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COLLOIDAL ASPECTS OF BACTERIAL ADHESION. The ability of bacteria to attach to surface and develop into a biofilm has
been of considerable interest to food industry. Electrostatic, Lifhistz-van der Waals and Lewis acid-base forces are usually considered

responsible for the interactions at the interface of the bacterial adhesion. The study of microbial adhesion thermodynamic is important

because it represents the reflection of microbial surface and food processing surface physicochemical characteristics. This review

examines the most important aspects involved in bacterial attachment to a surface with emphases in thermodynamics of adhesion process.
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INTRODUCAO

A adesdo bacteriana € importante em um grande nimero de
processos tecnolégicos, envolvendo desde a microbiologia médica
e patoldgica, passando pela industria de alimentos e engenharia de
meio ambiente até a drea de ciéncia de biomateriais.!

A adesdo de micro-organismos a supertficies € um fendémeno que
ocorre naturalmente em meios aquosos e depende das propriedades
superficiais (tensdo superficial, entalpia superficial por unidade de
drea, composicdo da superficie, etc.) das interfaces dos suportes
de adesdo (ago, polimeros, marmore, etc.) e das membranas dos
micro-organismos. Além disso, as propriedades microbioldgicas e
as caracteristicas do meio circundante, tais como temperatura, pH,
forca idnica e disponibilidade de nutrientes, determinam, em muitos
sistemas, o processo de adsor¢do.!

A formacdo de um biofilme inclui muitas etapas, mas um pré-
requisito € a adesdo das células microbianas a superficie. Estudos
recentes das propriedades de adesao de bactérias t&€m mostrado que,
em alguns casos, as caracteristicas fisico-quimicas da supertficie da
célula contribuem determinantemente no processo de adesdo.?

A adesdo e a formac@o de biofilmes microbianos podem ser inde-
sejdveis, sob diversos aspectos, em vdrias dreas de aplicagdo. A pre-
senca do biofilme em dispositivos médicos implantados jd foi descrita
em lentes de contato, cateteres venosos centrais, tubos endotraqueais,
dispositivos intrauterinos, vdlvulas cardiacas mecénicas, marcapassos,
cateteres de didlise peritoneal, préteses articulares, tubos de timpa-
nostomia, cateteres urindrios e de derivagdo ventriculo-peritoneal.?

Na industria de alimentos, a ades@o e a formacéo de biofilme po-
dem tornar o processo de clora¢do da d4gua menos eficiente; * reduzir a
eficiéncia de transferéncia de energia na forma de calor em trocadores
térmicos; diminuir o fluxo em tubulagdes; desencadear processos
corrosivos e, principalmente, se tornarem fontes de contaminacgio
microbiana.® Sob o aspecto microbioldgico, a adesio pode constituir-se
de micro-organismos alteradores e/ou patogénicos, que resultam em
sérios problemas de higiene, de sadde puiblica ou de ordem econdmica.®

Por outro lado, em alguns casos, o processo de adesdo ou
biofilme pode ser desejdvel, a exemplo daqueles existentes em
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biorreatores utilizados na producio de alimentos fermentados.
As bactérias produtoras de dcido acético crescem, adsorvendo e
agregando-se em fragmentos de madeira e convertendo diversos
substratos em vinagre. Esses agregados microbianos sdo também
usados em tratamentos aerdbios e anaerdbios de dguas residudrias
para a remocdo de matéria organica e inorganica. No processo
de potabilizagdo de dgua, as remocdes de nitrogénio, carbono
biodegradavel e precursores de tri-halometanos podem ser feitas
por biofilmes microbianos submersos.’

Assim, esta revisdo teve por finalidade analisar o processo de
adesdo de micro-organismos em diferentes superficies, focando
principalmente a termodindmica do processo de adesdo.

