, os biofilmes podem ser investigados para a prevencdo de sua formacao,
controle ou erradicacdo, e a utilizacdo de biocidas € freqiientemente considerada. O uso
destes, portanto, é de grande importancia e requer minuciosa determinacdo quanto a
concentracdo apropriada para aplicagdo. Dosagens abaixo do nivel necessario causam falsa
seguranca, selecdo de microrganismos e, conseqiientemente a ocorréncia de surtos de
contaminacgdo, enquanto que, acima do necessdrio, além dos aspectos econdmicos, had a
problematica de toxicidade ocupacional entre os envolvidos com a manipulagdo do produto.

Devido a estes fatos, a determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos
contaminantes planctonicos, MIC (Hobson e Bolsen, 2001), e da concentracdo minima de
erradicacdo do biofilme, MBEC (Ceri et al., 2001), € essencial para o monitoramento e
controle do processo, sob o aspecto microbiologico. Na maioria dos casos observados na
prética laboratorial, a definicdo do tratamento baseada nos resultados do teste de MIC néo é
efetiva, fazendo-se valer o fato da inerente resisténcia aos biocidas apresentada pelos
biofilmes (Morck et al., 2001). Esta pratica expde os microrganismos presentes no biofilme
a uma subdosagem, insuficiente para sua elimina¢do, o que pode contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia a estes produtos.

O segmento industrial sob estudo neste trabalho utiliza fluidos de corte como
material em fluxo, cuja composi¢do € 6leo e dgua, para lubrificacio e refrigeracdao durante o
corte de pecas metdlicas (usinagem). Os fluidos de corte sdo classificados, conforme sua
origem, em quatro tipos: 6leo vegetal, mineral, sintético e semi-sintético (Runge e Duarte,
1989).

O que induz a andlise de problemas microbiolégicos neste segmento industrial,
principalmente em relacdo aos biofilmes, ¢ o fato de que hd a recirculacio e
reaproveitamento do fluido durante meses, e os locais por onde este percorre (equipamentos
e canaletas) propiciam a deposi¢do de materiais e residuos deste ambiente, facilitadores da
instalacdo de biofilmes pelos contaminantes do fluido em uso, conforme exemplificado na

Figura 1.



(b)

(d)

Figura 1: Biofilmes formados em uma industria de usinagem de metais localizada no estado
de Sdo Paulo. (a) sistema de engrenagens; (b) canaleta com emulsido em fluxo; (c) sensor

para corte de pecas; (d) tanque central da emulsao.

Dentre os problemas decorrentes da contaminag@o por biofilmes neste segmento
industrial, podem ser citadas, principalmente, alteragdes nas propriedades originais do
fluido (aumento da viscosidade, desestabilizacdo da emulsdo, perda da capacidade de
lubrificacdo e refrigeracdo), deterioracdo de equipamentos e problemas relacionados a
saide ocupacional dos manipuladores do produto, sendo as infec¢des dermatoldgicas e
respiratdrias bastante recorrentes. Com isto, o periodo de utiliza¢do do fluido € reduzido e
procedimentos legais devem ser providenciados quando o descarte € inevitdvel, envolvendo
a contratacdo de empresas especializadas e aprovadas por 6rgdo competente para o destino
final do mesmo (Runge e Duarte, 1989). Devido ao fato de que a geragdo de dleo é

prejudicial ao meio ambiente, formuladores de fluidos lubrificantes vém se preocupando
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com a obtencdo de produtos com maior vida util. A aditivagdo com biocidas, entdo, torna-
se imprescindivel para garantir esta utilizacdo a longo prazo, com a defini¢do do produto e
dosagem dependentes do tipo e grau de contamina¢@o no sistema.

Neste contexto, o desenvolvimento de pesquisas com o objetivo de analisar o
crescimento microbiolégico no fluido em uso (células planctonicas) é de suma importancia,
tendo em vista proporcionar melhor compreensdo dos contaminantes que ali proliferam e
estudd-los em relacdo a sua capacidade de adesdo para prevenir, controlar e/ou erradicar
potenciais formadores de biofilme para otimizar o processo industrial. O fluido de corte
estudado submetido a formacdo de biofilme in vitro foi do tipo mineral, por ser o mais
utilizado no segmento visado, apresentando uma relacdo custo/beneficio mais atraente em
comparacao aos demais tipos de fluidos disponiveis.

Para o desenvolvimento do protocolo de ensaio foi utilizado o dispositivo MBEC™
(Figura 2), disponivel comercialmente, que foi elaborado para atender as necessidades da

area médica no controle de infec¢des hospitalares.

Figura 2: Dispositivo MBEC™ (a) tampa com 96 pinos, dispostos em 8 fileiras verticais
codificadas de A a H, e 12 fileiras horizontais codificadas de 1 a 12; (b) base com canais

interligados (MBEC Bioproducts Incorporation, 2005).

Trata-se de um sistema de ensaio para a formacdo e erradicagdo de biofilmes em
laboratorio, oferecendo a facilidade de desenvolver multiplos e equivalentes biofilmes
sobre os corpos de prova, e que permite realizar testes de susceptibilidade a varios biocidas

simultaneamente no mesmo aparato (Ceri et al., 2001).
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Assim, o objetivo global deste trabalho foi promover adaptagdes da metodologia
para a formagao e erradicacdo de biofilmes, de forma a atender as necessidades industriais,
utilizando o dispositivo MBEC™ e fluido de corte proveniente de um ambiente
contaminado por biofilmes. Para tal, foram efetuados estudos enfocando separadamente as
células planctonicas e as sésseis. As etapas envolvidas na busca do objetivo global

estabelecido foram:

1) o estudo dos contaminantes da amostra (c€lulas planctonicas), compreendendo:

a avaliacao do diluente mais apropriado para a recuperacdo de microrganismos;

o isolamento dos contaminantes planctonicos;

a andlise da susceptibilidade a biocidas (erradicacao);

a avaliacdo da eficicia de preservacdo com diferentes biocidas na emulsdo

contaminada.

2) no estudo dos contaminantes da amostra sob a forma fixa (células sésseis/biofilme):
- andlise do efeito da variacao do tipo e da concentragdo do inéculo inicial: amostra
original com alta concentracdo microbiana, amostra original diluida, e suspensdo
contendo os microrganismos isolados;
- determinagdo da influéncia do tempo de incubagdo para a formacao do biofilme e
do periodo de sonicacdo para a determinacdo de sua concentracdo celular;
- o efeito da alteracdo da temperatura do ensaio;

- a andlise da susceptibilidade a biocidas.

Destaca-se que os resultados de erradicagdo das células planctonicas para cada tipo
de biocida foram comparados aos determinados para as células sésseis, visando auxiliar as
inddstrias de usinagem de metais a minimizar os prejuizos oriundos da contaminagdo
microbiana utilizando adequadamente os biocidas (medidas preventivas e corretivas). Além
disto, tais resultados serdo de grande importdncia para evitar problemas de ordem
intrinseca, como a resisténcia dos microrganismos a tratamentos inadequados.

E importante ressaltar também que durante o desenvolvimento do trabalho, a
empresa nacional IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda., formuladora de biocidas,
gentilmente disponibilizou apoio financeiro e técnico (dependéncias laboratoriais e

equipamentos). O segmento de usinagem de metais representa grande parcela dentre os
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clientes desta empresa, apresentando no ano de 2005 um crescimento de 57% no consumo
de biocidas em comparag¢do ao mesmo periodo (janeiro a maio) de 2004. Pelo histérico do
laboratério de microbiologia da empresa, constata-se que 30% dos casos sob andlise, para
tratamento e controle de contaminagdo, estdo relacionados a problemas causados por
biofilmes, sendo 35% deste total referentes ao segmento de mercado abordado no presente

estudo.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Formas de vida planctonica e séssil dos microrganismos

Com o desenvolvimento de métodos para a producdo de meios nutrientes sélidos e
da habilidade para isolar culturas de microrganismos por Robert Koch nas ultimas décadas
do século XIX, o treinamento de geracdes de microbiologistas foi baseado na investigacao
e elucidacdo das propriedades de culturas puras de microrganismos. Em 1943, porém,
Zobell observou que a colonizagdo bacteriana em superficies constituia influéncia positiva
na atividade das células em relacdo a sua forma isolada e ndo aderida, amplamente
estudada. Empregando técnicas de microscopia mais sofisticadas e efetivas, Costerton et
al. (1978) verificaram que a maioria dos microrganismos nos ambientes naturais se
encontrava fixa a suportes, € ndo em forma dispersa em suspensao. Aos microrganismos
aderidos foi atribuido o nome de biofilme, composto por células microbianas de fisiologia
diferenciada, chamadas sésseis. Os microrganismos precursores da formacao de biofilmes,
denominados planctdnicos, sdo encontrados em suspensdo, o que os torna mais susceptiveis
a agressdoes ambientais que em sua forma séssil. Apesar disto, os microrganismos
planctonicos foram, durante muitos anos, referéncia para a selecdo de agentes
antimicrobianos.

A partir de entdo, o conceito de biofilme avangou e pesquisas vém sendo realizadas
em muitas dreas relacionadas com a ecologia microbiana. A microbiologia moderna,
portanto, se preocupa em estudar os mecanismos fisiolégicos e de controle entre as formas

microbianas planctonica (livre) e séssil (biofilme).

2.2- Biofilmes microbianos

Quando fixos a um suporte, os microrganismos se agregam em biofilmes, que lhes
conferem a capacidade para estabelecer-se em variados locais e em indspitas condicoes
nutricionais, além de facilitar a comunicacao intercelular através de moléculas sinalizadoras

(Vieira, 1995). A estrutura unificadora e protetora dos biofilmes é denominada matriz
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extracelular (EPS, Extracellular Polymeric Substances), de composicdo heterogénea e
complexa. Ainda que, de uma maneira geral, sejam os polissacarideos a prevalecer
(Wimpenney et al., 1993), a EPS pode também ser constituida por proteinas, dcidos
nucléicos, glicoproteinas e fosfolipidios. Em estudos mais recentes, com biofilmes de
Pseudomonas putida, Jahn et al. (1999) mostram que as proteinas representam a maior
fracdo da EPS, podendo ser de até 75% em relagdo a sua massa seca total.

A complexidade da composicao e estrutura dos biofilmes, além da dificuldade em
avaliar diretamente os microrganismos em seu habitat natural, exemplificam razdes pelas
quais os biofilmes apresentam estdgio fisiolégico pouco estudado; porém, sabe-se que a
expressdo de genes pode diferir em até 30% entre culturas planctonicas e sésseis, sendo de
20 a 30% dos genomas bacterianos seqiienciados de funcao desconhecida (Marques et al.,
2004). Tais diferencas induzem a melhor compreensdo do comportamento microbiano
quando associado a outros géneros e espécies. Os biofilmes, portanto, podem ser tratados
como uma nova forma de vida que merece enfoque diferenciado em relagdo a abordagem
adotada pela microbiologia tradicional.

Os biofilmes sdo formados a partir de uma seqiiéncia de eventos, de acordo com as
etapas de adesdo e de adaptacdo dos microrganismos ao suporte, conforme ilustrado
esquematicamente na Figura 3.

A primeira etapa envolvida na formagao de um biofilme, a adesao dos colonizadores
primarios, € fundamentalmente controlada por interagcdes i10nicas negativas e/ou positivas
entre a parede celular dos microrganismos e as macromoléculas do filme condicionador que
se forma a partir de residuos do préprio ambiente. Apéndices celulares externos, como
flagelos, fimbrias e pilis também desempenham papel importante na adesdo celular inicial,
além de formarem pontes entre as c€lulas e a superficie (Christensen e Characklis, 1990).

A adesdo irreversivel é quase sempre mediada pelos polimeros extracelulares. Apos
o contato com a superficie e a instalacdo microbiana, a fase de crescimento e divisdo celular
ocorrem. Assim, se dd a formacdo de material extracelular (biofilme propriamente dito)
fazendo com que as ligagcOes entre as células e a superficie se fortalecam. A partir de entdo,
dentro de dias a meses, a adesdo de outros microrganismos € facilitada, e ocorre a liberagao
de novos colonizadores que se desprendem do biofilme maduro. Os microrganismos
liberados formardo novos biofilmes, caracterizando um ciclo de contaminacdes

(Christensen e Characklis, 1990).
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Figura 3: Etapas de formagdo dos biofilmes (adaptada de Dirckx e Davies, 2006).

Curiosamente, sabe-se que ligas de cobre, como o latdo, sdo relativamente toxicas
aos microrganismos devido a presenga do fon ctprico. Entretanto, o cardter anidnico de
muitos polissacarideos presentes nos biofilmes aderidos a superficies metdlicas propicia o
aprisionamento deste e de outros cdtions, diminuindo sua concentracdo naquele
ecossistema. Assim, a acdo toxica de certos materiais € reduzida e a colonizagdo
microbiana torna-se facilitada nestas superficies, ocasionando alteragdes das condi¢des
eletroquimicas na interface metal/solucdo, e a aceleracdo e intensificacdo do processo
corrosivo (Christensen e Characklis, 1990).

Dentre todos os microrganismos, sdo as bactérias que, em condi¢des favoraveis,
mais freqiilentemente produzem biofilme, ainda que algumas apresentem, naturalmente,
uma maior aptiddao que outras. Seus reduzidos tamanhos, elevadas taxas de reproducio,
grande capacidade de adaptacdo e de producdo de substincias e estruturas extracelulares
que as protegem do meio circundante sdo as principais caracteristicas que as tornam
excelentes organismos capazes de colonizar qualquer superficie, até mesmo em condi¢des
extremas (Christensen e Characklis, 1990). Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter,
Flavobacterium, Pseudomonas e Staphylococcus sao géneros de bactérias freqlientemente

encontrados em biofilmes (Mattila-Sandholm e Wirtanem, 1992).
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O tipo e a disponibilidade dos substratos que servem de fonte de energia e de
nutrientes aos componentes do biofilme, e as condi¢des fisico-quimicas do meio
circundante sio tidos como fatores que podem afetar o crescimento microbiano nos
ecossistemas naturais e artificiais. Esses influenciam a proliferacdo de determinados
microrganismos, contribuem para o desfecho da competicao entre as diferentes espécies e,
conseqiientemente, para a determinacdo das caracteristicas das comunidades microbianas.
Uma avaliacdo detalhada acerca desses fatores foi realizada por Vieira (1995), que, em
laboratdrio, verificou a formagdo de biofilmes em diversas condi¢des induzidas, fazendo
crer que tais circunstancias podem retardar o processo, mas dificilmente a inibicao total de
sua formacao ¢ atingida.

A prevenc¢do do desenvolvimento de biofilmes € especialmente importante, pois €
atualmente constatado e aceito que os microrganismos que o constituem sdo de dificil
erradicacdo. Tal fato é, em parte, atribuido a matriz extracelular, por esta funcionar como
uma barreira protetora contra fatores agressivos externos (Christensen e Characklis, 1990),
dificultando o transporte do agente antimicrobiano até as células. De acordo com Heinzel
(1998), microrganismos residentes em biofilmes protegem-se também dos efeitos toxicos
dos biocidas por sua inativacdo através de enzimas e de outros metabdlitos que degradam
ou neutralizam tais produtos, o que acarreta uma redu¢do da quantidade de biocida
disponivel para atuar nos microrganismos. Nao obstante, a menor eficiéncia dos processos
de controle na formacdo de biofilmes freqlientemente € atribuida, com imprecisao,
exclusivamente ao desenvolvimento de resisténcia microbiolégica, quando muitas vezes a
causa do problema pode estar vinculada a inadequada aplicacdo dos biocidas.

A resisténcia intrinseca dos biofilmes a biocidas € claramente demonstrada em
diversos estudos realizados, como os efetuados com células nao aderidas de Listeria
monocytogenes, em que as mesmas foram eliminadas apds 30 segundos de contato com o
sanitizante cloreto de benzalcOnio, enquanto as células aderidas resistiram ao mesmo
sanitizante por 20 minutos (Frank e Kofi, 1990). Outros microrganismos, como
Pseudomonas fluorescens e Yersinia enterocolitica, quando na presenc¢a de hipoclorito de
sddio, sofreram cinco redugdes decimais quando em suspensdo, mas as células aderidas

alcancaram valores maximos de 3,2 reducdes decimais (Mosteller e Bishop, 1993).
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2.3- Biocidas e estratégias de controle microbiolégico industrial

Biocida pode ser definido como qualquer substancia que contém um ou mais
agentes ativos, capaz de prevenir, inibir, diminuir ou eliminar a acdo de organismos vivos
patogénicos e nao patogénicos (defini¢do adaptada da European Commission, 1998). No
presente estudo, foram tratados como biocidas as substancias que t€m atividade contra os
microrganismos encontrados no ambiente industrial.

Para exercerem sua fun¢do, os biocidas agem nos componentes celulares funcionais,
principalmente na parede celular, nos componentes da membrana citoplasmatica e no
citoplasma. O acesso a estes alvos é determinado pela composicao quimica e propriedades
fisico-quimicas que cada biocida apresenta, bem como pelas interacdes com o material
extracelular, pela composicdo quimica e morfologia das células (Denyer e Stewart, 1998).
A escolha de um agente antimicrobiano com ampla atividade se faz necessdria quando o
alvo € constituido por distintos tipos de microrganismos. Por vezes, principios ativos em
associa¢do apresentam sinergismo na erradicacdo de comunidades de microrganismos e/ou
quando estes sdo resistentes a tratamentos convencionais.