TERMODINAMICA DE ADSORCAO

Adsor¢do € um processo espontaneo onde um componente do
sistema se concentra em maior quantidade na interface do que nas
outras fases em contato. A molécula difunde para a interface devi-
do ao excesso de energia livre de Gibbs que existe na interface e,
também, em virtude de interacdes energeticamente favordveis que
podem ocorrer entre o sélido adsorvente e o soluto, ou interacdes
desfavordveis entre soluto e componentes da solugdo.® A adesdo e
formacdo de biofilmes constituem um processo de adsorcdo. Mate-
maticamente a quantidade de moléculas adsorvidas, T, na interface
pode ser definida como:’

r = (NL;_NB) - U)(c,.(z) —CH(z))dz + T(c, (z)-CP(2))dz | (D
5 0

Para melhor entendimento das varidveis da Equagéo 1, considere
o esquema apresentado na Figura 1. O sistema ¢ formado pela fase
o de volume V_ e pela regido associada com a fase [ de volume V.
E definido um limite -8, onde abaixo deste a densidade volumétrica
da energia livre de Gibbs da interface, f, = (8G/ 8V),, € igual a f ,
entretanto, acima de -0, f, # f . Para regides abaixo de +9, f_ # f,,
enquanto acima de +9, fi“l = fﬁ. N,N‘%e N{P referem-se a quantidade
de substancia i no sistema e na fase o e 3, respectivamente; A refere-
se a entropia do sistema; C,, C,%e Cl.ﬁreferem-se a concentragdo da
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substincia i no sistema, na fase o e na fase 3, respectivamente, € z
refere-se a coordenada perpendicular a interface.

Fase B

fg

oQed

Fasea y

fo ———

Figura 1. Representagdo esquemdtica da interface de um sistema bindrio

Considerando que o componente “i” ndo move espontaneamente
para a fase 3, o termo da segunda integral da Equac@o 1 € igual a zero
e esta equagdo pode ser reescrita como na Equacéo 2:

r = U(c (z)-C* (z))dz} 2)

Aplicando o teorema da integral média a Equagdo 2, obtém-se
a Equagdo 3:

T, =(CM - Ch)B 3
em que C,™ € o valor da concentragio de “i” na interface, e C, a
concentracdo de “i” na fase o
Se C,™ & muito maior que C,%, a quantidade de material adsorvido
pode ser definido como na Equagdo 4:

L=(C"% )

A quantidade de material adsorvido ndo € igual a concentragio
do componente na interface, mas sim igual a concentracio do com-
ponente versus a espessura da interface.

Se a tensdo interfacial de um liquido € reduzida pela adi¢do de um
soluto, este deve ter adsorvido na interface.' A Equacdo 5 mostra a
equacdo fundamental de Gibbs para o fendmeno de adsor¢ao ocorrer
em um sistema bindrio."!

G =y +ILy ®)

em que G, € a variagdo da energia Livre de Gibbs requerida para
ocorrer a adsor¢do, Y € a tensdo interfacial e o termo I' u, refere-se a
variagdo de energia associada ao trabalho quimico de transferir soluto
da solugdo para a interface.?

Usando a Equagdo 5 € possivel chegar em uma equacio que per-
mite calcular a quantidade de moléculas adsorvidas em um sistema
(Equagdes 6, 7, 8 € 9).013

4G, :d_y+rl+_dl“1ul (6)
du,  dy dy,
dG, _dG, dr, o
dw, dby dy

Unindo ambas as Equagdes 6 e 7:

Ld[‘l:ﬂ_i_rl_'_% (8)

dw,  dy, du,
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E possivel obter:

I ©
dy,

em que du, pode ser definido nas préximas equagdes:
dp, =du’ +RT Ina, (10

em que a,€ a atividade. Expressando a Equag@o 10 em termos de
concentracdo tem-se:

du, =dp’ + RTd Iny [C,] (11)

em que ;€ o coeficiente de atividade e C, € a concentragao do soluto.
Algumas aproximacdes sdo realizadas para facilitar os calculos,
como pode ser visto nas Equacdes 12 e 13.
Para solu¢des muito diluidas:

dy, = RTdIn[C, ] (12)

em que C, € a concentragdo do soluto
Portanto:

I=

I S S (13)
RTdIn[C,]  RT dC,

A Equagdo 13 ¢ muito importante, pois permite obter a quantidade
de moléculas adsorvidas (T",) na interface por unidade de drea de uma
maneira mais facil que a Equac@o 9. Medindo-se a tensdo interfacial
em fun¢do da concentracio do soluto, € possivel construir um grafico
de tensdo interfacial versus a concentragao.

FORMACAO DE BIOFILMES: A NATUREZA COLOIDAL
DO PROCESSO DE ADESAQO

Um sistema coloidal pode ser definido como um sistema hetero-
géneo, em que pelo menos uma das fases estd na forma dispersa e a
outra(s) fase(s) encontra(m)-se na forma continua. Uma vez que as
dimensdes da fase dispersa sdo muito pequenas, o sistema coloidal
apresenta uma drea interfacial muito grande e muitas de suas proprie-
dades termodinamicas sdo influenciadas pela natureza da interface.'*!