De acordo com seu cardter quimico, os biocidas podem ser classificados em dois
grandes grupos (Burk, 1984): oxidantes (tais como o0zdnio, peréxido de hidrogénio,
compostos de cloro) e ndo-oxidantes (compostos sulfurados, estanho, isotiazolinonas, sais
de cobre, aldeidos, sais quaterndrios de amonio, dentre outros).

Embora apresentem diferencas quimicas importantes, o modo primdrio de acdo dos
biocidas oxidantes consiste em oxidar compostos constituintes das células microbianas,
sendo conseqiientemente efetivos contra quase todos os tipos de microrganismos. Até o
momento, ndo h4 relato sobre desenvolvimento de resisténcia por parte dos microrganismos
a este tipo de biocida. Porém, sua aplicacdo em sistemas de usinagem de metais apresenta
alguns inconvenientes, pois sdo facilmente reativos (ndo liberam residual de agente ativo a
longo prazo), podem ocasionar modifica¢des nas caracteristicas originais do fluido de corte
e corrosdao em equipamentos e tubulagdes. Portanto, a maioria dos agentes antimicrobianos
atualmente utilizados pelo segmento industrial mencionado € pertencente ao grupo dos
biocidas ndo-oxidantes. Na Tabela 1 estdo listados alguns dos biocidas ndo-oxidantes

comumente utilizados no segmento de usinagem de metais.
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Tabela 1: Biocidas ndo-oxidantes freqiientemente usados no controle de contamina¢des em
sistemas de fluido de corte (IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda., 2006) e seu principio
de acdo (Burk, 1984).

Grupo Nome comercial de ativos Componente celular-alvo
Compostos Tiocianometiltiobenzotiazol Membrana (reagdo com
sulfurados (TCMTB) enzimas e grupos S-H)

Parede; membrana;

Compostos de  Clorometilisotiazolinona . ~
citoplasma (coagulacdo de

Isotiazolinona Metilisotiazolinona

proteinas)
h Triazina
Aldeidos . . Parede
Dimetiluréia
) Parede; membrana (enzimas e
Derivados Bronopol ’ (

grupos S-H); citoplasma

halogenados Iodopropinilbutilcarbamato (IPBC) (arupos tiol ¢ amino)

Os biocidas nao-oxidantes, que englobam uma enorme variedade de compostos
organicos, exercem atividade antimicrobiana atuando sobre os microrganismos por
interferéncia em seu metabolismo e/ou pela desintegracdo da parede celular. Porém,
contrariamente aos biocidas oxidantes, os microrganismos podem adaptar-se aos biocidas
ndo-oxidantes, principalmente se estes forem aplicados em dosagens abaixo da
concentracdo minima requerida e por longos periodos. Portanto, sua aplicacdo tem
requerido melhoria nos critérios de selecdo dos compostos para o tratamento de
contaminagoes.

A Tabela 2 mostra o perfil de eficicia de alguns destes biocidas contra bactérias
planctdnicas, ndo havendo, infelizmente, relacdo direta destes dados quando as mesmas se
encontram em biofilmes.

O modo de aplicacdo do biocida é tdo importante quanto sua sele¢do; a simples
adi¢cdo do produto pode ndo reduzir a contaminacdo microbioldgica, sob pena de os
problemas se agravarem.

Tabela 2: Efetividade microbiolégica conhecida dos biocidas mais utilizados no segmento

industrial de usinagem de metais (IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda, 2006).
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Bactéria Biocida
Isotiazolinonas, | Isotiazolinonas | Triazina | Piritionato | Isotiazolinonas, | Bronopol | Isotiazolinonas
semi-acetais € | e semi-acetais de sédio | semi-acetais e e Bronopol
TCMTB derivados
halogenados
Bacillus sp X X X X X X X
Cellulomonas sp X X X X
Clostridium sp X
Desulfovibrio sp X X
Enterobacter sp X X X X
Escherichia coli X X X X X X X
Flavobacterium sp X X X
Klebsiella sp X X
Proteus sp X X X
Pseudomonas sp X X X X X X X
Salmonella sp X X X X X
Staphylococcus sp X X X X
Streptomyces sp X

As estratégias de aplicacdo podem ser em choque ou de maneira continua. As
diferencas entre estas se ddo na sua concentragdo e freqiiéncia de adicao.

A opc¢do pela primeira estratégia envolve a aplicacio do biocida em altas
concentragdes e em intervalos de tempo regulares. E especialmente indicada em situacdes
em que os biofilmes apresentam grande espessura, quando os circuitos de fluidos
apresentam concentracdes microbianas muito elevadas e quando as condi¢des do sistema
favorecem nova e rdpida instalacdo dos microrganismos (Lutey, 1995).

A segunda estratégia traduz-se pela alimentagdo continua de biocida a baixas, porém
efetivas, concentracdes durante o periodo de operagdo de um determinado sistema
industrial, com o intuito de prevenir ou inibir a formag¢do inicial de biofilme. A aplicacdo
continua de biocida é geralmente implementada quando se pretende estabelecer condicdes
biostaticas no sistema (Wills e Bott, 1997).

Pujo e Bott (1992) relatam que um determinado biocida pode se mostrar pouco
eficaz no tratamento de biofilmes jé estabelecidos quando adicionado de forma continua e a
baixas concentragdes. Contudo, as mesmas concentracdes podem ser suficientes para
prevenir o desenvolvimento de biofilmes quando aplicadas em fase precoce de seu
desenvolvimento. Em um sistema industrial o processo de controle deve ser delineado no
sentido de que haja adequag@o do projeto para a construgdo e instalagdo dos equipamentos

(sem zonas de estagnacdo), utilizacdo de materiais que apresentem caracteristicas que
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facilitem a limpeza e implementacdo de monitoramento para controle efetivo de

contaminantes e de sua remoc¢ao (LeChevallier, 1990).

2.4- Fluidos de corte

Nas operacOes de usinagem, a utilizacdo do fluido de corte é essencial para a
obtencdo de melhor acabamento superficial da peca, com o minimo de desgaste de
ferramentas e equipamentos. Embora o sistema dgua/dleo possua vasta aplicacdo,
oferecendo a vantagem da refrigeracdo proporcionada pela dgua, e a de lubrificacao, pelo
Oleo, ele é freqlientemente atacado por microrganismos, pois apresenta elementos nutritivos
para estes, as cadeias de hidrocarboneto e 4gua (Morton, 1987).

Conforme ilustrado na Figura 4, o circuito do fluido no processo de usinagem de
metais € composto por vdrias etapas que envolvem a recirculagdo do mesmo por um longo
periodo de utilizacdo. Geralmente, tal categoria de planta industrial € composta por tanques
de armazenamento do 6leo onde hd a mistura da emulsdo (6leo mineral e dgua), por
maquindrios (tornos) expostos ao fluido durante o corte das pecas, e por canaletas (abaixo

do piso ou no teto) para a passagem do fluido de retorno.

Em grandes empresas, os processos sao dindmicos, o que contribui para a
diminui¢do da incidéncia de formacdo do biofilme, pois a distribui¢cdo do biocida é mais
efetiva. O auxilio de um eliminador de 6leo sobrenadante pode ser acoplado em cada
mdquina para reduzir o foco de instalagdo de contaminantes microbioldgicos. Em médias e
pequenas empresas, os recursos de instalacdo encontrados diferem drasticamente dos
observados em grandes centrais, tendo como principal caracteristica a parada do processo
durante dias (finais de semana), similarmente a situacdo apresentada por Allsopp e Seal
(1986), fator este que é favordvel a proliferacdo e instalacio microbiana em pontos criticos
do sistema. Diante disto, o periodo de utiliza¢do do fluido torna-se reduzido e a perda do
produto € inevitavel. Porém, o descarte € um processo indesejdvel, pois envolve alto custo e
burocriticos procedimentos legais, uma vez que deve ser realizado por empresas

especializadas.
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Figura 4: Circuito do fluido de corte na industria (adaptada de Runge e Duarte, 1989).

Para descrever os efeitos que uma emulsdo deteriorada pode ocasionar, um caso
hipotético, com dados baseados na experiéncia industrial, foi apresentado por Allsopp e
Seal (1986) e € descrito a seguir. Uma industria fabricante de pecas para automdveis utiliza
emulsdo mineral sem biocida em seu sistema. A emulsdo perde dgua por evaporagdo
durante o processo e € periodicamente recomposta com a adi¢do de dgua provinda de um
poco. Os problemas comecam a surgir quando o pH apresenta-se abaixo do aceitdvel e as
particulas de Oleo (micelas) aumentam de diametro. A vida util dos equipamentos é
reduzida e os operadores queixam-se de lesdes em suas maos. Aos finais de semana, as

bombas que promovem a recirculagdo da emulsdo sdo desligadas e o fluido é conduzido ao
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tanque central. No retorno as atividades operacionais, houve a desestabilizacdo da emulsao,
que foi distribuida ao sistema, seguida por um forte odor de sulfeto de hidrogénio. As pecas
fabricadas comecaram a apresentar corrosdo durante a estocagem e os filtros ficaram
prematuramente bloqueados. Dentre as provéveis causas destes problemas, estdo a falta de
tratamento com biocida na emulsdo, a adi¢do de dgua inadequada no sistema e a falta de
limpeza em equipamentos. O resultado é o desenvolvimento de uma ampla e diversa
colonizag¢do microbiana. Acima de 30 espécies podem ser isoladas de uma tnica emulsdo
contaminada, podendo conter desde simples oportunistas até patogenos humanos. Bactérias
comumente encontradas em fluidos de corte sdo citadas como sendo do tipo Gram-
negativas, tais como Escherichia coli, Proteus sp, Salmonella sp, Pseudomonas
alcaligenes, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Alcaligenes sp., e Gram-positivas, como Brevibacterium sp, Bacillus sp., Staphylococcus
sp. (Rohm & Haas Company, 2005).

Em estudos realizados por Veillette et al. (2004), a progressdo da contaminacdo
microbiana em uma industria foi avaliada durante 6 meses apds a limpeza rotineira de
equipamentos e recarga com novo fluido semi-sintético, cujo sistema foi controlado com
biocidas. O fluido antecedente a troca apresentou concentracio total em microrganismos de
5,7)(107 cel/mL e amostras coletadas durante o uso do novo fluido por 12 horas, um, trés e
seis meses indicaram contagens de 6,9)(106 cel/mL, 2,2)(106 cel/mL, 3,6x 108 e de
6,1x10° cel/mL, respectivamente. Estes resultados demonstraram que métodos de limpeza
inadequados ndo eliminam totalmente os microrganismos que porventura estejam aderidos
em tanques e tubulacdes, e que rapidamente podem recontaminar o sistema, apesar da

adicao convencional de biocidas.

A FEEMA (Fundacao Estadual de Engenharia do Meio Ambiente), no estado do
Rio de Janeiro, estabelece, dentre tantos outros critérios, o teor mdximo de 20 mg/L de
6leos minerais para a eliminacdo de efluentes liquidos (Runge e Duarte, 1989). Em fun¢ao
de somente esta restri¢do, o descarte de emulsdes contendo 6leo mineral a 5% torna-se
dificultado, fazendo-se necessario reduzir a concentragdo do produto em grandes volumes
de diluente.

Em adi¢do, a poluicdo gerada pelo descarte de uma tonelada de fluido usado, no
solo ou em cursos d’4gua, equivale, por dia, ao esgoto doméstico de 40 mil habitantes. A

queima indiscriminada do O6leo lubrificante usado, sem tratamento prévio de
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desmetalizacdo, gera emissdes significativas de 6xidos metdlicos, além de outros gases

téxicos (Runge e Duarte, 1989).

O uso de biocidas é, portanto, um recurso importante no controle da proliferagdao de
microrganismos no fluido circulante, com o propdsito de evitar ou retardar o processo de

descarte do mesmo.

2.5- Recuperacio microbiana efetiva em amostras industriais contaminadas

Uma etapa de grande relevancia para os ensaios laboratoriais em que sdo estudadas
células sésseis e planctonicas € a recuperacdo efetiva dos microrganismos em amostras
contaminadas, visto que esta é a etapa inicial de praticamente todos os estudos realizados
na drea. As metodologias para estes ensaios estdo descritas em diferentes normas,
compéndios e diretivas, com os protocolos definidos para cada segmento industrial, que,

por sua vez, podem requerer diferentes diluentes e técnicas.

Embora se verifique um certo consenso nos diluentes sugeridos por vdrios autores,
nao € apontado um diluente especifico, tido como universal, para a dilui¢do e recuperacao

de contaminantes provenientes de diferentes tipos de amostra, conforme discutido a seguir.

A Farmacopéia Brasileira (1988), por exemplo, indica, para amostras soldveis em
agua, o diluente tampao fosfato de sédio e, para substincias oleosas, dgua peptonada com
Tween 80 (polisorbato). J4& o Manual de Métodos de Andlises Microbioldgicas de
Alimentos (Silva et al., 2001a, 2001b, 2001c¢) indica, para andlises tanto de s6lidos quanto
de liquidos, a solugdo salina, a 4gua peptonada ou o tampao fosfato de sédio, enquanto o
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (Messer et al.,

1992) sugere os mesmos diluentes, além daqueles especificos para amostras particulares.

A discussdo a respeito da escolha do diluente na preparacdo de amostras para
contagem de células vidveis (planctonicas e em biofilmes) ndo é recente. Straka e Stokes,
em 1957, observaram que um diluente inadequado pode causar rdpida morte celular e afetar

o resultado final obtido.

Diversos estudos, como os de Hall (1970) e Oblinger e Kennedy (1976), indicam a agua
peptonada como o diluente de melhor recuperacio celular. Mian et al. (1997) mostraram

que para leveduras em cultura pura e mista, dentre os vdarios diluentes testados, a dgua
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peptonada causa a menor taxa de morte duas horas apdés a dilui¢do inicial; porém, por
conter nutrientes essenciais para os microrganismos, a melhor recuperacdo resultante do
uso da dgua peptonada pode estar fortemente relacionada com a multiplicagdo celular
ocorrida entre a etapa de diluicao e a de plaqueamento, uma vez que o tempo de duplicacdo
celular pode ser de aproximadamente 20 minutos para algumas espécies de leveduras e para

um numero significativo de bactérias.

As industrias quimicas, mais especificamente os fabricantes de biocidas que fazem anélises
microbioldgicas de rotina, se deparam com um dilema no qual as amostras sob analise sdo
provenientes de distintos segmentos (tintas e revestimentos, aditivos para concreto,
detergentes, resinas e adesivos, fluidos de corte, dentre outros) e que devem ser processadas
simultaneamente, tornando-se pouco vidvel utilizar, em paralelo, varios diluentes

recomendados pela literatura especializada.

E, portanto, relevante a selecdo de um diluente, ou conjunto restrito de diluentes,
apropriado para a recuperacdo em laboratdrio dos contaminantes provenientes de industrias

variadas.

2.6- Sistemas de ensaio para a formacao e erradicacao de biofilmes

H4 diversos sistemas de ensaio disponiveis para o estudo de biofilmes, tais como
quimiostatos, dispositivo de Robbins, dentre outros (Ceri et al., 2001). Tais dispositivos
sd0, em sua maioria, de dificil manuseio, passiveis de contamina¢do e conduzem a obten¢do
de resultados tardios, além de requerer amplo espaco fisico para instalagao.

O cultivo celular em quimiostatos promove a formacao do biofilme nas paredes de
um reator operado em continuo, pela acdo de tensdes cisalhantes devido a agitacdo circular
do in6culo. Este método gera grande produgdo de material, ideal para o estudo da fisiologia
do biofilme, porém sua remog¢do das paredes do equipamento € dificil e inviabiliza que
sejam realizados ensaios posteriores quando € imprescindivel a manuten¢do intacta da
estrutura do biofilme, como em testes de susceptibilidade a agentes antimicrobianos.

O dispositivo de Robbins consiste em varios corpos de prova individuais (podendo
ser constituidos de materiais diversos), conectados a um suporte com canais por onde

ocorre o fluxo de meio de cultura contendo os microrganismos-teste, através de tubulagdes
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de borracha e bombas peristdlticas. Os ensaios de susceptibilidade realizados com o
material obtido nos cupons sao eficientes, porém a utilizacdo deste dispositivo tem como
desvantagem a dificuldade de eliminacdo do material formado nas tubulagdes, dificultando
sua limpeza.

Nao obstante, estes dispositivos foram amplamente utilizados e contribuiram
fortemente para o desenvolvimento e aperfeicoamento da técnica de produgdo artificial de
biofilmes (Ceri et al., 2001).

O uso de cilindros carreadores de biofilme (corpos de prova na forma de cilindros
metalicos ocos), utilizados para a verificacdo da eficidcia de desinfetantes, podem ser
considerados como uma das técnicas pioneiras de miniaturizagdo do método de formacgao
de biofilmes, sem requerer tubulagdes para o fluxo de inéculo. Porém, o ensaio ainda é de
trabalhoso manuseio e demorado por requer muitos passos para sua finalizagao.

Com o advento do uso de microplacas com pogos para esta finalidade, a introducdo
do estudo de biofilmes em laboratérios de pequeno porte foi facilitada (O Toole e Kolter,
1998). As microplacas tém como vantagem o baixo custo € a possibilidade de serem
utilizadas como sistema de triagem para detec¢do de mutantes alterados quanto as
propriedades de adesdo. Porém, seu uso ndo permite andlise microscOpica (as células
sésseis aderem a superficie dos pocos), os resultados ndo sdo reprodutiveis em outros
sistemas e a quantificacdo das células € grosseira (coloracao dos pog¢os com cristal violeta e
posterior quantificacdo do corante extraido com etanol para a estimativa da biomassa
formada).