Devido ao tamanho da bactéria, de aproximadamente 1um, seu
formato e cobertura com biomacromoléculas (Figura 2 e Tabela
1), densidade pouco superior a da dgua e carga global negativa, as
bactérias sdo consideradas particulas coloidais vivas e, portanto, as
propriedades fisico-quimicas de um sistema formado por muitas
bactérias assemelham-se as dos coloides. Importantes aspectos da
interacdo bacteriana e da adesdo podem ser entendidos baseados
no conhecimento das propriedades fisico-quimicas e coloidais da
bactéria.'® As bactérias podem modificar a composigdo da superficie
celular durante a fase de crescimento, ou em fun¢do de mudancas
na composi¢ao do meio. Assim, essas alteracdes causam mudangas
nas propriedades coloidais."”

As interacdes dos micro-organismos com a interface do substrato,
no processo de adesdo, podem ser especificas ou ndo especificas.
Interagdes especificas envolvem o reconhecimento de um determi-
nado sitio, de uma molécula receptora que se encontra na interface
do micro-organismo, enquanto a interacao ndo especifica € dirigida
por propriedades fisico-quimicas das duas interfaces interatuantes:
micro-organismo e superficie na adesdo.'®

A combinagdo de dois parametros associados a bactéria, a hidro-
fobicidade celular e o potencial zeta, é considerada de relevancia no
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Figura 2. Representagdo esquemdtica de uma célula bacteriana Gram-
positiva (A) e uma Gram-negativa (B)

estudo das propriedades da superficie bacteriana visando o entendi-
mento do processo de adesdo néo especifica da bactéria ao substrato.'®
Estes dois pardmetros sdo reflexos das inimeras interacdes intermo-
leculares (eletrostatica, covalente, de hidrogénio e de dispersdo) que
ocorrem entre as moléculas da interface bacteriana e da interface do
substrato, sendo todas estas formas de interacdo fundamentais para
o processo de adsor¢ao/adesdo.

Além dos aspectos termodinamicos, alguns fatores podem afetar
o mecanismo do fendmeno de adsorcdo. A natureza da superficie,
por exemplo, determina a drea disponivel para ocorrer a adsorgdo, e
a natureza quimica dos compostos da interface direciona a interacéio
que ocorre entre as moléculas e a superficie.'’

Nas bactérias, essencialmente sdo as biomoléculas da parede
celular que determinam as propriedades da superficie e, consequen-
temente, a termodinimica e a dinAmica da adesdo bacteriana.”

Por exemplo, as bactérias sdo classificadas em Gram-positivas
ou Gram-negativas em fung¢do da diferenca na arquitetura da parede
celular. A parede celular Gram-positiva consiste de uma camada
espessa de peptideoglicano (~30 nm), enquanto a parede celular da
Gram-negativa apresenta estrutura e composi¢do da membrana mais
complexa. Na Gram-negativa, a camada de peptideoglicano ¢ mais
fina (~10 nm) e a superficie externa da célula possui uma membrana
consistindo de proteinas, lipopolissacarideos e fosfolipideos. O espaco
entre o peptideoglicano e a membrana externa € conhecido como espago
periplasmadtico e, em alguns pontos, € atravessado por vdrias enzimas
e proteinas e desempenha vdrias fungdes fisioldgicas (Figura 2).!:%!

A supertficie do peptideoglicano de bactéria Gram-positiva ¢
coberta, principalmente, por polissacarideos neutros e dcidos, grande
ntmero de diferentes proteinas e dcidos teicoicos.?

Quim. Nova

Uma caracteristica atipica da membrana externa de Gram-
negativas € a distribui¢do assimétrica dos lipideos sobre as faces
externa e interna. A face externa contém todos os lipopolissacarideos
(LPS), enquanto a face interna contém a maioria dos fosfolipideos.
Os LPS contém mais carga por unidade de drea que os fosfolipideos
e a maioria desta carga € anionica em pH neutro, devido a exposicao
de grupos carboxil e fosforil que podem ser ionizados. A face externa
¢ altamente carregada e altamente interativa com cations.”