O dispositivo MBEC™ foi projetado pelo grupo de microbiologia da Universidade
de Calgary, Canad4, para uso complementar em microplaca com pogos (Ceri et al., 2001).
Este dispositivo produz multiplos e equivalentes biofilmes nos corpos de prova, e os
ensaios podem ser automatizados. O aparato consiste em uma tampa onde se encontram
acoplados 96 pinos de mesmo tamanho, para a formacao dos biofilmes, e de uma base com
canais para adicdo da amostra-matriz que contém o0s microrganismos. A formagdo do
biofilme é proporcionada quando o dispositivo, em contato com a amostra contaminada, €
colocado em uma mesa agitadora para que se inicie o processo de indu¢do da adesdo celular
por cisalhamento. Posteriormente, a tampa com o material celular aderido nos pinos ¢é
acoplada em outra placa com multiplos pogos para o teste de susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos que se deseja avaliar. Caso haja necessidade de averiguacdo da formagao

do biofilme em diferentes etapas do ensaio, a tampa do aparato permite a remocdo de pinos



20
individualmente, sem que haja o comprometimento da estrutura do material aderido
(MBEC Bioproducts Incorporation, 2005).

As principais diferencas entre os sistemas de ensaio acima citados sdo sumarizadas

na Tabela 3.

Tabela 3: Comparacdo entre sistemas de ensaio para o desenvolvimento de biofilmes

(adaptada de Marques et al., 2004).

Monitoramento Ensaios miltiplos Facilidade de

Sistemas . .
em tempo real e equivalentes manuseio
Quimiostatos Nao Nao Baixa
Dispositivo de Robbins Nao Sim Regular
Cilindros carreadores Nao Sim Regular
Microplacas com pocos Nao Sim Média
Sistema MBEC ™ Nao Sim Alta

Virios estudos foram realizados utilizando o dispositivo MBEC™ para a formacao
de biofilmes em laboratoérios clinicos, com a finalidade de atender as necessidades das areas
médica, veterindria e odontoldgica. Olson et al. (2002) aplicaram o método para a sele¢ao
de antibidticos contra patégenos veterindrios isolados dos grupos Gram-positivos e Gram-
negativos. Cada cepa foi inoculada em suspensdo contendo 10° UFC/mL no dispositivo. A
colonizagdo de 10° UEC/pino ocorreu entre 4 a 24 horas (dependendo da taxa especifica de
crescimento do microrganismo). Ceri et al. (1999) estudaram cepas-padrdo de isolados
clinicos responsdveis por focos de infeccdes hospitalares e verificaram que o teste de
susceptibilidade realizado com o dispositivo MBEC™ resulta em valores semelhantes aos
determinados pelos protocolos do NCCLS (National Committee on Clinical Laboratory
Standards, dos Estados Unidos), um instituto de padroniza¢do de normas para clinicas e
laboratdrios, o que indica ser este dispositivo também promissor para o estudo de biofilmes
e de sua susceptibilidade a biocidas relacionados a drea industrial.

Em um estudo com enfoque em biocidas, o dispositivo MBEC™ foi utilizado por
Bardouniotis et al. (2001) para a formacao de biofilme com a bactéria Mycobacterium phlei

(importante nas dreas médica e industrial), para testar sua susceptibilidade a sete diferentes
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produtos em dois periodos de contato. De acordo com os resultados obtidos, indicados na

Tabela 4, os valores de MBEC foram superiores aos de MMC para todos os biocidas

testados, exceto para o fenol com fenato de s6dio em 30 minutos e para o monopersulfato

de potédssio em duas horas de contato. A dependéncia do tempo para o aumento da

susceptibilidade foi efetivamente verificada em todos os casos, com excecdo do valor de

MBEC para o fenol com fenato de sédio. Em geral, as bactérias planctonicas foram mais

susceptiveis aos biocidas que as células em biofilme.

Tabela 4: Comparaciao entre MMC e MBEC para vérios biocidas e diferentes tempos de

contato com biofilme de Mycobacterium phlei formado no dispositivo MBEC™ (adaptada

de Bardouniotis et al., 2001).

Tempo de contato e erradicacao celular (mg/L)

Biocida 30 minutos 2 horas

MMC MBEC MMC MBEC
Hipoclorito de sédio 5,25% 0,06 +£0 0,12+0 0,03+0 0,06 +0
Nitrato de prata 0,03+6 0,310 <0,01+0 0,23 £78
Acetato de clorexidina 2% 0,02+0 0,08+0 0,010 0,04+0
Perdxido de hidrogénio 30% 2,00+ 0 >2,50+0 0,75 £250 1,250
Glutaraldeido 70% 0,16 £0 1,250 0,080 0,31+0
Fenol 1,56% com Fenato de sédio 0,06% 7,80+ 0 7,80+ 0 0,39+0 7,800
Monopersulfato de potdssio 21,4% 8,30 £ 1515 40,00+ 0 1,25+0 1,25+0

Apesar dos dispositivos para o estudo de biofilmes mais recentes terem sido

aperfeicoados em relacdo aos métodos pioneiros, atualmente, ndo hd um aparato que atenda

a todos os requisitos desejaveis para a obten¢ao de biofilmes in vitro, porém novos sistemas

e técnicas para o seu estudo estdo em desenvolvimento para aplicacdo futura.
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2.7- Tendéncias no estudo de biofilmes

Virias técnicas estdo sendo estudadas para o controle de biofilmes; dentre elas sdo
citadas as que utilizam enzimas a fim de degradar a matriz extracelular envolvida na adesao
dos colonizadores e na integridade estrutural do biofilme. Deste modo, este pode ser mais
facilmente removido e os microrganismos, entdo, ficariam mais expostos a ac¢do dos
biocidas (Johnsrud, 1997). Porém, a heterogeneidade e complexidade dos componentes que
fazem parte da matriz do biofilme e a falta de enzimas especificas que possam ser aplicadas
sdo as principais barreiras para que este método se imponha e seja considerado uma real
alternativa com custos aceitdveis.

O uso de bacteri6fagos, também sob estudo atualmente, além da acdo litica
proporcionada, tem a capacidade de induzir a sintese de enzimas capazes de degradar
polimeros (Hughes et al., 1998). Porém, o desenvolvimento de resisténcia dos
microrganismos ao ataque por fagos, a grande variedade de espécies que pode estar nos
biofilmes e, ainda, o precario entendimento do ecossistema bactéria-fago sdo os principais
pontos a serem considerados para sua aplicagao.

Assim, até que as técnicas anteriormente descritas sejam melhor estabelecidas,
atualmente, o uso de biocidas para a prevencgdo, controle e erradicacdo de biofilmes
indesejados é visto como uma estratégia efetiva, desde que tais biofilmes possam ser
adequadamente reproduzidos in vitro, permitindo a selecdo do tipo, da dosagem e do

regime de aplica¢do do agente antimicrobiano apropriado.
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3- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 — Material

3.1.1- Amostras

Para o ajuste das condi¢cdes analiticas para enumeragdo e isolamento de
microrganismos, foram selecionados cinco distintos segmentos industriais, cujas amostras
foram agrupadas de acordo com as especificacdes em relacio ao nivel microbioldgico
aceitdvel para a aprovacdo e comercializacdo das mesmas. Foram testadas 13 amostras no
total, incluindo duas amostras de aditivo para concreto (segmento 1), seis amostras de pasta
de carbonato de célcio (segmento 2), duas amostras de cola branca escolar e uma amostra
de tinta guache (segmento 3), duas amostras de detergente doméstico (segmento 4) e cinco
amostras de fluido de corte mineral (segmento 5).

Para a caracterizacdo dos grupos microbianos mais freqiientes em fluidos de corte,
foram analisadas 163 amostras provenientes de diferentes industrias.

Para o teste de formacao e susceptibilidade do biofilme, foi utilizada uma amostra
representativa de fluido de corte do tipo mineral, em operacao industrial continua por dois
anos, coletada em uma indudstria de usinagem de metais, no estado de Sao Paulo,
apresentando um histérico de freqiientes problemas no controle microbiano, sendo
designada como indéculo 1. O mesmo € constituido por base parafinica e por
hidrocarbonetos (cadeias lineares ou ramificadas contendo entre 20 a 25 atomos de
carbono). O in6culo 2 foi obtido pela suspensdo dos microrganismos isolados da amostra

contaminada, em fluido de corte estéril do mesmo tipo.

3.1.2- Microrganismos

Os microrganismos-teste utilizados foram provenientes da amostra contaminada,

utilizados de duas maneiras: em consorcio no fluido de origem, e em suspensdao mista com

as cepas isoladas inoculadas no fluido estéril.
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3.1.3- Solucoes

Para a diluicao das amostras industriais avaliadas (segmentos 1 a 5) foram utilizadas
agua destilada, solucdo aquosa de Tween-80 (U.S.P.) a 0,5% (v/v), caldo Letheen (caldo
nutriente contendo lecitina de soja e Tween-80, Difco), solu¢do salina (Synth) a 0,85%
(m/v) e dgua peptonada (peptona Difco) a 0,1% (m/v).

Para a lavagem do biofilme foi usada solucdo salina (NaCl Synth, a 0,85% m/v).
Todas as solugdes acima citadas foram esterilizadas antes do uso.

Corantes de Gram (Newprov) foram utilizados para a caracterizagdo dos

contaminantes estudados.

3.1.4- Meios de cultura

Para a deteccdo de microrganismos por grupos foram utilizados para bactérias
aerObias totais e bactérias esporuladas o meio Tryptic Soy Agar, TSA (Difco), para
bactérias coliformes o meio Eosin Methylene Blue Agar, EMB (Difco), para bactérias
anaerébias o meio Fluid Thioglycollate Medium, FTM (Difco), para bactérias sulfato-
redutoras o meio Postgate Medium B (formulado) e para fungos e leveduras o meio
Sabouraud Dextrose Agar, SDA (Difco).

No enriquecimento e multiplicacio celular de bactérias (manutencao das culturas e
preparo para testes) foi usado o Tryptic Soy Broth, TSB (Difco) como meio liquido em
tubos de ensaio.

Para a investigacdo de bactérias degradadoras de hidrocarboneto, foi utilizado o
Minimal Medium Davis (Difco), suplementado com 5% do 6leo de corte mineral estéril
(MMO, formulado).

Os meios de cultura, cujas formulagdes estido explicitadas nos Anexos A.2.1 a A.2.7,
foram preparados de acordo com as instru¢des do fabricante, esterilizados a 121°C por 20

minutos e resfriados a 40°C, antes do uso.
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Foram testados sete biocidas compativeis com sistemas Oleo/agua (IPEL Itibanyl

Produtos Especiais Ltda, 2006), contendo um ou mais principios ativos, conforme indicado

na Tabela 5, para a erradicacdo do biofilme. As férmulas estruturais dos principios ativos

estdo apresentadas no Anexo A.1.

Tabela 5: Descricao dos biocidas utilizados (IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda, 2006).

Biocida Grupo de Ativos Nome quimico dos ingredientes ativos =~ Ndmero
CAS*

FBP-124  Composto sulfurado 2-tiocianometiltiobenzotiazol 21564-17-0
Aldeido Dimetiluréia 140-954

Compostos de 2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona 26530-20-1
Isotiazolinona 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona 26172-55-4
2-metil-4-isotiazolin-3-ona 2682-20-4

FBP-128  Aldeido Dimetiluréia 140-954
Compostos de 2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona 26530-20-1
Isotiazolinona 1,2-benzisotiazolin-3-ona 2634-33-5

FBP-140  Piritionatos Sédio-2-piridinatiol-n-oxido 3811-73-2
FBP-417 Composto de 2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona 26530-20-1
Isotiazolinona Aldeido Dimetiluréia 140-954

Derivado halogenado 3-iodo-2-propinil butil carbamato 55406-53-6

BNP-115  Derivado halogenado 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol 52-51-7
BP-180 Aldeido Hexahidro-1,3,5-tris(2-hidroxietil)s-triazina 4719-04-4
BP-509 Derivado halogenado 2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol 52-51-7
Compostos de 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona 26172-55-4
Isotiazolinona 2-metil-4-isotiazolin-3-ona 2682-20-4

* CAS (Chemical Abstracts Service), 2006.

Os biocidas foram testados em suas dosagens convencionais de uso e entre dez e

cem vezes acima desta, para a verificacdo da eficdcia na erradicacao das células sésseis. Os

mesmos também foram aplicados as células planctonicas.
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As dosagens preconizadas para uso industrial dos biocidas testados sdo de:
0,15% (v/v) FBP-124; 0,10% (v/v) FBP-128; 0,15% (v/v) FBP-140; 0,50% (v/v) FBP-417,
0,30% (v/v) BNP-115; 0,12% (v/v) BP-180 e de 0,20% (v/v) BP-509.

3.1.6- Aparatos

Para o desenvolvimento e teste de susceptibilidade do biofilme aos biocidas foram
utilizados o dispositivo de acrilico MBEC™ (modelo HTP, High-Throughput Screening,
Figura 2) e placa com 96 pocos do tipo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay),
respectivamente. Quando necessario, os pinos da tampa do dispositivo foram retirados
individualmente com o auxilio de uma pinca de ago inoxidavel (Ervin Guth modelo Crile,
16 cm, ponta curva).

Para o preparo de laminas para exame microscopico com coloragdo de Gram

(caracterizagdo das cé€lulas) foi utilizado Bico de Bunsen e ladminas de vidro (Perfecta).

3.1.7- Equipamentos

Para a padroniza¢do do in6culo, foi usado um turbidimetro (Densimat, bioMérieux)
calibrado com a escala padrao de McFarland, descrita no Anexo A.3.

Um microscépio Optico binocular (modelo BH2, Olympus) foi usado para o exame
morfoldgico e caracterizacdo dos microrganismos.

Para o crescimento das culturas microbianas foi usada uma estufa incubadora
(modelo BOD, Tecnal). Uma plataforma inclindvel (tipo gangorra) com angulo de 5° e 10
oscilagdes por minuto (construida para esta finalidade) acomodou o dispositivo MBEC™
para gerar o biofilme.

Um equipamento sonicador (Ultrasonic Cleaner, Thornton USC-1450, 25 kHz) foi
utilizado para a liberacdo do biofilme dos corpos de prova (pinos) para contagem das células
aderidas (contador de colonias CP 602 Phoenix). Para homogeneizacdo de amostras foi
utilizado um agitador mecanico (Vortex). O pH da amostra foi mensurado com um medidor
de pH (modelo DM-20, Digimed) e a viscosidade, com um viscosimetro (modelo DV-I,

Brookfield).
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3.2 - Métodos

Todas as manipulagdes assépticas foram feitas em sala estéril com pressdo de ar
positiva, equipada com camara de fluxo laminar vertical (Veco, VLFS-12, com lampada

UV), nas dependéncias laboratoriais da empresa IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda.

3.2.1- Avaliacao de diluentes para a recuperacao de microrganismos em amostras

contaminadas

Amostras provenientes de cinco segmentos industriais (item 4.1.1) foram diluidas
em série e plaqueadas em triplicata (Maturin e Peeler, 2001), utilizando os cinco tipos de
diluentes e os meios de cultura para a deteccdo de microrganismos por grupos descritos nos
itens 4.1.3 e 4.1.4, respectivamente.

Na diluicao em série, uma aliquota de 1 mL da amostra foi transferida para um tubo
contendo 9 mL do diluente esterilizado (dilui¢do 10'1). A amostra contida neste tubo foi
homogeneizada e uma aliquota de 1 mL transferida a outro tubo idéntico ao primeiro, e
assim sucessivamente até a obtengo da diluicdo de 107,

Para o plaqueamento, 1 mL de amostra de cada tubo, nas diferentes dilui¢des
preparadas, foi adicionado em placas de Petri juntamente com 20 mL do meio de cultura
seletivo para cada grupo microbiano, conforme descri¢do no item 3.1.3. As placas foram
incubadas a 35+2°C por 48 horas para as bactérias e a 27+2°C por até 7 dias para detec¢ao
de fungos filamentosos e leveduras. Posteriormente a incubagio, na contagem das colOnias
microbianas foi considerado o fator de diluicdo da amostra plaqueada.

O diluente selecionado, por melhor recuperar as células contidas na amostra, foi

utilizado nos demais ensaios em que se empregou o procedimento de dilui¢do em série.
3.2.2- Identificacao de grupos microbianos em fluidos de corte de diversas origens
Conforme mencionado anteriormente, o tipo de produto selecionado para a

investigacdo microbiana, formacdo e erradicagdo do biofilme foi fluido de corte. Levando-

se em consideracdo o aspecto de que cada tipo de 6leo componente dos diversos fluidos
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disponiveis € propicio ao desenvolvimento de microrganismos especificos (Runge e Duarte,
1989), amostras de fluido de corte mineral provenientes de vdrias indudstrias foram
analisadas. A avaliacdo do perfil microbioldgico foi realizada por diluicio em série e
plaqueamento das amostras, conforme item 3.2.1, salvo para a andlise de bactérias sulfato

redutoras, que podem requerer até 30 dias de incubacao.

3.2.3- Caracterizacao fisico-quimica e microbiolégica do fluido de corte em estudo

O fluido de corte em avaliagdo, cuja procedéncia € explicitada no item 3.1.1, foi
cedido pela industria usudria para os estudos aqui propostos.

As caracteristicas fisico-quimicas dos fluidos de corte contaminado e sem
contaminacdo, foram analisadas quanto a pH, viscosidade e densidade.

O pH e a viscosidade foram mensurados empregando os equipamentos adequados
para cada ensaio, conforme descrito no item 3.1.8. A densidade foi calculada pela relagdo
entre a massa € o volume da amostra.

O grau de contaminagdo foi avaliado por perfil microbiolégico (com dilui¢io em

série e plaqueamento, item 3.2.1).

3.2.4- Isolamento e caracterizacao dos contaminantes planctonicos aerébios do fluido

de corte

Considerando que as bactérias aerdbias sdo pioneiras na formacgdo de biofilmes
(Christensen e Characklis, 1990) e que a caracterizacdo de microrganismos anaerdbios €
dificultosa, foram analisadas somente as cepas microbianas pertencentes ao grupo das
bactérias aerdbias presentes no fluido de corte estudado.

A amostra de fluido de corte contaminada foi diluida e plaqueada em meio de
cultura sé6lido, TSA. Posteriormente a incubacdo em estufa durante 48 horas a 35+2°C, uma
placa com aproximadamente 30 unidades formadoras de colonia foi selecionada para o
isolamento das cepas. Estrias de esgotamento consecutivas foram realizadas (com o auxilio
de alca de inoculacdo), até a obtencdo de culturas puras. As culturas puras obtidas foram

semeadas em tubos inclinados com TSA, cultivados por 48 horas a 35+2°C, e depois foram
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conservadas sob refrigeracdo a 5°C, como culturas-mae. Os repiques necessarios para cada
um dos experimentos foram preparados a partir destas culturas.

A caracterizacdo dos isolados consistiu em exame microscopico das células coradas
(coloracdo de Gram) para a classificacdo da morfologia e tipo de membrana celular. A
prova para detec¢do de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos foi realizada
seguindo a metodologia proposta por Morton (1987).

O procedimento de coloragdo de Gram iniciou-se com a fixacdo do microrganismo
isolado em lamina de vidro com o calor fornecido pela chama de um bico de Bunsen. O
primeiro corante adicionado a lamina foi o cristal violeta, que € absorvido pelas células.
Apdés um minuto de contato, o excesso de corante foi retirado e o reagente lugol foi
adicionado, também durante um minuto. O lugol forma um complexo com o cristal violeta,
o qual ¢ fortemente retido pelas bactérias e que nao € facilmente removido pelo tratamento
posterior com dlcool-acetona. As bactérias descoradas pela solu¢do de dlcool-acetona,
durante 30 segundos, foram coradas pelo segundo corante, fucsina, mantido na superficie
da 1amina durante 30 segundos. Apds a coloracdo, a visualizagdo das células foi feita em
microscopio Optico, com o uso da objetiva para aumento da imagem em 1.000 vezes. As
células coradas pelo cristal-violeta (roxas) foram classificadas como Gram-positivas, e as
coradas pela fucsina (vermelhas) como Gram-negativas.

O teste de degradagdo de hidrocarboneto se baseia no cultivo dos microrganismos
em meio de cultura contendo 6leo de corte mineral como tnica fonte de carbono. Cada cepa
isolada do fluido de corte contaminado foi estriada no centro da placa de Petri contendo de
20 a 25 mL do meio MMO solidificado (Anexo A.2.7). As placas foram incubadas a
35+2°C por até 14 dias. O microrganismo foi considerado como degradador quando foi
detectada a formacdo de um halo ao redor da cultura microbiana, ocasionado pelo
desarranjo das moléculas da emulsdo e indicando o consumo do carbono fornecido pelo

Oleo.

3.2.5- Teste de susceptibilidade para determinacao da MIC e da MMC

Para a determinacdo da concentragdo minima de biocida requerida para inibir o
crescimento das células planctonicas, foram distribuidos, em tubos de ensaio, 3 mL de meio

de cultura liquido TSB inoculado com 1% da amostra contaminada, preparados para sete
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diluicdes de cada biocida testado (item 3.1.5), em triplicata. Os tubos-controle contiveram:
meio de cultura sem o indculo (controle negativo), meio de cultura com o in6culo (controle
positivo) e meio de cultura com o biocida (controle da turbidez inicial).

A diluic@o do biocida foi feita em meio de cultura TSB, partindo do triplo de sua
concentracdo de uso. Adicionou-se 3 mL do biocida no primeiro tubo preparado,
homogeneizando-o adequadamente para entdo retirar 3 mL deste e adicionar ao tubo
posterior (dilui¢cao 1:1). Tal procedimento foi repetido, sucessivamente, até o ultimo tubo,
que conteve a menor concentracdo do biocida. Apds incubacdo por 24 horas, a leitura dos
resultados foi feita pela observacdo da alteracdo da turbidez inicial, causada pelo
crescimento microbiano. A concentracio minima inibitéria (MIC) de cada biocida foi
determinada como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de microrganismos
(tubo sem turvagdo). O meio contido nos tubos com resultado negativo (sem crescimento)
foram estriados em meio de cultura sélido (TSA) para a determinagdo da concentragdo
minima de morte dos microrganismos-teste. A MMC do biocida foi definida como a menor
concentracdo do biocida capaz de apresentar auséncia de crescimento microbiano nas

placas estriadas a partir dos tubos com crescimento negativo.

3.2.6- Avaliacio da eficacia de preservacao com diferentes biocidas na emulsao

contaminada

O ensaio denominado teste de eficicia de conservantes, ou teste de desafio, tem
como principio a avaliacdo da eficicia de preservacdo de um dado produto, através de sua
contamina¢do proposital com elevada carga microbiana. O procedimento adotado foi
baseado no método descrito por Carturan (1999).

Inicialmente, o fluido de corte contaminado (109 UFC/mL) foi fracionado em sete
frascos estéreis para serem testados com cada um dos biocidas, em suas respectivas
concentracdes de uso (item 3.1.5). ApOs 24 horas, as amostras foram inoculadas com o
proprio fluido de corte contaminado, recebendo uma carga microbiana proporcional a
aproximadamente 1% (500 pL de inéculo para 50 g de amostra). As amostras foram
incubadas a 35+2°C por 48 horas, diluidas em série e plaqueadas em meio de cultivo s6lido
(TSA) para a enumeragdo das células sobreviventes apds 2 dias da primeira contaminagao.

O mesmo procedimento foi realizado, com reinoculacdes sucessivas na mesma amostra a
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cada dois dias. As amostras aditivadas foram submetidas a 5 inoculagdes, sendo a ultima
com o dobro da carga microbiana (2%). O teste foi finalizado quando uma das
amostras apresentou nivel de contaminagdo superior a industrialmente aceita (acima de

10* UFC/mL).

3.2.7- Desenvolvimento de biofilmes no dispositivo MBEC™

3.2.7.1- Preparo do inéculo

Dois diferentes tipos de indculo foram empregados. A amostra original de fluido de
corte mineral contaminado (2,9)(109 UFC/mL) serviu como um dos indculos para a
formacdo de biofilme (indculo 1). Neste caso, os microrganismos continuaram em interagao
no meio ao qual estavam adaptados. Alternativamente, as cepas isoladas da amostra foram
utilizadas para o mesmo fim, consistindo no segundo inéculo sob investigagdo (inéculo 2),
com o intuito de averiguar se a técnica tradicional se aplicaria a inducao das células ja
adaptadas, para a formacdo de biofilmes. Estas foram plaqueadas em meios de cultura
especificos de acordo com os grupos microbianos presentes na amostra original. Foi
realizada a selecao de aproximadamente dez coldnias por grupo, que foram repicadas duas
vezes consecutivas (24 e 48 horas) para a obtencdo de células na mesma fase de
crescimento. Para cada grupo microbiano preparou-se uma suspensdo celular densa com
1,0x10"" UFC/mL, utilizada para o preparo do inculo misto, pela juncdo de partes iguais
de cada suspensdo. Esta mistura foi inoculada a 1% em fluido livre de contaminacdo para
que a concentracdo de 10° UFC/mL fosse atingida, obtendo-se um nivel de contaminacio
similar ao presente no indculo 1.

Para a realizagcdo de testes posteriores ou para a eventual necessidade de repeticdo
dos ensaios, a amostra contaminada foi armazenada sob refrigeracdo, em frasco
esterilizado. Sua estabilidade a refrigeracdo foi periodicamente averiguada, medindo-se os
parametros fisico-quimicos (pH, viscosidade, densidade) e microbiologico (viabilidade

celular), os quais ndo foram significativamente alterados.
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3.2.7.2- Formacao do biofilme

Cada um dos in6culos (1 e 2) foi adicionado aos respectivos dispositivos MBEC™
(na sua base de canais interligados) em aliquota de 22 mL, sendo acrescidos 2 mL de meio
nutritivo liquido (TSB). As placas foram transferidas para a plataforma inclindvel, que
proporcionou o cisalhamento necessdrio para a geragdo do biofilme, a temperatura de
25+2°C ou 35+2°C, em triplicata.

O tempo de incubacdo deve ser suficiente para proporcionar a obtencdo de um
biofilme final com cerca de 10° UEC/pino de células aderidas, de forma que em um pino
controle, retirado com o alicate de ponta curva nos periodos de 3, 24, 27, 48 e 52 horas foi
verificada a concentracao celular.

O pino controle foi lavado em solugdo salina e sonicado em tubo de ensaio com
meio de cultura liquido. O meio contido em cada tubo foi submetido a diluicdo em série,
plaqueado em TSA e incubado por 48 horas para proceder a contagem das células aderidas
para ambos os casos. O periodo de sonicacdo foi fixado em 30 minutos para este
experimento, para comparagao entre os resultados obtidos com os inéculos 1 e 2.

Para a averiguacdo da equivaléncia dos biofilmes formados no dispositivo MBEC™
foram destacados cinco pinos aleatoriamente, e avaliados em relacio a quantidade de
células aderidas, dispostos nas posi¢des extremas (Al e A12), central (D6) e medianas (F3
e F10) de duas placas, nos tempos de 24 e 48 horas a partir da incuba¢do de uma amostra de
fluido de corte mineral com 2,9x10° UFC/mL. Apés o desprendimento do biofilme nos
pinos, por sonicacdo durante 30 minutos, foi feita a diluicdo em série e o plaqueamento do
caldo sonicado em meio de cultura TSA. As placas foram incubadas a 35+2°C por 24 horas

para a posterior contagem das células aderidas.

3.2.7.3- Avaliacao da influéncia dos tempos de formacido e de sonicacido do

biofilme

Os in6culos foram submetidos ao processo de formagdo de biofilmes no dispositivo
MBEC™, durante 3 dias, com amostragem em 24, 27, 44, 48 e 52 horas, sendo utilizados

diferentes tempos de sonicagdo para a liberacao das células aderidas (5 a 30 minutos).
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Os tempos de coleta para o monitoramento da formac¢do do biofilme de cultura
mista foram estabelecidos levando em consideracdo o periodo normalmente requerido para
um Unico microrganismo atingir 10° UFC/pino, considerado inferior a 24 horas (Olson et
al., 2002). Os tempos selecionados abrangem o dobro deste periodo e detalha as fases
imediatamente anterior e posterior a 48 horas, a fim de verificar a manutencdo ou nao do
comportamento observado no final das amostragens.

O periodo de sonicagdo baseou-se na metodologia do dispositivo MBEC™,
necessario para averiguar a interferéncia da poténcia do equipamento utilizado na
viabilidade celular.

Tais procedimentos possibilitaram determinar as varidveis periodo de incubagdo e
de sonicagdo para este estudo, avaliando se haveria diferenca significativa na obtencdo de

células aderidas com a variagcdo dos mesmos.

3.2.8- Teste de susceptibilidade para determinacao da MBEC

Ap06s a formacgdo do biofilme em condicdes otimizadas, foi realizada a lavagem dos
pinos contidos na tampa do dispositivo, em placa com pocos contendo 0,2 mL de solugdo
salina por poco, para a remog¢do de bactérias planctonicas fracamente aderidas.

Considerando a capacidade de ensaio para cada dispositivo MBEC™, foi possivel
testar sete biocidas a quatro concentragdes, em triplicata, além dos pinos controle
necessarios para a enumeragdo das células aderidas apds a formagdo do biofilme. Os
biocidas foram testados inicialmente em concentragdes 10, 25, 50 e 75 vezes superiores as
respectivas concentracdes de uso, pois de acordo com Lewis (2001), biofilmes podem
tolerar agentes antimicrobianos a concentragdes de 10 a 1.000 vezes o necessdrio para
eliminar as células planctonicas.

O contato dos pinos contendo biofilmes nos biocidas testados (item 3.1.5) foi feito
transferindo-se a tampa do dispositivo, com os pinos lavados, para nova base de placa com
pocos (tipo ELISA), contendo 0,1 mL da solucdo de biocida e 0,1 mL de TSB em cada
poco. Portanto, para que os biocidas fossem testados nas concentracdes acima
discriminadas, foi necessario o preparo das solu¢cdes com o dobro da concentragdo desejada

devido a dilui¢do inerente dos agentes ativos nesta etapa. A placa foi incubada por 24
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horas, levando em consideracdo os resultados de Bardouniotis ef al. (2001), a fim de se
eliminar a interferéncia que pode haver na acdo dos biocidas devido ao insuficiente tempo
de contato com o produto contaminado (Tabela 4, item 2.6), ja que alguns biocidas podem
ndo ter efeito imediato, mas apresentar boa efici€ncia em um dado periodo apds aditivacao.
Assim, os ensaios foram realizados apds o tempo minimo necessdrio de contato requerido
para que os testes microbiologicos fossem representativos (IPEL Itibanyl Produtos
Especiais Ltda., 2006).

Ap6s a incubacdo, uma segunda lavagem foi necessdria para a eliminacdo do
excesso de biocida nos pinos. A tampa com pinos foi sonicada com 0,2 mL de TSB, em
nova placa com pocgos, durante 30 minutos, que foi, em seguida, incubada durante 24 horas
a 35+2°C. A avaliacdo do crescimento celular por turbidez visual (positiva ou negativa) e
por estrias/repiques confirmatérios em meios de cultura especificos para os microrganismos
que aderiram aos pinos, permitiram determinar os valores da MBEC para cada biocida, ou
seja, as doses minimas para erradicacdo dos biofilmes formados. Os resultados obtidos

foram comparados aos alcangados na determinacdo da MIC.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Selecao do diluente para recuperacio celular

O monitoramento microbioldgico de sistemas industriais € um requisito das Boas
Priticas de Fabricacdo, fundamental para melhorar a qualidade do processo. Neste
contexto, o primeiro ensaio realizado teve por objetivo selecionar o diluente de melhor
abrangéncia na recuperagdo celular dos grupos microbianos mais freqiientes em amostras
industriais contaminadas, para padronizar o seu uso em andlises microbiologicas de
amostras em geral e melhor caracterizar os microrganismos presentes em fluidos de corte,
objetos deste estudo. Foram utilizados cinco diluentes em amostras de distintos segmentos

industriais. Os resultados obtidos para cada segmento sdo mostrados nas Tabelas 6 a 10.

Tabela 6: Resultados médios de recuperacdo celular para amostras do segmento 1 (duas

amostras de aditivo para concreto).

Recuperacao celular nos diferentes diluentes (log UFC/mL)
Microrganismos Solucao Caldo Solucao de Agua Agua
salina Letheen Tween-80 destilada peptonada
Bactérias totais | 6,63 0,02 6,73 £0,09 6,64 + 0,04 6,65 +0,09 6,73 +£0,08
Coliformes 6,44 +0,01 5,62+047 6,15 + 0,05 6,84 +£0,02 6,48 £0,25
Fungos 6,30 +£0,01 6,04 £0,04 6,09 = 0,04 6,40 +0,05 5,86+0,11

Tabela 7: Resultados médios de recuperacdo celular para amostras do segmento 2 (seis

amostras de pasta de carbonato de célcio).

Recuperacao celular nos diferentes diluentes (log UFC/mL)
Microrganismos | Solucdo Caldo Solugdo de Agua Agua
salina Letheen Tween-80 destilada peptonada
Bactérias totais | 5,75 +0,09 5,73 +£0,06 5,38 £ 0,05 6,00 0,02 5,85+0,09
Coliformes 5,47+0,06 4,75 0,06 5,00 £ 0,04 541£0,05 5,66+0,05
Fungos 4,52 +£0,04 4,30+0,06 4,30+0,11 4,62 +0,03 4,35+0,08
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Para as amostras de aditivo para concreto, do segmento 1 (Tabela 6), observa-se que
a melhor recuperacdo para bactérias totais foi apresentada tanto pela 4gua peptonada quanto
pelo caldo Letheen, enquanto o melhor desempenho na enumeracdo do grupo dos
coliformes e dos fungos foi proporcionado pela d4gua destilada.

Nas amostras de pasta de carbonato de célcio, do segmento 2 (Tabela 7), a dgua
peptonada foi o diluente mais eficiente para o grupo dos coliformes. A 4gua destilada

recuperou em maior nimero as células dos grupos das bactérias totais e dos fungos.

Tabela 8: Resultados médios de recuperacdo celular para amostras do segmento 3 (duas

amostras de cola branca escolar e uma de tinta guache).