Evidéncias sugerem que a presenca de LPS na superficie celular
de Gram-negativas tende a tornar a célula bacteriana mais hidrofilica
e a perda de LPS da superficie celular torna a superficie mais hidro-
fébica. J4 foi relatado que a redugio nos niveis de oxigénio do meio
induz modificacdo estrutural no LPS de algumas bactérias, resultando
em aumento da hidrofobicidade da célula. Isto indica que a bactéria
é capaz de alterar as caracteristicas da superficie celular, como a
hidrofobicidade, em fungdo das mudangas no ambiente externo.*

Os grupos carboxil e fosforil conferem a superficie celular uma
densidade de carga negativa. Uma vez que a superficie celular estd
em contato direto com o ambiente, os grupos carregados dentro da
camada da superficie sdo capazes de interagir com os fons ou mo-
léculas carregadas presentes no meio externo. Como resultado, os
cations podem tornar-se atraidos eletrostaticamente e ligarem-se na
superficie celular.® Os locais responsdveis pela ligacdo de metais no
micro-organismo sao provavelmente nestes grupos carboxil dentro do
peptideoglicano, assim como nos grupos fosforil de dcidos teicoicos
e teicur6nicos presentes nas superficies bacterianas.?

A carga da superficie bacteriana varia de acordo com a espécie
e ¢ influenciada pelas caracteristicas do meio de crescimento, como
pH e forca idnica, idade da bactéria e estrutura da superficie. O nivel
de dissociagdo de grupos carboxil, amino e fosfato na parede celular
ndo € somente determinado pelo pH, mas também pela concentragio
da solugio eletrolitica.”” A magnitude das interagdes eletrostaticas
diminui com aumento da forga idnica devido a blindagem das car-
gas da superficie. As interagdes eletrostdticas perdem sua influéncia
quando ha forte forca idnica.

Algumas outras classes de componentes biomoleculares podem
estar presentes na superficie bacteriana. Os exopolissacarideos
sdo polissacarideos secretados pelas bactérias e considerados
componentes determinantes das propriedades fisico-quimicas
de biofilmes, consistindo ndo somente de polissacarideos, mas
também de quantidades considerdveis de proteina, 4cido nucleico
e lipideos. Os EPS estdo envolvidos na formagdo de agregados
microbianos e oferecem estabilidade ao biofilme. Entretanto, esses
processos ndo sdo mediados pela formagdo de ligacdes covalentes
C-C entre moléculas EPS, mas sim por interagdes intermoleculares
fisico-quimicas fracas. Trés tipos de interagdes ndo covalentes
tém sido considerados: forgas de dispersiao de London, interacdes
eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio.?

A superficie celular bacteriana exerce importante fungo no esta-
gio inicial de adesdo das células. As condi¢des de crescimento afetam
o sistema de sintese da parede que, por sua vez, afetam os polimeros
anidnicos e as enzimas presentes na parede do micro-organismo.
Caracteristicas da superficie dependem do pH da cultura e do estado
energizado da membrana. Mudangas nas propriedades de superficie
induzidas por diferentes valores de pH do ambiente de crescimento
podem explicar aumento na adesio a superficie.

A adesdo de diferentes estirpes de bactérias € também influenciada
pelas propriedades fisico-quimicas e termodindmicas do substrato
envolvido, baseado nas andlises das caracteristicas da superficie em
termos de carga elétrica e hidrofobicidade.”

As supertficies mais comumente utilizadas na inddstria de alimentos
sdo as dos substratos ago inoxidavel e as de polimeros, em fungdo de
suas excelentes propriedades e baixo custo em relacdo aos demais
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Tabela 1. Estrutura quimica de diferentes componentes da superficie celular
microbiana

Componentes da superficie celular
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materiais. Sao geralmente empregadas na fabricagdo de tanques, tu-
bulagdes, acessérios e em superficies de processamento de alimentos.

O aco inoxiddvel pode ser produzido em vérios graus de polimen-
to, dependendo da finalidade, o que afeta a adesdo bacteriana devido
a suas vdrias microtopografias e propriedades fisico-quimicas.* A
principal diferenga entre os graus de aco disponiveis comercial-
mente € sua composicdo relativa de ferro, cromo e niquel e a baixa
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porcentagem de carbono. Dentre os vdrios tipos de agos inoxiddveis
disponiveis, os mais utilizados sdo os do chamado grupo 18 - 8, ou
seja, que apresentam em sua composi¢do aproximadamente 18%
de cromo e 8% de niquel. Deste grupo, as alteragdes do grau 300,
por exemplo, 304 e 316, satisfazem a maioria das necessidades da
inddstria de alimentos. O grau 304 € resistente a corrosdo originada
pela maioria dos alimentos e agentes de limpeza. Em problemas de
corrosdo mais intensos deve ser empregado o grau 316 que apresenta
cerca de 10% de niquel e 3% de molibdénio. O a¢o inoxidavel difere
também no acabamento da superficie, que pode variar de acordo com
o polimento empregado que se classifica de 1, sem polimento, até 8,
cuja superficie ¢ espelhada. Normalmente, a industria de alimentos
utiliza o aco inoxiddvel 304 com polimento 4.3