Recuperacao celular nos diferentes diluentes (log UFC/mL)
Microrganismos | Solucdo Caldo Solugdo de Agua Agua
salina Letheen Tween-80 destilada peptonada
Bactérias totais | 2,36 £0,04 2,70 £ 0,12 2,66 = 0,07 2,77+0,02 2,55 +0,08
Coliformes 6,20 +0,02 6,15 +£0,06 6,14 +0,12 6,10+0,03 6,07+0,11
Fungos 6,61 £0,06 6,43 +0,04 6,11 £ 0,07 6,31 +£0,04 6,17 £0,05

Tabela 9: Resultados médios de recuperacdo celular para amostras do segmento 4 (duas

amostras de detergente doméstico).

Recuperacao celular nos diferentes diluentes (log UFC/mL)
Microrganismos | Solucdo Caldo Solugdo de Agua Agua
salina Letheen Tween-80 destilada peptonada
Bactérias totais | 7,46 £0,08 7,50 + 0,05 7,39 £ 0,04 7,65+0,00 7,45+0,04
Coliformes 7,60 +0,03 7,49 £0,10 7,42 0,05 7,38 £0,00 7,49 £0,04
Fungos 7,43 +0,03 7.41+0,04 7,25 £0,06 6,63 +£0,04 7,43+0,04
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Tabela 10: Resultados médios de recuperagdo celular para amostras do segmento 5 (cinco

amostras de fluido de corte).

Recuperacao celular nos diferentes diluentes (log UFC/mL)
Microrganismos | Solucdo Caldo Solugdo de Agua Agua
salina Letheen Tween-80 destilada peptonada
Bactérias totais | 8,60 +0,13 8,44 + 0,07 8,60 = 0,07 8,86 £0,03 841+0,04
Coliformes 8,39 +£0,04 8,32+0,06 8,40 = 0,06 8,49+0,03 8,19+0,09
Fungos 8,22+0,04 8,25+0,06 7,73 0,17 7,89 +0,05 7,66 0,03

Para as amostras de cola branca escolar, os resultados observados na Tabela 8
mostram que o melhor desempenho na recuperacao de bactérias totais foi obtido com o uso
da 4gua destilada. O grupo dos coliformes e dos fungos foram melhor recuperados com a
solucdo salina.

Os resultados obtidos com as amostras de detergente doméstico (Tabela 9) indicam
que os grupos das bactérias totais, coliformes e fungos apresentaram maior recuperacao
celular com os diluentes dgua destilada, solucdo salina e d4gua peptonada, respectivamente.

De acordo com a Tabela 10 (amostras de fluido de corte), a dgua destilada
apresentou melhor desempenho para as bactérias totais e para os coliformes, ja o caldo
Letheen foi o diluente mais efetivo na recuperacio dos fungos.

Levando-se em consideracdo a recuperacdo celular dos grupos microbianos,
englobando todos os segmentos industriais analisados, os melhores resultados apresentados
para a recuperacao de bactérias totais foram obtidos com o uso da dgua destilada, enquanto
o grupo dos coliformes apresentou melhor recuperacdo tanto com a dgua destilada quanto
com a solucdo salina. Para os fungos, a dgua destilada e a solucdo salina foram mais
eficazes.

Portanto, de uma maneira geral, a 4dgua destilada apresentou 6timo perfil de
recuperagdo celular, pois propiciou melhor desempenho em trés dos cinco segmentos
industriais analisados. Além disto, tem como vantagem ser o diluente que ndo requer
preparacdo especial e é de menor custo dentre os testados. Assim, a utilizagdo da dgua

destilada como diluente em amostras diferenciadas possivelmente nao conduz a erros de
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andlise aprecidveis, sendo, portanto, este o diluente selecionado para a metodologia em
estudo, nos ensaios relativos a recuperagdo celular.

Parte dos resultados apresentados neste item foi publicada nos Anais do XV

Simpdsio Nacional de Bioprocessos, Sinaferm, realizado em Recife, de 2 a 5 de agosto de

2005 (Capelletti et al., 2005).

4.2- Grupos de microrganismos predominantes em fluidos de corte mineral

Para que se tivesse uma nocdo global do nivel de contaminagdo em amostras
industriais e do perfil dos contaminantes, foram analisadas 163 amostras de nove industrias
que fazem uso de fluido de corte mineral. Dentre estas, a quantidade de amostras
contaminadas foi de 33% em relacdo ao limite aceitivel de contaminantes para este
segmento de mercado industrial, em que sdo consideradas como satisfatérias as amostras
com contagem inferior a 10 UFC/mL para cada grupo microbiano analisado. A
manuten¢do da contaminacdo microbiana inferior a este nivel ao longo do tempo propicia a
reciclagem continua do fluido de corte sem acarretar problemas ao sistema, de acordo com
os historicos observados em diferentes industrias (IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda.,
2006).

Os resultados obtidos evidenciam que a parcela de amostras contaminadas em comparagao
as amostras sem contaminagdo € significativa, principalmente por estas industrias terem
como prética o uso de biocidas para o controle do sistema.

Geralmente, quando a concentracao de um dado grupo de microrganismo € superior
a 10* UFC/mL no fluido de corte, a formacdo de biofilmes € freqiientemente constatada, e
neste caso, o retorno aos niveis satisfatorios de contaminacao torna-se dificultado.

A percentagem de contaminagdo por variados grupos de microrganismos foi

analisada nas nove industrias, e as médias obtidas sdo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5: Anélise microbioldgica em amostras de fluido de corte mineral.

Dentre as amostras contaminadas, o grupo de microrganismos majoritariamente
encontrado foi o das bactérias aerébias totais, representando 30,2% da microbiota presente
nas amostras. O segundo grupo mais freqiiente foi o das enterobactérias (coliformes), que
constituem um subgrupo das bactérias aerobias, e sdo anaerdbios facultativos.

Quando o sistema de distribuicdo da emulsdo cessa, as bactérias aerdbias
rapidamente utilizam o oxigénio dissolvido no meio, mantendo condi¢des favordveis ao
desenvolvimento dos microrganismos anaerdbios (estritos e facultativos). Apds o
esgotamento do oxigénio, as bactérias anaerdbias crescem e sdo responsdveis pelo odor de
sulfeto de hidrogénio na emulsdo, conhecido como “Monday Morning Odor” (Milacron
Marketing Co., 1999). A presenca de bactérias planctonicas anaerdbias em sistemas com
oxigenacdo mostra que espécies aerdbias e anaerdbias podem coexistir, € que nichos
especificos para cada um destes grupos sdo presentes no sistema. Estas bactérias podem,
possivelmente, ser provenientes do desprendimento de biofilmes.

A presenca de coliformes indica que microrganismos comumente associados a mas
condic¢des de higiene, e com potencial de risco patogénico podem estar presentes. A origem
desta contaminacdo pode ser tanto fecal quanto ambiental (provavelmente da agua
utilizada). Este grupo também causa odor desagradével ao fluido de corte.

As bactérias sulfato-redutoras fazem parte do grupo das bactérias anaerdbias, e t€ém

como principal caracteristica a grande capacidade de causar corrosao. Podem sobreviver em
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condi¢cdo de aerobiose, permanecendo em estado latente por tempo prolongado, e a partir
do momento em que ha redugdo da tensdo de oxigénio, estas voltam a proliferar (Pintado e
Montero, 1986).

A baixa incidéncia de fungos nas amostras analisadas pode ser explicada pela
observagdo de Runge e Duarte (1989) que cita que quando a contaminagdo por bactérias é
elevada, o crescimento de fungos em suspensdo é comprometido. Tal fato pode ser
atribuido a alta densidade populacional no meio (limitante fisico de crescimento) ou ao pH
desfavoravel a proliferacdo dos fungos.

Os fungos filamentosos freqiientemente estdo associados a entupimento de canais e
prejuizos no fluxo de emulsdo através das tubulacdes e calhas. Biofilmes bacterianos
facilitam a adesdo destes fungos, que preferencialmente se desenvolvem em superficies
(Milacron Marketing Co., 1999). Em contraste, o desenvolvimento de leveduras é favoravel
no seio do fluido.

Em relacdo a presenga de bactérias esporuladas, estas ficam em estado latente até
que as condi¢Oes nutricionais do meio sejam adequadas para o seu desenvolvimento ou até
que uma mudanca drastica das condi¢des em que se encontram as facam retornar a seu
estado metabdlico vegetativo.

Assim, tendo como referéncia que apés duas semanas de uso os fluidos de corte ndao
tratados com biocidas geralmente apresentam concentragdo bacteriana em torno de
10° UFC/mL (Runge e Duarte, 1989), o controle, principalmente das bactérias aerdbias
planctonicas, nos primeiros estidgios de uso, é imprescindivel para que a formacgdo de

biofilmes seja evitada.

4.3- Caracterizacao do fluido de corte amostrado

O fluido de corte (emulsdo 6leo/dgua a 5% v/v), objeto deste trabalho, sem uso e
apos utilizacdo por dois anos na usinagem de metais, apresentando ainda estabilidade em
emulsdo, foi caracterizado quanto ao grau de contamina¢do, pH, viscosidade e densidade.

Os resultados sdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Propriedades dos fluidos de corte sem contaminacio e contaminado.

.~ Fluido de corte Fluido de corte
Caracterizacao C .
sem contaminacao contaminado

Bactérias aerdbias totais (log UFC/mL) <2,00 9,47 £0,05
Coliformes (log UFC/mL) <2,00 5,34 +0,03
Bactérias anaerébias (log UFC/mL) <2,00 5,00 + 0,00
Bactérias sulfato-redutoras (log UFC/mL) <2,00 3,00+ 0,00
Fungos (log UFC/mL) < 2,00 <2,00
Viscosidade (Cp) 3 48
Densidade (g/mL) 1,00 0,99
pH 9,68 6,71

Em relagdo a andlise microbioldgica, a amostra contaminada apresentou um alto
grau de contaminacdo bacteriana, sendo 10° UFC/mL de bactérias aerdbias totais e dentre
estas, 10° UFC/mL foram identificadas como sendo pertencentes ao grupo coliformes. De
acordo com Christensen e Characklis (1990), um elevado nimero de bactérias aerdbias
presentes na fase aquosa aumenta a probabilidade de ocorrer a formagdo de biofilmes no
sistema, pois estas sdo consideradas colonizadoras primérias de superficies sélidas.

Bactérias anaerdbias também estavam presentes em grande concentrac¢io, e dentre
estas, houve a detec¢do de bactérias do tipo sulfato-redutoras. Fungos ndo foram detectados
no fluido de corte amostrado.

Quando as amostras sem contaminacdo e contaminada sdo comparadas, observa-se
que a densidade do fluido praticamente nao foi afetada, enquanto o pH sofreu aprecidvel
reducdo e a viscosidade aumentou drasticamente. As provdveis razdes para tais
modificagdes nas propriedades originais do fluido quando ha contaminacdo microbiana
estdo relacionadas a producdo de metabdlitos celulares, majoritariamente 4cidos, que
reduzem o valor do pH, enquanto a viscosidade consideravelmente mais elevada pode ter
origem pela presenca do alto grau da populacido microbiana, aos detritos de lise celular e ao
EPS produzido pelas células (Runge e Duarte, 1989).

E aceito, pelas industrias que utilizam fluido de corte, que o mesmo possa ainda ser
utilizado satisfatoriamente quando com pH acima de 8,7. A tolerancia para seu uso com

valor entre 7,8 e 8,7 exige a adi¢do de biocidas para controlar o grau de contaminagdo, e a
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correcdo do pH com agentes alcalinizantes. Para valores de pH inferiores a 7,8 é realizada a
troca do material. Em relacdo a viscosidade, quando esta se encontra elevada, a circulagao
do fluido pelos maquindrios € mais dificil e a usinagem das pecas € prejudicada (Runge e
Duarte, 1989).

Devido as condi¢des estabelecidas para o monitoramento e uso do fluido de corte, a
inddstria fornecedora do material contaminado, utilizado no presente estudo, o descartou e
substituiu por novo produto.

Os ensaios descritos a seguir, efetuados com a amostra deste material descartado,
tiveram como propdsito a verificacdo da possibilidade de evitar ou minimizar as condi¢des
para que o descarte ocorra, adaptando-se a metodologia para a erradicacdo dos biofilmes
formados nestas condi¢des. Caso o intuito seja atingido, os fluidos poderiam ser
recuperados ou reconstituidos com novos componentes livres de contaminagdo, diminuindo

0 custo e o prejuizo ambiental com o descarte do mesmo.

4.4- Contaminantes planctonicos aerébios na amostra

A Tabela 12 mostra os resultados da caracterizacdo dos microrganismos
planctonicos aerobios presentes no fluido de corte avaliado. Tais cepas foram selecionadas
com base nas diferengas morfolégicas aparentes em meio de cultura sélido (TSA).

O teste de coloracdo de Gram foi efetuado com todos os microrganismos isolados da
amostra contaminada (43 cepas bacterianas), as quais passaram pelo primeiro repique apos
o isolamento. O teste de degrada¢do de hidrocarboneto foi efetuado somente com 37 cepas,
devido a presenca de seis microrganismos, possivelmente fastidiosos ou mesmo ndo-
cultivaveis (14% dos isolados), que ndo puderam ser reativados a partir do repique utilizado
para o teste de coloracdo de Gram. Microrganismos desta natureza sao considerados como
culturas vidveis ndo cultivdveis, freqlientemente encontrados em amostras ambientais e em
biofilmes, cuja adaptacdo é quase sempre restrita a0 meio em que se encontram, por nao
resistirem ao processo laboratorial de rotina (repique de culturas puras em meios de cultura
tradicionais), necessario aos experimentos (Arcuri, 2000). Assim, as cepas isoladas nao
representam em numero ou em variedade o total presente neste meio, mas sim, ocorre 0O
favorecimento de grupos com crescimento rdpido e com melhor adaptacdo as condi¢des de

cultivo utilizadas em laboratério (Streit er al., 2004). Para se determinar as condicdes
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6timas de crescimento de um dado microrganismo, considera-se o ambiente no qual o
mesmo ¢ freqiientemente encontrado. Contudo, uma das dificuldades do cultivo em
laboratério € a avaliagdo do meio em que este vive, uma vez que, por exemplo, 1 cm’ de

solo pode conter uma variada gama de microambientes.

Tabela 12: Cepas aerdbias isoladas na amostra de fluido de corte contaminado.

Caracteristica Total de cepas
Gram-positivas 1
Gram-negativas 42
Bactérias nao cultivaveis / fastidiosas 6
Bactérias degradadoras de hidrocarboneto 23

O predominio das bactérias Gram-negativas na amostra de fluido de corte (97,7%)
estd de acordo com as informagdes obtidas em literatura. Bactérias Gram-positivas sao
pouco comuns em fluidos de corte, com adaptacdo de até uma semana para crescerem. Em
contraste, as bactérias Gram-negativas crescem em apenas dois dias neste meio (Milacron
Marketing Co., 1999). A presenca majoritaria deste grupo indica que os contaminantes
podem apresentar facilidade de adesdo a superficies, devido a grande freqiiéncia de
espécies com apéndices celulares, além da maior capacidade de adaptacdo e mutagdo
genética que as bactérias Gram-positivas. Este potencial particular do grupo caracteriza os
microrganismos pertencentes a ele como provaveis causadores de problemas
microbioldgicos, principalmente na formacdo de biofilmes (Christensen e Characklis,
1990). Outra caracteristica distinta deste tipo celular € a composi¢cdo da membrana externa
da parede celular, que contém elevado conteido de lipideos e de lipoproteinas, além da
presenca de espago periplasmdtico, aspectos considerados importantes na resisténcia a
penetracdo das substincias ativas dos biocidas.

A Figura 6 ilustra os resultados de referéncia para o teste de degradacdo de

hidrocarboneto.
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(b)

Figura 6: Padrao dos resultados para o teste de degradacdo de hidrocarboneto. (a) resultado

negativo e (b) resultado positivo.

A caracteristica de degradacdo de hidrocarboneto foi majoritdria dentre os
microrganismos presentes no fluido de corte amostrado (62,2% do total de cepas
cultivdveis). As conseqiiéncias desta atividade metabdlica (consumo do carbono),
observadas pelos manipuladores na inddstria, sdo a ocorréncia da desestabiliza¢do da
emulsdo (separagdo das fases aquosa e oleosa), a modificacdo das suas propriedades fisico-
quimicas (conforme observado no item 4.3, Tabela 11), e a interferéncia direta na qualidade
do material usinado (Morton, 1987). Além destas, as alteracdes causadas pela presenga
destes microrganismos, mesmo estando a baixas concentra¢des, sao mais rdpidas e intensas
que as observadas por contaminantes sem esta caracteristica, o que contribui para a
deterioracdo do fluido de corte a curto prazo e praticamente inviabiliza sua recuperagdo se a
deterioracdo € muito intensa.

Os hidrocarbonetos podem ser inativos, inibidores ou estimulantes para os
microrganismos (Lima, 1975). Os microrganismos podem utilizar hidrocarbonetos como
unica fonte de matéria organica para o desenvolvimento de seus processos vitais. Algumas
bactérias usam asfalto e fendis, substincias consideradas como xenobidticas ou mesmo
microbicidas. Do imenso nimero de microrganismos conhecidos, apenas uma centena de
géneros € citada na literatura como sendo capaz de utilizar hidrocarbonetos em seu
metabolismo. A maioria € constituida por bactérias, havendo também fungos filamentosos e

leveduras. As algas tém importancia na formagdo do petréleo, mas ndo sdo citadas como
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utilizadores de hidrocarbonetos. Dentre os microrganismos citados, trés grupos foram mais
estudados pela comunidade cientifica por serem importantes em sua atividade nos
processos naturais: Pseudomonas (P. aeruginosa, P. oleovorans, P. boreopolis, P.
fluorescens, P. putida, P. methanica), Desulfovibrio (D. desulfuricans, D. aestuarii),
Actinomicetos (géneros Nocardia, Actinomyces, Mycobacterium).

Em estudos realizados em meios de fermentagdo com hidrocarbonetos, sdo
comumente relatados como produtos finais da atividade microbiana outros hidrocarbonetos
mais simples, dcidos, dlcoois e cetonas. Alguns microrganismos oxidam o hidrocarboneto
mais completamente, até diéxido de carbono e dgua. Esta acdo, quando ndo sujeita a
controle, pode levar a prejuizos como, por exemplo, a deterioracio de combustiveis,
producido de sulfetos nos gases naturais, decomposi¢ao de lubrificantes, corrosdo e outros
(Lima, 1975).

A capacidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos, que ocorre em algumas
populacdes de microrganismos nativas em ambientes poluidos com 6leo, deve-se, segundo
Leahy e Colwell (1990) a trés mecanismos inter-relacionados: indu¢do e/ou repressao de
enzimas especificas, mudancas genéticas que resultam na aquisicdo de novas atividades

metabdlicas e selecdo de cepas capazes de transformar tais compostos.

4.5- Concentracoes inibitéoria minima e de morte das células plancténicas

A concentra¢do inibitéria minima do biocida (MIC) corresponde a quantidade
necessdaria para que haja a diminuicdo do metabolismo celular dos contaminantes,
impedindo o aumento da proliferagdo microbiana, enquanto a concentracio minima de
morte (CMM) se refere a quantidade do biocida que elimina os microrganismos.

Estes testes sdo imprescindiveis para controlar o grau de contaminagdo por células
planctonicas, reduzindo a possibilidade de que as mesmas formem biofilmes e que o fluido
se desestabilize pelo excesso de contaminantes.

Os valores encontrados neste ensaio melhor direcionam a adi¢cdo do biocida, de
forma que este ndo seja utilizado em quantidade além da necessdria (onerando o custo de
operacao e causando toxicidade aos manipuladores), e nem abaixo da dosagem de atividade

(falsa seguranca no controle microbioldgico).
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A Tabela 13 apresenta os resultados de MIC e de MMC obtidos para cada biocida

testado na amostra de fluido de corte contaminado em estudo.

Tabela 13: Determinacdo da MIC e da CMM para os contaminantes planctonicos da

amostra de fluido de corte.

Biocida Concentracao Faixa testada MIC MMC
recomendada (% v/v) (% vIv) (% viIv) (% viIv)
FBP-124 0,15 0,22 - 0,003 0,056 0,056
FBP-128 0,10 0,15 - 0,002 0,075 0,075
FBP-140 0,15 0,22 - 0,003 0,007 0,028
FBP-417 0,50 0,75-0,011 0,093 0,093
BNP-115 0,30 0,45 - 0,007 0,014 0,014
BP-180 0,12 0,18 - 0,003 0,045 0,045
BP-509 0,20 0,30 - 0,046 0,075 0,075

As concentragdes recomendadas para todos os biocidas testados mostraram-se
adequadas para inibir o metabolismo e eliminar os contaminantes planctonicos na amostra,
indicando que neste caso nido had presenca de microrganismos resistentes ao tratamento
convencional. Um estudo realizado por Ludensky (2003) com uma cepa de Sphaerotilus
natans, importante constituinte de biofilmes em trocadores de calor e em sistemas de
fabricacdo de papel, mostrou que a mesma, em forma planctonica, desenvolveu resisténcia
aos biocidas a que foi exposta, em concentragdes subletais, em um periodo de 10 semanas.
Assim, a auséncia de microrganismos resistentes no sistema aqui estudado indica que o
mesmo estava sendo tratado com dosagens adequadas de biocida para a eliminacdo de
células planctonicas. Provavelmente a falta de controle na concentracdio microbiana do
fluido de corte estd vinculada a presenca de biofilmes em equipamentos e tubulagdes, que
podem recontaminar rapidamente o produto.

A indicagdo para a concentragdo de uso dos biocidas € baseada na quantidade de
principio ativo em cada formulacdo, portanto, o biocida que apresentou melhor resultado

em relacdo a respectiva concentracao de uso foi o BNP-115 (com o menor valor de MMC),
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sendo efetivo contra as bactérias planctonicas a uma concentracdo de 4,7% da dosagem de
uso, deixando um residual de ativos de 95,3% disponiveis no fluido para aumentar o tempo

entre as adi¢Oes dos agentes antimicrobianos, que, na prética, ocorre uma vez por semana.

O biocida FBP-140 apresentou acdo bacteriostatica mais pronunciada que os
demais, por requerer concentracio quatro vezes maior que a inibitéria para eliminar os
contaminantes da amostra, além de ter apresentado o menor valor para promover a inibi¢ao
do crescimento dos microrganismos (MIC). Isto se deve provavelmente ao fato deste
biocida conter em sua formulagdo somente um agente ativo, o piritionato de sédio, que
conceitualmente apresenta carater bacteriostdtico até mesmo em altas concentracdes (IPEL
Itibanyl Produtos Especiais Ltda., 2006).

Os biocidas FBP-128 e BP-509 apresentaram os mesmos valores, tanto para MIC
quanto para MMC. Porém, para o BP-509 € recomendado que se utilize uma maior
quantidade em relacio ao FBP-128 para que o residual de ativos (margem entre a
concentracdo necessdria e a de uso) possibilite a atividade nestas condi¢des, ja que a acao
proporcionada pelo sinergismo dos seus principios ativos tende a ser mais rapida contra os
microrganismos (IPEL Itibanyl Produtos Especiais Ltda., 2006).

Os biocidas testados, em ordem crescente de concentracdo necessdria para eliminar
as células planctdonicas em relacdo as suas respectivas concentragdes de uso foram:
BNP-115 (4,7%), FBP-140 e FBP-417 (18,6%); FBP-124, BP-180, BP-509 (37,5%) e
FBP-128 (75%).

4.6- Preservaciao da emulsao apés subseqiientes recontaminacoes

Este ensaio teve como objetivo complementar a avaliagdo da efetividade dos
biocidas testados, utilizando a amostra de fluido de corte contaminado (10° UFC/mL)
devidamente aditivada, visto que o controle do grau de contamina¢do dos microrganismos
planctonicos é essencial para prevenir a formacao de biofilmes. Amostras do fluido de corte
foram aditivadas com os respectivos biocidas e foram submetidas a reinoculacdes
propositais a cada 2 dias com os proprios contaminantes nativos da amostra original.
Assim, houve uma simulacio da constante contaminagdo verificada no ambiente industrial.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 14.



48

Tabela 14: Contagem microbiana das amostras com diferentes biocidas a cada intervalo de

ensaio.

Biocida Periodo do ensaio e contagem microbiana (log UFC/mL)
adicionado 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias * 10 dias
FBP-124 - 0,15% 2,81£2,12 2,48 £0,21 2,40+ 0,42 2,54 £ 0,08 2,40+ 0,21
FBP-128 - 0,10% 3,56 + 2,83 2,18+ 1,75 2,00 £ 0,00 2,18 £ 0,21 2,18 £ 0,21
FBP-140 - 0,15% > 7,00 £ 0,00 > 7,00 £ 0,00 > 7,00 £ 0,00 > 7,00 = 0,00 > 7,00 £ 0,00
FBP-417 - 0,50% 2,00 £ 1,41 <2,00+ 141 <2,00+0,00 <2,00 £ 0,00 2,90 £ 0,00
BNP-115 - 0,30% 2,74 £ 3,54 2,87 £ 0,04 <2,00£0,07 <2,00£0,04 <2,00£0,00
BP-180 - 0,12% <2,00£0,00 <2,00+1,41 <2,00£141 <2,00 £0,00 2,78+ 0,10
BP-509 - 0,20% 2,65+2,12 2,70 £ 0,00 2,78 £ 0,10 2,60 + 0,00 3,60 £ 0,14

* Contagem apd6s inéculo dobrado de 1000 pL/amostra.

O bom desempenho de cada biocida durante o periodo do ensaio permitiu
determinar com boa margem de seguranca a confiabilidade na dosagem recomendada e
estabilidade do grau de contaminacao do fluido de corte, até nova adicao de biocida, que é
geralmente realizada semanalmente.

O biocida BP-180 apresentou melhor desempenho inicial na redugdo dos
contaminantes, mantendo-a durante oito dias, com contagem final satisfatéria de 6 x 10?
UFC/mL na emulsdo. O BP-509 apresentou contagem superior, em 1 unidade logaritmica,
apos o reindculo mais concentrado, porém nao ultrapassou o limite requerido, atingindo 10°
UFC/mL.

De uma maneira global, todos os biocidas mantiveram a concentracdo celular
controlada abaixo de 10* UFC/mL, independentemente do reinéculo mais concentrado
(1.000 pL / 50 g de amostra) introduzido apds a contagem no oitavo dia, com excec¢do do
FBP-140. Para este biocida, a concentracao residual na emulsao apds a diminui¢do da carga
microbiana inicial ndo foi suficiente para impedir a contaminagdo apds os reindculos.

Tais resultados indicam que o residual de biocida (diferenga resultante entre o valor
da MIC e a concentragdo de uso) pode proporcionar baixa vulnerabilidade do sistema a
contaminac¢do, evitando a necessidade de adicionar grandes quantidades de biocida no

tratamento de fluido deteriorado. Com isto, o controle microbioldgico torna-se mais efetivo,
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além de espacar os intervalos para nova adi¢do de biocida, e de aumentar o periodo de vida

util do fluido de corte em uso.

4.7- Formacao de biofilmes no sistema MBEC™

4.7.1- Avaliacao da adequacao do inéculo

4.7.1.1- Inoculacao com a amostra contaminada

Como referéncia, Olson et al. (2002) recomendam o periodo de até 24 horas para a
formacdo de biofilme (10° UFC/pino) com inéculos formados por culturas puras, em
suspensdo de aproximadamente 10° UFC/mL. No caso da amostra de fluido de corte
contaminado inicialmente com 2,9x10° UFC/mL por variados tipos microbianos, houve a
geracdo de biofilme com 10° UFC/pino a partir de 24 horas, como mostra a Figura 7,
resultado este considerado satisfatorio. Este periodo foi superior ao pré-determinado para
vdrias culturas puras, o que era esperado, devido provavelmente ao fato de que quando o
indculo € formado por variados tipos microbianos, as cepas podem apresentar distintos
tempos de crescimento, além da adaptacdo dos microrganismos ali presentes (expostos a
condicdo propicia para a formagdo de biofilme), e também a competi¢do entre 0s mesmos

para o estabelecimento de um novo nicho (adesao no suporte do dispositivo de ensaio).

Concentragao celular
{log UFCipino)

4 1 1 | | 1 1
0 10 20 a0 40 a0 B0

Tempo de incubacao (h)

Figura 7: Cinética de formacdo do biofilme no dispositivo MBEC ", com amostra de fluido

de corte contaminada (indculo 1).



50

Nota-se que hd uma tendéncia no comportamento celular durante a formacdo do
biofilme, em ciclos repetitivos. No periodo inicial, ocorre crescimento progressivo do
biofilme e posteriormente ocorre queda no numero de células aderidas, supostamente
decorrente de morte celular por processo natural. No ciclo consecutivo, o processo de
adesdo progride, até que novamente a etapa de reducdo na quantidade de células se instale,
porém mais bruscamente, podendo significar uma fase de amadurecimento do biofilme.
Assim, aumentam as populacdes microbianas que encontrarem melhores condi¢Oes de
sobrevivéncia, e diminuem aquelas que sao mais fracas ou inadequadas, seguindo a lei da
selecdo natural.

Apesar da ocorréncia de queda na adesao celular em determinados periodos de
formacdo do biofilme, o nimero de células ndo caiu abaixo de 10° UFC/pino ap6s 27 horas.
A metodologia utilizada, portanto, mostrou-se efetiva com o uso do indculo 1, atingindo e
mesmo excedendo a quantidade minima de células aderidas necessdrias para os ensaios de
susceptibilidade (10° UEC/pino).

A Tabela 15 mostra quais foram os grupos de microrganismos que aderiram aos

corpos de prova do dispositivo MBEC™, apds 48 horas de incubagdo.

Tabela 15: Microbiota presente nos pinos do dispositivo MBEC™.

Tipos de microrganismos Concentracao relativa de células aderidas

(log UFC/pino)
Bactérias totais 7,10 £ 0,07
Coliformes 4,90 £ 0,07
Bactérias anaerdbias 3,00 £ 0,00

Bactérias sulfato-redutoras ndo foram detectadas na forma aderida aos pinos. De
acordo com um trabalho realizado por Almeida et al. (2002), o mesmo ocorreu com
bactérias sulfato-redutoras detectadas na fase planctonica em um sistema de resfriamento
de refinaria (em torno de 107 cel/mL), as quais ndo estavam presentes no biofilme formado
a partir da mesma fonte. No caso do fluido de corte contaminado, este fato pode ser devido

provavelmente a sua baixa concentragdo encontrada na fase planctdnica em relacdo aos



51
demais contaminantes, podendo ter ocorrido o processo de competicdo natural entre os
mesmos € o nao-favorecimento da minoria na formacdo de biofilmes. Também se pode
considerar que este grupo ndo apresente uma forte capacidade de adesdo ao material do
dispositivo de ensaio (acrilico), comparadamente aos demais microrganismos.

A presenca de bactérias do tipo anaerébias mostram que o biofilme formado contém
a estrutura requerida para ser submetido aos ensaios pretendidos, visto que biofilmes
maduros contém baixa concentragdo de oxigénio disponivel em sua parte interna. Pode-se
atribuir a este fato a baixa difusdo de oxigénio que € dificultada pelas camadas externas, e a
sua taxa de utilizacdo pelos microrganismos superficiais ser muito alta (Allison er al.,

2000).

4.7.1.2- Inoculacao com a suspensao contendo os microrganismos isolados

O indculo 2, testado no presente ensaio, foi submetido a formacgao de biofilme para
que se pudesse avaliar se o isolamento dos microrganismos presentes na amostra
diferenciaria no desempenho apresentado pelo inéculo 1, onde a interacdo entre os
microrganismos ndo foi alterada. O procedimento de isolamento é muito comum em
laboratérios de microbiologia para a realizagao de experimentos, mas geralmente contrasta
com a realidade apresentada pela maioria dos ambientes naturais.

Os microrganismos isolados, contaminantes da amostra de fluido de corte original,
que foram colocados artificialmente em consorcio em propor¢des iguais constituindo um
in6culo inicial de 1x10° UFC/mL, ndo atingiram a concentracio de células aderidas de
10° UFC/pino em até 72 horas de incubacdo, chegando apenas a 10° UFC/pino (Figura 8).
Ao final deste periodo, foi verificado o grau de crescimento microbiano no fluido
submetido ao cisalhamento, sendo detectadas 2x108 UFC/mL, ou seja, o farto nimero de
células planctonicas disponiveis para a adesdo, neste caso, ndo contribuiu para o aumento
da quantidade de células aderidas.

Estes resultados corroboraram com os resultados obtidos por Olson et al. (2002),
que verificaram que algumas bactérias, embora vidveis in vitro, ndo formaram biofilme em
condi¢des padrao de cultivo, sendo necessdria a adicdo de meio de cultura para o
enriquecimento das cepas antes da submissao ao processo de adesdo. Uma vez atendida esta
condic¢do, e submetidas a formacao de biofilmes, tais bactérias requereram um tempo maior

para aderir aos pinos, entretanto, formaram biofilmes com sucesso.
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Figura 8: Cinética de formacio do biofilme no dispositivo MBEC ", com os microrganismos

isolados (inéculo 2).

Para descartar a hipdtese de que as cepas sob estudo poderiam estar debilitadas, o
processo de enriquecimento com o uso do meio TSB foi efetuado, acrescido do preparo de
um novo inéculo mais concentrado (1x10'® UFC/mL). ApOs a repeti¢do do ensaio sob tais
condi¢Oes, verificou-se que a adesdo celular foi similar a anteriormente obtida sem o meio
TSB, indicando que a nao-formagdo de biofilme independe da concentracdo inicial do
in6culo para concentracdes a partir de 10° UFC/mL.

Uma hipdtese para este fato € que por mais criterioso que seja o procedimento de
isolar os microrganismos, € muito dificil resgatar a totalidade da diversidade microbiana
envolvida na formacgdo do biofilme original, e o processo de isolamento pode ter rompido a
proporcionalidade e interacdo entre espécies. Assim, as caracteristicas originais do bio-
sistema foram afetadas, alterando a capacidade de adesdo, visto que o indculo 1 (amostra de
origem do in6culo 2) foi utilizado satisfatoriamente como meio para a obten¢do de células
aderidas.

Desta forma, o indculo 2 (suspensdao produzida a partir de microrganismos
1solados) ndo se mostrou apropriado para a formacgdo efetiva de biofilmes in vitro, que
requer uma quantidade minima de células aderidas de 10° UFC/pino para que haja a

necessdria maturacdo e producdo de EPS pelos microrganismos e assim ser submetido
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confiavelmente a ensaios para a avaliacdo da susceptibilidade a biocidas visando sua

erradicacgdo.