O teor de molibdénio € a principal diferenga na composi¢do do
aco inoxiddvel e € capaz de afetar a natureza da camada de passivacio
presente na superficie do ago inoxiddvel. A camada de passivacdo
consiste de uma mistura de 6xidos de ferro, cromo e molibdénio e
apresenta participac@o no processo de adesdo de bactérias.*

Em relac@o aos polimeros comumente utilizados na industria de
alimentos, suas propriedades variam bastante, dependendo da matéria-
prima utilizada, dos aditivos incorporados e do método de fabricacdo.
Basicamente, s3o agrupados em duas categorias: termopldsticos e
termoestdveis. Os termopldsticos mais comumente encontrados em
inddstrias de alimentos s3o: polietileno, polipropileno, poli (cloreto
de vinila) ou PVC e acrilico, entre outros. No grupo dos termoestaveis
estio o poliéster, resinas epoxi e poliuretanos, polimeros usados na fa-
bricacdo de equipamentos envolvidos no processamento de alimentos.**

Os substratos sélidos apresentam caracteristicas fisicas e quimi-
cas heterogéneas. Essa heterogeneidade € devida a complexidade da
estrutura cristalina dos sélidos e de sua composi¢do quimica variada.”
A adsorcio de espécies diferentes ou de grupos distintos carregados
na superticie também pode contribuir para a heterogeneidade da su-
perficie. Essas superficies heterogéneas produzem locais altamente
favoraveis para adesdo bacteriana.

As superficies de processamento de alimentos adquirem carga
elétrica superficial no meio aquoso, devido a ionizagdo dos grupos
quimicos presentes na superficie ou por meio de adsor¢io de fons
na interface.”

Quando a bactéria se aproxima da superficie do substrato, ocorre
o inicio do desenvolvimento de interacdes resultantes da atmosfera
ionica, que circunda as duas superficies. A intensidade dessa forca
depende do potencial elétrico das duas superficies, da forga i6nica e
constante dielétrica do meio circundante e, ainda, da distincia entre
a bactéria e o substrato.*

A presenca de fons de ferro na superficie provoca modificacdes
nas interagdes eletrostdticas entre a superficie sélida e as células mi-
crobianas. Estes fons carregados positivamente reduzem as interagdes
repulsivas eletrostaticas entre a célula microbiana e a superficie soli-
da, carregadas negativamente, conduzindo a um aumento na adesio
bacteriana em um liquido com baixa forca i6nica.’’

Um fator também contribuinte para potencializar os efeitos fisico-
quimicos na adesdo € a caracteristica topografica da superficie. Tem
sido hipotetizado que a bactéria adere em superficies rugosas por
trés razdes: maior area disponivel para adesdo, protegdo das forcas
de cisalhamento e trocas quimicas que causam interagdes fisico-
quimicas preferenciais.*

A microtopografia da superficie pode aumentar ou diminuir a
associa¢do da bactéria a superficie. Superficies que entram em contato
com alimentos apresentam diferentes microtopografias de superficie
e podem conter fissuras e fendas com tamanho suficiente para alojar
bactérias.* O aumento dos niveis de adesdo associados a rugosidade
da superficie ¢ atribuido a prote¢do das células no interior das irre-
gularidades da superficie, permitindo que a adesdo irreversivel seja
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estabelecida mais facilmente, sendo, por isso, locais preferenciais
para a colonizagdo inicial.*

Na literatura, as opinides variam em relagdo ao efeito das carac-
teristicas da superficie na adesdo bacteriana. Alguns pesquisadores
relatam que hd uma correlagdo positiva entre adesdo e aumento da
rugosidade, enquanto outros pesquisadores ndo reportam nenhuma
correlacdo entre a habilidade da bactéria aderir e irregularidades ou
rugosidade das superficies. Este aparente conflito esta relacionado
com o nivel de rugosidade estudada, com as espécies bacterianas
estudadas, os parametros fisico-quimicos da superficie e o método
usado para detectar a bactéria na superficie.*

INTERACOES INTERMOLECULARES
Interacdes eletrostaticas

No mundo microscépico dos coloides e interfaces, a presenca
ou auséncia de cargas superficiais pode ter grande significincia em
termos de estabilidade, sensibilidade ao ambiente, propriedades ele-
trocinéticas e outros fatores. A interacdo entre dois dtomos carregados
ou moléculas € potencialmente a forma mais forte de interacdo fisica
a ser considerada na interface e no sistema coloidal.