4.7.2- Periodos de formacao e de sonicacao do biofilme

No intuito de avaliar a equivaléncia dos biofilmes formados no dispositivo
MBEC™, a contagem de células aderidas em diferentes posicdes dos corpos de prova
(pinos) foi efetuada.

De acordo com a Figura 9, a variacdo da concentracdo de células aderidas entre os
pinos, para cada periodo de incubagdo nio excedeu uma ordem de grandeza (uma escala
logaritmica), que € o parametro para a comprovacdo de similaridade em andlises
microbioldgicas industriais (Pharmeuropa, 2003). Portanto, os biofilmes formados neste
aparato de ensaio podem ser considerados como equivalentes em qualquer posi¢do dos
pinos que o constituem, utilizando como indculo fluido de corte contaminado com varias

espécies microbianas.
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Figura 9: Avaliacdo comparativa entre os biofilmes formados nos pinos do dispositivo
MBEC™, apd6s 24 horas e 48 horas de incubacao. A codificacao utilizada para os pinos € do
tipo letra e nimero, onde as letras indicam as colunas (A a H) e os nimeros, as linhas (1 a

12).
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Uma vez que o inéculo formado pela combinagdo das cepas isoladas (indculo 2) ndo
foi adequado para a formagdo de biofilmes na concentragdo celular esperada, somente a
amostra de fluido de corte contaminado (inéculo 1) foi utilizada nos experimentos
subseqiientes.

O ensaio aqui descrito objetivou a otimizac¢do do procedimento experimental, com a
obtencdo de resultados confidveis, no minimo tempo possivel, para que os casos de
contaminacdo industrial sofram rdpida intervencao, evitando retrabalho e desperdicios.

O contato prolongado da amostra com a superficie dos pinos no dispositivo
MBEC™ propicia a formacdo do biofilme. A variacdo deste tempo de contato pode gerar
biofilmes diferenciados em relacdo a sua estrutura (maduro ou fragil) quando o mesmo
indculo € incubado por distintos periodos. Tal adesdo é constatada através da liberagdo das
células submetendo o biofilme a sonicagdo. Porém, de acordo com a duracdo do
procedimento de sonicacdo pode ocorrer uma boa recuperacio ou lise celular, sendo vital
determinar o tempo 6timo para a realizagdo destes ensaios. O experimento seguinte foi
planejado para definir o tempo de sonicagdo para o presente estudo.

Segundo a metodologia MBEC™, para a sonicacdo é recomendado o periodo de 5 a
30 minutos, dependendo do tipo e da poténcia do equipamento utilizado. Tendo esta
informac¢do como base, os ensaios foram inicialmente realizados com tempos de sonicagao
entre 5 e 20 minutos, com amostragens efetuadas a cada 5 minutos. Nesta faixa estudada,
verificou-se que a recuperacdo celular aumentou progressivamente até 15 minutos, com
estabilizacdo em 20 minutos. Embora a literatura ndo indique um tempo superior a 30
minutos para a sonicag¢do, foi efetuado o teste também com 40 minutos para averiguacdo da
ocorréncia de maior viabilidade ou morte celular por lise.

A Tabela 16 mostra os resultados obtidos variando-se os tempos de incubacao para

a formacdo do biofilme, e de sonicacdo a partir de 20 minutos, utilizando fluido de corte

contaminado no dispositivo MBEC™.
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Tabela 16: Adesdo celular em diferentes tempos de incubacdo do indculo, obtida pela

recuperacgao das células aderidas por sonicagao.

Tempo de Contagem microbiana nos diferentes periodos de
incubacao (h) sonicacao (log UFC/mL)

20 minutos 30 minutos 40 minutos
24 6,11 +£0,00 6,11 £ 0,00 6,30 £ 0,00
27 5,81 £ 0,00 5,81 £ 0,00 6,65 £ 0,07
44 8,98 £0,11 7,93 £ 0,04 6,40 £ 0,14
48 6,74 + 0,06 7,13 £ 0,07 8,11 £0,00
52 6,84 £ 0,21 7,48 £ 0,21 8,30 £ 0,07

Observa-se que em 24 horas, o nimero de células atingiu o limite minimo de
células aderidas (10° UFC/mL) recomendado para os testes, nos trés periodos de sonicacio
utilizados, com pequena variacao (considerada desprezivel) para os valores obtidos. Em 27
horas, 20 e 30 minutos de sonicac@o apresentaram o mesmo valor de recuperagdo celular,
enquanto no periodo de 40 minutos recuperou-se uma quantidade 14,2% superior de
células, mas de acordo com o estabelecido pelos laboratérios industriais (Pharmeuropa,
2003), esta diferenca ndo € significativa. Em 44 horas, verifica-se perda celular crescente
com o aumento do periodo de sonicacdo, possivelmente em decorréncia de perda
progressiva das células por lise. Em 48 e 52 horas, entretanto, a recuperacdo de células é
proporcional ao tempo de sonica¢do, indicando momentos nos quais as células estdo menos
susceptiveis ao estresse gerado pelo ultrassom durante o procedimento de sonicagao.

Com estes resultados, o periodo de escolha para a sonicacdo foi o de 30 minutos,
por apresentar o melhor compromisso entre recuperagdo e perda celular.

Apesar do periodo de incubagdo de 24 horas proporcionar adesdo celular minima
para o estudo, a obtencdo de um biofilme mais robusto e com maior exposi¢ao as tensoes
de cisalhamento condiz com a realidade industrial enfocada. Em funcdo disto, como foi
observada uma menor fragilidade celular nos biofilmes formados com 48 horas e 52 horas,
concluiu-se que o periodo mais adequado para a formagdo do biofilme em questdo é de 48
horas. Isto permite a otimizacdo do tempo de ensaio para agilizar a intervengao
antimicrobiana no sistema contaminado por biofilmes. Outro fator determinante para tal

escolha é que este mesmo periodo € estipulado como prazo médio de incubagdo para a
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deteccdo de bactérias planctdonicas, que apresentam taxa metabdlica mais alta em
comparacao as bactérias sésseis (Jefferson, 2004), na maioria dos ensaios laboratoriais de
rotina.

Assim, para o estudo do biofilme formado a partir da amostra de fluido de corte
contaminado (inéculo 1), o periodo de incubagdo para a obtengdo de células aderidas com
10" UFC/pino (quantificadas pela liberacdo do biofilme) foi estipulado em 48 horas, com
30 minutos de sonicacdo. O mesmo periodo de sonicacdo serd utilizado para a contagem

das células vidveis, apds o ensaio de susceptibilidade aos biocidas.

4.8- Comparacao da concentracio minima de biocidas para erradicacao do biofilme

A determinacdo da concentragdo minima de utilizacdo de um dado biocida para a
erradicacdo do biofilme (MBEC) tem o propdsito de auxiliar na minimizacdo do processo
de reinstalacdo dos microrganismos colonizadores (adesio em superficies), o que
freqiientemente volta a ocorrer quando o tratamento € baseado em dosagens convencionais
(testes para determinagdo da MIC e da MMC).

A eficacia de um biocida sobre biofilmes depende de diversos fatores, tais como a
capacidade de adsorcao e de difusdo pela matriz extracelular, e interagdo com as células
constituintes, de acordo com a composi¢do quimica € modo de acdo do produto.
Dependendo do biocida, um dos parametros citados pode ter maior importancia para
garantir a sua atividade.

Nas etapas iniciais deste ensaio, com o intuito de averiguar se a concentragdo do
indculo para a formacao do biofilme influenciaria na determinagdo da MBEC, foi utilizada
a amostra tal qual foi recebida da industria (indculol) e o mesmo foi diluido a 1%. Assim, o
inéculo 1 iniciou o processo de adesio com 10° UFC/mL enquanto a amostra diluida
iniciou com 10’ UFC/mL. Porém, apds 48 horas de incubagdo sob tensdo cisalhante, a
adesdo quantitativa em ambas as amostras foi a mesma (10’ UFC/pino).

Para averiguar uma das possiveis causas deste fendmeno, aliquotas da amostra com e
sem agitacdo mecanica (equipamento Vortex) foram preparadas e enumeradas para estimar
a agregacao presente no fluido de corte, assim como foi verificado por Stoodley et al.
(2001) em amostras de efluente contendo porcdes celulares disseminadas de um biofilme.

No entanto, ndo houve diferenca entre as duas contagens, sugerindo que ndo houve
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carreamento de grumos durante a dilui¢do, o que poderia favorecer a adesdao nos pinos
devido a um aumento nao previsto de massa celular no inéculo.

Entretanto, pode ter ocorrido a diminuicdo de metabodlitos toxicos no meio com o
procedimento de dilui¢do, contribuindo para que as cepas ficassem menos estressadas e
metabolicamente mais ativas, diminuindo, assim, o periodo para que a adesdo ocorresse,
apesar de uma menor quantidade de células planctonicas estarem presentes. Portanto, por
aderirem a 10" UFC/pino, os dois biofilmes formados, a partir de fluido de corte
concentrado (indculo 1) e de fluido de corte diluido a 1% em fluido de corte estéril, foram
submetidos aos testes de susceptibilidade a biocidas, cujos resultados estdo indicados nas
Tabelas 17 e 18.

Para o indculo 1, a triagem inicial dos biocidas, em concentracdes de 10, 25, 50 e 75
vezes a concentracdo de uso, resultou na erradicacdo do biofilme nas concentragdes de 25,
50 e 75 vezes, para todos os biocidas testados. Assim, foram necessdrios ensaios
suplementares para a determinacdo mais precisa da quantidade minima de biocida
necessdria para a erradicacdo do biofilme, entre os valores de 10 e 25 vezes, sendo entdo,
testadas as concentracdes de 12, 16, 19 e 22 vezes a concentracao de uso dos biocidas, sem
haver a necessidade de detalhamento entre 10 e 12 vezes por serem valores muito
proximos.

Para o in6culo 1 diluido a 1%, os resultados ndo foram semelhantes. O biofilme
formado apresentou maior resisténcia aos biocidas, em comparacdo ao biofilme formado
com a amostra concentrada. Possivelmente, a explicacdo mais plausivel para o fato € a
ocorréncia da selecdo de cepas menos susceptiveis, favorecidas na condi¢do imposta pela
diluicdo, e que aderiram aos corpos de prova. Além disto, a comunicacio intercelular,
denominada quorum sensing (Davies et al., 1998), através de moléculas sinalizadoras que
caracterizam as funcgdes e aptiddoes de uma dada populacido microbiana pode ter sido afetada

pela alteracdo na composi¢ao original da amostra.



Tabela 17: Susceptibilidade dos biofilmes formados com o in6culo 1.

Crescimento microbiano em concentracao de

Biocida Dy (% v/v)
biocida (x D,)
10 12 16 19 22 25 50 75

FBP-124 0,15 + - - - - - - -
FBP-128 0,10 + - - - - - - .
FBP-140 0,15 + - - - - - - n
FBP-417 0,50 + - - - - - - -
BNP-115 0,3 + - - - - - - -
BP-180 0,12 + - - - - - - ,
BP-509 0,20 + - - - - - - B,

Du: Dosagem de uso

x: Fator de aumento da concentracdo D,

(+) Presenca de crescimento microbiano

Tabela 18: Susceptibilidade dos biofilmes formados com o in6culo 1 diluido a 1%.

(-) Auséncia de crescimento microbiano

Crescimento microbiano em concentraciao de

Biocida Du (% v/iv)
biocida (x D,)

10 12 16 19 22 25 50 75
FBP-124 0,15 + + + + + - - -
FBP-128 0,10 + + + + + - - -
FBP-140 0,15 + + + + + + + -
FBP-417 0,50 + + + + + - - -
BNP-115 0,30 + + + + + + + +
BP-180 0,12 + + + + + - - -
BP-509 0,20 + + + + + + + +

Du: Dosagem de uso

x: Fator de aumento da concentragdo D,

(+) Presenca de crescimento microbiano
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(-) Auséncia de crescimento microbiano
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A partir de tais resultados, as concentracdes inibitérias minimas foram
determinadas. A Tabela 19 apresenta os resultados de MBEC obtidos para cada biocida

testado, na amostra de fluido de corte contaminado (in6culo 1) e na mesma apds dilui¢do a

1%.

Tabela 19: Determinacdo da MBEC para o biofilme formado a partir do indculo 1 e a partir

do mesmo diluido a 1%.

MBEC (% v/v)
Biocida

Inéculo 1 Inéculo 1 diluido
FBP-124 1,8 3,75
FBP-128 1,2 2,5
FBP-140 1,8 11,2
FBP-417 6,0 12,5
BNP-115 3,6 >225
BP-180 1,4 3,0
BP-509 2,4 > 15,0

Mediante os resultados apresentados, para o biofilme formado a partir do fluido de
corte contaminado concentrado, ndo houve diferenca significativa entre os biocidas testados
em relacdo ao valor da concentragdo minima de erradicacao do biofilme (MBEC), pois os
valores foram 12 vezes superiores a concentracao de uso recomendada.

O biocida FBP-128 apresentou os melhores valores de MBEC para ambos os
in6culos, porém a quantidade requerida foi duas vezes superior para o inéculo diluido a 1%
em relacio ao indculo concentrado. O biofilme formado a partir da amostra diluida a 1% foi
muito resistente aos biocidas testados, apresentando valores superiores de erradicacao,
sendo que as concentragdes testadas dos biocidas BNP-115 e BP-509 ndo foram suficientes
para erradicar este biofilme.

Com base em estudos publicados a este respeito, a maior resisténcia apresentada
pelo in6culo diluido pode ser atribuida ao metabolismo celular, que pode variar de acordo

com as condicdes do meio em que a célula se encontra. Quando a amostra concentrada foi
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diluida, as células passaram a se dividir mais rapidamente. A partir de entdo, pode ter
ocorrido privagdo ou limitacdo de um nutriente em particular, que estava presente na
amostra concentrada, fazendo com que seu metabolismo e taxa de crescimento diminuissem
novamente. Segundo Mah e O Toole (2001), a transi¢do da taxa exponencial de uma célula
para uma baixa ou minima taxa de crescimento € geralmente acompanhada por um aumento
de sua resisténcia a antibidticos. Bactérias com tal caracteristica também podem estar
presentes em biofilmes, principalmente em sua regido interna.

Em um estudo realizado com Pseudomonas aeruginosa apresentando baixa taxa de
crescimento, tanto sob a forma planctonica quanto em biofilme, constatou-se que estas
foram igualmente resistentes ao tratamento com antibiéticos. Quando a taxa de crescimento
de ambas as formas foi aumentada, as células planctonicas se tornaram mais susceptiveis
que as cé€lulas em biofilme expostas a0 mesmo antibidtico. Um outro estudo similar foi
desenvolvido para a comparacdo da resisténcia de Burkholderia cepacia em forma
planctdnica e em biofilme, nas diferentes fases de crescimento microbiano. O aumento da
resisténcia foi observado quando da proximidade da fase estaciondria, atingindo valor
maximo nesta fase, para ambas as culturas (Mah e O Toole, 2001).

Apesar dos interessantes resultados obtidos com a amostra diluida, optou-se por dar
continuidade ao trabalho com o inéculo concentrado, visto que o comportamento do
in6culo diluido deve ser melhor elucidado, inclusive com embasamento tedrico e técnico
pertinentes. Assim, considerou-se que o indculo 1 € ainda o melhor representante da real
condi¢do em que as células se encontram.

Para os ensaios anteriores foi possivel obtermos resultados satisfatérios a 35+2°C,
que corresponde a temperatura 6tima para o cultivo da maioria dos microrganismos. Para
consolidar o uso do indéculo 1, o mesmo foi avaliado empregando-se alternativamente a
temperatura de incubacdo de 251+2°C, visto que nesta condi¢do tem-se uma maior
aproximacao da temperatura média de trabalho com a emulsao na industria (Allsopp, 1986).
Observou-se que ndo houve diferencga significativa na enumeragdo das células aderidas em
relacdo ao biofilme obtido a 35+2°C (ambas em torno de 7 log UFC/pino) e nos grupos
microbianos aderidos. Portanto, também procedeu-se ao ensaio de erradicagdo com o
biofilme formado em temperatura inferior. Os biocidas foram testados em concentragdes
proximas das obtidas na erradicacdo do biofilme formado a 35+2°C, para andlise

comparativa, e os resultados sdo mostrados na Tabela 20.
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Tabela 20: Erradicac¢do do biofilme formado a partir do inéculo 1, ensaiado a 25+2°C.

Crescimento microbiano em

Biocida concentracio de biocida (x D)
10 12 16
FBP-124 + - -
FBP-128 + - -
FBP-140 + + +
FBP-417 + - -
BNP-115 + - -
BP-180 + - -
BP-509 + - -

Du: Dosagem de uso
x: Fator de aumento da concentracdo D,
(+) Presenca de crescimento microbiano

(-) Auséncia de crescimento microbiano

De acordo com os resultados obtidos a 35+2°C, houve uma discrepancia entre os
valores de erradicacdo obtidos para o biocida FBP-140, cuja acdo bacteriostdtica é mais
proeminente que os demais. Neste caso, pode-se atribuir a este resultado que a adaptacdo
dos microrganismos em temperatura superior a normalmente encontrada em seu habitat
pode afetar o desenvolvimento de determinadas cepas. Portanto, quando os ensaios foram
realizados em temperatura ideal para a microbiota da amostra estudada, embora ndo tenha
ocorrido diferenca na adesdo celular quantitativa e qualitativa, o grau de fragilidade das
células pode ter decaido em relacdo ao outro biofilme formado e somente o biocida com
carater bacteriostatico mais ressaltado pdde diferenciar a robustez das células submetidas
em ambas temperaturas.

Assim, € verificado que a manutenc¢do das caracteristicas mais préximas do meio a
que os microrganismos se encontram naturalmente € ideal para que os resultados obtidos
em laboratdrio sejam mais condizentes com a realidade industrial. Porém, na maioria dos
resultados obtidos comparando-se as duas temperaturas de incubag@o, nao houve diferenca

significativa na erradicac¢do dos biofilmes com os biocidas utilizados.
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4.9- Comparacao da susceptibilidade de células planctonicas e sésseis aos biocidas

A fim de equipararmos as concentracdes de MMC e MBEC, foi considerada a
temperatura de incubacdo de 35+2°C, ji4 que ambos os testes foram efetuados nesta
condicao.

As concentragdes minimas de biocida para a erradicacdo das células em biofilme
foram, conforme sumarizado na Tabela 21, de 16 a 257 vezes maiores que as requeridas
para as células planctonicas. Tal variacdo estd de acordo com o previsto pela literatura, que
pode chegar a até 1.000 vezes, devido a diferencas fisiol6gicas e estruturais entre ambas as
formas de vida dos microrganismos, fatores importantes que interferem na atuagdo de

agentes antimicrobianos (Costerton et al., 1987).

Tabela 21: Resultados comparativos entre o desempenho dos biocidas testados no biofilme

formado a partir do inéculo 1.

Biocida MMC (% v/v) MBEC (% v/v)
FBP-124 0,056 1,8
FBP-128 0,075 1,2
FBP-140 0,028 1,8
FBP-417 0,093 6,0
BNP-115 0,014 3,6
BP-180 0,045 1,4
BP-509 0,075 2,4

O biocida que menos necessitou de ativos para eliminar as células planctonicas
(BNP-115) nao foi o mesmo para a eliminagdo do biofilme formado a partir da mesma
amostra (FBP-128). Provavelmente isto se deve ao fato de que as cepas planctonicas foram
selecionadas pela capacidade de adesdo durante a formacdo do biofilme, assim sendo,
houve uma diferenca na microbiota presente na emulsdo e no biofilme formado. Deste
modo, a atuacdo do biocida pode ter sido diferenciada nestes dois meios. Outro aspecto que

pode interferir na diferenca de atuagdo do biocida € a sua capacidade de penetragdo no
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biofilme (maior quanto menor a massa molar), e de atravessar a membrana celular (maior
quanto maior o coeficiente de particdo).

O FBP-128 apresentou a menor diferenca entre os valores de concentragdo para
MMC e MBEC, mas a ac@o global dos biocidas pode ser considerada como similar em
células do tipo Gram-negativas. A concentracdo para a erradicacdo do biofilme foi 12 vezes
superior a concentracdo de uso, para todos os biocidas. Em funcao disto, o custo para o
tratamento de biofilmes € altamente onerado em relacio ao normalmente gasto para a
manuten¢do do sistema, situacio esta que pode ser evitada quando ensaios laboratoriais de

erradicacdo sdao devidamente empregados.

4.10- Discussao global dos resultados obtidos para a adequacao da metodologia

proposta

Para sumarizar os resultados que foram alcancados neste estudo, sdo mostrados
primeiramente os pardmetros testados e seus efeitos, para a adequacdo da metodologia de
formacao e erradicacdo de biofilmes mistos para aplicacdo industrial.

Quando o valor das varidveis inerentes ao método € alterado, pode ou nao haver
interferéncia significativa nos resultados do ensaio. Temos na Tabela 22 a relagcdo entre as
mesmas e as etapas principais referentes a metodologia proposta para o estudo de biofilmes

com fluido de corte.

Tabela 22: Efeito das varidveis envolvidas nas etapas de ensaio para a formacdo e

erradicacdo de biofilmes a partir de fluido de corte.

Efeito nas etapas do ensaio
Concentracao de biocida

Variaveis alteradas Quantidade de .
p . para erradicacao do
células aderidas .
biofilme
Reducdo da temperatura Nao afeta Varidvel
Aumento do tempo de incubacgdo Aumenta Nao avaliado
Aumento do tempo de sonicagdo Variavel Nao avaliado

Reducdo da concentracdo do inéculo N3ao afeta Aumenta
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Conforme verificado anteriormente, com a elevacdo da temperatura ocorre um
desvio da condi¢a@o natural da amostra, fazendo com que a erradicag@o seja mais facilitada.

Um maior tempo de incubacdo, at€ um determinado periodo, proporcionou aumento
do nimero de células aderidas. Esta variacdo em relacdo ao teste de erradicacdo nao foi
verificada pois o tempo foi fixado.

A duracdo do procedimento de sonicagdo afetou a viabilidade celular e assim, pdde
interferir negativamente na enumeracdo das células aderidas aos corpos de prova. Em
hipdtese, o mesmo pode ser valido quando este procedimento € realizado para a contagem
das células vidveis apds o contato com os biocidas, podendo haver um falso resultado
positivo de erradicagio.

Quando uma mesma amostra € utilizada tal como é encontrada em seu proprio
ambiente e quando € diluida, observou-se similaridade na adesdo celular (quantitativa e
qualitativa), porém a erradicacdo da amostra diluida se mostrou mais dificil, pois a
microbiota ali presente foi modificada podendo ocorrer alteragcdes comportamentais
atipicas.

O biocida que apresentou melhor desempenho na erradicacdo das células
planctonicas (BNP-115) foi o que causou menor efeito na erradicacao do biofilme quando o
in6culo foi diluido. O biocida com menor desempenho na erradicagdo das células
planctonicas (FBP-128) apresentou o melhor resultado para erradicar os biofilmes formados
com o indculo concentrado nas temperaturas de 35+2°C e de 25+2°C, e também com o
indculo diluido. Para o in6culo diluido hd uma inversdo do desempenho dos biocidas
quando comparado aos resultados obtidos para a erradicacdo das células planctonicas
presentes no indculo concentrado.

Assim, observa-se que nao ha relagdo direta entre o efeito do biocida para erradicar
as células planctonicas e para erradicar o biofilme formado a partir da emulsdo
contaminada por diversos microrganismos, ja que as células constituintes neste biofilme
podem ndo ser as mesmas encontradas na forma livre.

Nos ensaios para a determinagdao da MBEC com a alteragao das condi¢des de ensaio
nao houve mudanca do biocida com maior eficiéncia, mas observa-se diferenca no biocida
com menor desempenho apresentado. Quando se utilizou o inéculo 1 concentrado,
incubado a 25+2°C, o biocida menos efetivo foi o mesmo com menor atividade para a

preservacao da emulsio.
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Para a preservacdo e manutencdo do grau de contamina¢do na emulsdo, o biocida
mais eficiente foi o BP-180, cuja atividade nos demais ensaios de erradicacdo foi
intermedidria.

Portanto, para cada situacio um dado principio ativo ou conjunto de ativos se
mostra mais eficiente que outro, e esta andlise ¢ de suma importancia para a determinagao
do tratamento que menos cause danos e prejuizos ao setor industrial e a0 meio ambiente.

Este estudo forneceu informagdes inovadoras, pois atualmente, sdo utilizadas como
pardmetro extrapolagdes de dados obtidos na drea médica e odontoldgica, mais
profundamente enfatizadas e estudadas devido principalmente a importancia preventiva e
corretiva ser mais facilmente aceita. Além disto, os biofilmes estudados nestas areas do
conhecimento sdao normalmente formados por uma unica espécie (monoespécie), que sao
eventualmente encontrados em ambientes naturais e industriais em comparacdo aos
constituidos por multiespécies (Jefferson, 2004). Portanto, a adaptacdo da metodologia
MBEC™ auxiliou na defini¢dio de biocidas e de sua dosagem, baseada em condi¢des
préximas e representativas da realidade nas industrias.

Parte destes resultados serd publicada nos anais do XVI Congresso Brasileiro de

Engenharia Quimica (COBEQ), 2006.
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5- CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1- Conclusoes

Com relagdo a avaliacdo do efeito de diferentes diluentes na recuperacao celular de
amostras industriais contaminadas, a dgua destilada pode ser usada como diluente padrao
sem comprometimento do resultado final e com baixo custo de preparo, proporcionando a
melhor relacio custo/beneficio dentre os diluentes testados.

Dentre os microrganismos presentes no fluido de corte amostrado verificou-se a
presenca de cepas capazes de degradar as cadeias de hidrocarboneto componentes do fluido
de corte, facilitando a desestabilizacdo desta emulsdo (6leo/dgua). O controle dos
contaminantes planctonicos €, portanto, essencial para prevenir problemas futuros
relacionados a biofilmes e comprometimento das propriedades fisico-quimicas do fluido de
corte.

Foi constatado que o dispositivo MBEC™ po6de ser utilizado para ensaios com
amostras contaminadas por culturas mistas, com as devidas adaptacdes, tais como a
padronizacdo do indculo e a determinagdo do tempo de formacao para a obtencao de células
aderidas requerida para ensaios de susceptibilidade a agentes antimicrobianos. Outros
parametros inerentes a amostra também sao de suma importancia, como a temperatura de
incubagdo. Apds a determinacdo das etapas de adaptacdo da metodologia para aplicacdo
industrial, os ensaios relativos ao uso do dispositivo MBEC™ se mostraram simples (pouco
preparo de materiais), praticos (minimo manuseio) e rapidos (resultados em 4 dias).

Dentre as dificuldades em utilizar amostras ambientais como matriz para a obtengao
de biofilmes de acordo com a microbiologia tradicional, verificou-se que as cepas isoladas
da amostra contaminada ndo possuiam grande capacidade de adesdo ao suporte quando
retiradas do meio ao qual estavam adaptadas, indicando que a técnica de isolar e testar
culturas puras ndo permite o estudo de sistemas microbianos complexos. Assim, a interagao
e proporcionalidade entre espécies podem ser fatores que governam a formacdo de
biofilmes. Outra conseqiiéncia do uso das cepas isoladas foi a ocorréncia de alguns

microrganismos que nio puderam ser cultivados de forma prolongada em laboratdrio.
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A concentragdo inibitéria minima e de erradicagcdo para as células planctonicas foi
inferior a dosagem recomendada para todos os biocidas testados, podendo-se considerar o
exposto como um caso tipico de contaminacdo, sem a presenca de microrganismos
resistentes ao tratamento convencional. Estes resultados mostraram que a presenca de
biofilmes (verificada na industria sob estudo) nem sempre pode ser vinculada a resisténcia
microbiana das células de origem. Contudo, a presenca de biofilmes € prejudicial, pois
estes consistem em estruturas de natureza mais dificil para erradicacao.

Foi verificado que a concentracdo de biocida requerida para a erradicacdo do
biofilme formado a partir de fluido de corte pode ser 12 vezes superior a concentragao
normalmente aplicada e de 16 a 257 vezes a concentracdo de erradicacdo para células
livres.

Finalmente, os resultados deste estudo contribuiram para determinar como proceder
em ensaios laboratoriais para monitoramento (preventivo e corretivo de biofilmes) com a
utilizacdo de amostras contaminadas por culturas mistas. Com tais parametros podem ser
definidas futuras intervencOes para o redimensionamento dos rejeitos de fluido de corte
contaminado, que geralmente sdo causa de prejuizos. Com isto, a preservagdo ambiental é
também beneficiada, com a minimizacio do descarte da emulsdo e os impactos

relacionados a este procedimento.

5.2- Sugestoes

Visto que o foco deste estudo foi estreitar os parametros laboratoriais para atender a
necessidade industrial e que, para tanto, resultados de erradicacdo satisfazem, a principio,
este objetivo, informacdes mais especificas podem ainda ser determinadas.

Para trabalhos futuros, a sugestdo ¢ melhor elucidar os dados obtidos, a fim de se
determinar qual € o grau de interferéncia das varidveis de ensaio na adesdo celular
qualitativa (identificacdo dos microrganismos) € sua relacdo com o desempenho dos
biocidas testados. Um ponto que pode ser explorado € a averiguacdo da populacdo
microbiana presente na amostra apds dilui¢do, para a insercdo de informagdes ao ja
exposto, em hipétese, sobre a diferenca comportamental observada em relagdo a sua maior

resisténcia a erradicacgao.
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Outra perspectiva € a verificacdo da formacao de biofilmes utilizando cultura mista

composta por bactérias Gram-positivas e a interagdo entre microrganismos Gram-negativos

e positivos como indculos para a formacgdo de biofilmes. Também seria de grande valia a

realizacdo de experimentos direcionados a adesdao de fungos (bolores e leveduras),
freqilientes causadores de biofilmes em usinas.

Por fim, pode-se também mencionar o ajuste dos resultados experimentais para

outros segmentos industriais, além de abranger ensaios simultaneamente em campo, a fim

de consolidar e aproximar as informacdes obtidas entre o laboratdrio e a industria.
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A.1 - Formulas estruturais dos principios ativos dos biocidas.
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A.2 - Formulacao dos meios de cultura

A.2.1 - Tryptic Soy Agar (TSA), Difco.

Digerido pancreatico de caseina............ccccceceecvevvenne 15
Digerido enzimatico de Soja.........cccovvvvvceeiiieeneveenieen 03 g
Cloreto de SOdio......covvieeiiiiiiiiiiiiriieeie e a0 ) €
AT, . 15
Agua destilada q.8.p. «veveeveeveeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL

A.2.2 - Eosin Methylen Blue Agar (EMB), Difco.

Peptona........coooiiiiiii e, 10¢g
LaCtOSE. .o eeinitit e s 10¢g
Fosfato de potdssio dibasiCo........cccueerieeiiiiniiniieenieciceen e 2¢g
EOSINA Y oottt ettt e e 04¢g
Azul de metileno..............occevvveeviieenieerieeeeeennn. . ..0,065 g
Agua destilada q.S.P. covveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL

A.2.3 - Fluid Thioglycollate Medium (FTM), Difco.

Digerido pancredtico de caseina...............cocceeeeveercreennen. I5¢g
Extrato de levedura..........cooveiiiiiiiiiniiiiiecceceeee e 5S¢
DIEXETOSE . ..ottt ettt e e e e e et b s e aeeens 55¢g
ClOTeto de SOAI0... . ceeeeeeeeeeeieeeeeeee et e e 25¢g
L-CIStiNa..cciieccic e 0,5 @
Tioglicolato de SOdi0. ..........coeeviriienieniinicneeereee e e 05¢g
Resazurina..............oooviiiiiiiniiiieeneeenieeenn....0,001 g
Agua destilada q.S.p. «ovveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 1.000 mL
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A.2.4 - Postgate Medium B, formulado.

Fosfato de Potdssio monobasico ...............cccceeveerenveennneen.
Cloreto de amoOnia ........ccccveeevvveeriiveenieennieenne
Sulfato de SOdi0.......ccceveereiieeriiiiriieiieeeiene
Cloreto de magnésio........cccccueereuveerreeenveennnnen.
Extrato de levedura..............cccooeeevvvieeennnen.
Sulfato de ferro.........cceeveevvveevcene v 0.
Piruvato de SOdI0 ......ceevuvieiiiiiiiiie e

Agua destilada q.8.p. ovveeveeeeeeeeeeeeeeeeeen

.35¢g

.............. 1.000 mL

A.2.5 - Sabouraud Dextrose Agar (SDA), Difco.

Concentrado enzimético de caseina....................
DEeXIIOSE. . eunueieeiitiieeeeeeeee e
Agua destilada q.S.p. ovoveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeae

A.2.6 - Tryptic Soy Broth (TSB), Difco.

Digerido pancredtico de caseina.............cccocceeevveenneeennne.
Digerido enzimatico de SOjJa..........cooverieeniieeieee e ieieenn e
DeXtrose. ....ccovviiviiiiiiiiiiicciicciecceece e
Cloreto de SOdI0. . ...ouviieiiiiiiiit e e
Fosfato dipotadsSiCO. ... .ovuviiiieiieeiieeciee e e e e e

Agua destilada q.8.p. ov.ovevvveereeeeeeeeeeeeeeeans

vreeenee 10 g

vreerneeen. 40 g
ceeeinen15 g
............ 1.000 mL

.25g

............ 1.000 mL
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A.2.7 - Minimal Medium Davis suplementado com 6leo mineral (MMO), formulado.

Fosfato de potdssio bibdsico............cccevvvevceevieniienenn 7 8
Fosfato de potdssio monobasico ........ccccccevvcieeneeniceenn...5 g
Citrato de SOAI0......vvviniiiii i) €
Sulfato de magnésio............cccoevveverveeeiceenccenvvveeeneennnn0,1
Sulfato de amONIO.......c.eeiuiiriiiiieiiieeee e lg
Oleo de corte MINEral.............o..ovueveveveereereesesneeseessennenes 50 mL

Agua destilada Q.S.p. c..oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000 mL
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A.3 - Escala de McFarland

Escala de McFarland e estimativa da correspondéncia com concentragdes de células

microbianas do tipo Gram-negativas (adaptada de Pastéran et al., 2003).

Escala de Nuamero de bactérias
McFarland (x108 UFC/mL)

0,5 1,5

1 3

2 6

3 9

4 12

5 15

6 18

7 21

8 24

9 27

10 30

Para a obtencdo de suspensdes com concentracdes celulares superiores a da escala

de McFarland, € necesséria a comprovacgdo da quantidade de células por plaqueamento em

meio de cultura especifico para bactérias e posterior contagem das UFC/mL (procedimento

descrito no item 3.2.1).