A superficie bacteriana pode adquirir cargas por diferentes
mecanismos, tais como ionizagdo de grupos de atomos presentes na
superficie, adsorcéo preferencial de fons e solubilizagdo preferencial
de moléculas presentes na interface do micro-organismo.*' Estes
mecanismos sdo geralmente dependentes das propriedades da solu-
¢do aquosa, principalmente do seu pH. A interface de uma bactéria
carregada eletricamente, juntamente com os fons existentes no liquido
proximo a interface, e que estdo sob a influéncia do campo de forca
causado pelas moléculas da superficie do micro-organismo, formam
uma camada difusa de {ons chamada dupla camada elétrica (Figura 3).

Camada Stern-
Helmholtz

Camada Gouy-
Chapman

Figura 3. Representagdo esquemdtica da dupla camada elétrica da super-
ficie celular

A ideia da dupla camada elétrica foi primeiramente proposta por
Helmholtz, que desenvolveu o conceito de um sistema tendo cargas
organizadas em dois planos paralelos. Entretanto, sabe-se que o mode-
lo € inadequado, uma vez que esta distribui¢do paralela e organizada
ndo existe. Na realidade, o movimento térmico de fons na solu¢do
introduz certo nivel de caos acarretando o espalhamento dos ions na
regido de superficie carregada, formando a dupla camada difusa.*?

A distribui¢do de fons ao redor da interface objetiva reduzir a
energia livre de Gibbs do sistema. Quando o equilibrio termodina-
mico € alcancado, o potencial eletroquimico de cada espécie i0nica
é mantido constante, como pode ser observado na Equacédo 14:%

W =u +zep(x)N, = +RTInn, +z,eo(x)N , = Const (14)

em que L, € o potencial eletroquimico Z, se refere a carga do fon, e &
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carga do elétron, @(x) € a diferenca no potencial elétrico entre a inter-
face e um ponto P localizado numa certa distancia “x” perpendicular
ainterface; p, € o potencial quimico, n, € a quantidade de ions por m?,
N, € a constante de Avogadro, R € a constante dos gases e T a tempe-
ratura em Kelvin.

A Equagdo 14 mostra que h4 trés principais fatores que coordenam
aconfigurago do fon ao redor da interface. O primeiro, (%), € a energia
de interagdo entre fons e moléculas presentes na interface. O segundo,
(RT Inn,), € a contribui¢do do trabalho quimico no posicionamento dos
fons ao redor da interface e estd associado com a entropia configura-
cional dos fons, determinado principalmente pelo movimento térmico
das espécies carregadas. E, o terceiro (Ze@(x)N, ) refere-se a energia
devida as interacdes eletrostaticas ocorrendo entre um fon com carga
Z e a atmosfera i0nica que gera o potencial elétrico @(x).

As interagdes intermolecular (ﬁ[’)) e eletrostdtica (Ze@(x)N, ) irdo
determinar, principalmente, a organizac¢do de fons em uma camada
densa, formada por espécies quimicas ndo solvatadas. Esta camada
estd proxima a interface e € conhecida como camada Stern-Helmbholtz.
Mais distante da interface, € formada uma camada difusa, denominada
de camada Gouy-Chapman, onde a distribui¢do do fon depende da
entropia (RT In n)) e de interagdes eletrostaticas (Figura 3)."

A lei fundamental que rege as interagdes entre espécies carregadas
€ a Lei de Coulomb. A interagdo entre duas cargas g, € g, no vdcuo
(F,) separadas por uma distancia r, segue a Equagdo 15:*

9.9>
F,=—1 15
" dneer? (15)
em que g, representa a permeabilidade do vécuo.
O trabalho necessdrio para trazer as duas cargas juntas de infinito
para uma disténcia r é:¥

w(r)=—[ Fdr = 242 (16)

(41180 sr)

Para cargas de mesmo sinal, w (r) serd positivo e a interag¢ao sera
repulsiva; se a carga for oposta, a interacdo serd atrativa.

Se a carga q, for isolada no espago, ela produzird um campo
elétrico em um ponto r, tal que o trabalho necessdrio para trazer uma
unidade de carga elétrica do infinito a uma distancia r de q, serd igual:

w(r): (471'? sr) 17

A quantidade de trabalho € definida como potencial elétrico ()
na distancia r devido a carga q,.

Para aplicar a Lei de Coulomb para solugdes de eletrélitos e
coloides, € necessario empregar a Lei de distribui¢ao de Boltzmann,
que relata a probabilidade de uma unidade de dtomo, molécula, fon
ou particula estar a certo ponto com uma energia livre especifica,
relativa a um estado de referéncia especifico. A probabilidade € ge-
ralmente expressa em termos de uma concentracio média, ¢, no ponto
rrelativo a uma concentragao, c,, na mesma distancia referéncia que
a energia € tomada como zero. Na temperatura, 7, a distribui¢do de
Boltzmann é dada como:*

¢ =c,exp 7KATG (18)

A Equagdo 19 prediz que se existe potencial elétrico negativo,
v, em algum ponto na solugdo eletrolitica, entdo na regido daquele
ponto a concentracdo de cargas positivas, ¢+, pode ser dada por:

+

er=c exp== Y (19)
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em que z* € a valéncia do fon positivo e ¢, € a concentragdo do fon
positivo na regido onde y =0. Uma expressdo similar pode ser escrita
para fons negativos na solucdo:

+z ey (20)
KT

c—=c,exp

Embora a solu¢do como um todo seja eletricamente neutra, na

vizinhanca do potencial elétrico existe um desequilibrio de cargas

elétricas. Portanto, para um y negativo, haverd mais fons positivos na

regido que fons negativos. Para o caso, em que z = z*= 1, 0 excesso
¢é dado por:

P, [exp(%]_expfg’ ﬂ @1)

O potencial eletrocinético ou potencial zeta de macromoléculas,
particulas, ou superficies € a diferenga de potencial em um meio
uniforme entre um ponto a uma distancia da superficie e um ponto
no plano de cisalhamento e ¢ medido por métodos eletrocinéticos,
tais como eletroforese, diferenga de potencial osmético e diferenga
de potencial de sedimentago.*

O potencial zeta € importante nos estudos de quimica de super-
ficie, visto que pode ser usado para prever e controlar a estabilidade
de sistemas coloidais. O potencial zeta de célula bacteriana €, em
geral, negativo e uniforme na superficie celular, uma vez que a carga
na parede bacteriana é homogénea.> Em geral, o potencial zeta de
bactérias varia de -10 a -90 mV.

Uma correlacdo entre carga da superficie e adesdo ndo € facil.
A dificuldade esté nas caracteristicas da superficie celular, que varia
entre as espécies bacterianas. Em geral, ha heterogeneidade nas
superficies celulares, em que muitos componentes podem diferir
entre as espécies.

Interacao Lifshitz-van der Waals (LW)

As forgas de van der Waals governam as intera¢des envolvendo
uma variedade de moléculas e sdo responsdveis pela estabilidade de
complexos intermoleculares e adsor¢@o de diferentes elementos na
superficie.

Durante a adesd@o microbiana, além da interacdo eletrostatica,
existem trés principais tipos de forgas agindo entre 4tomos e molécu-
las em niveis moleculares. Essas forcas sdo comumente denominadas
de van der Waals. Dentre as trés, duas envolvem dipolos induzidos
e permanentes, e a terceira € considerada a forca mais fundamental
e universal, sendo a mais importante contribui¢@o da interagao total
de van der Waals.*” Esta forca é a chamada London-van der Waals,
primeiramente postulada por van der Waals em 1873 e depois explica-
da por London em 1930.* Deste modo, a interacdo de van der Waals
entre dtomos e moléculas podem ser de trés tipos: dipolo-dipolo,
dipolo-dipolo induzido e interagdo de London.

As forcas indutoras ocorrem na interagio entre uma molécula com
momento de dipolo permanente e uma molécula ndo polar. O campo
elétrico da molécula dipolar distorce a distribui¢do de carga elétrica da
outra molécula, produzindo um momento de dipolo induzido dentro da
molécula. A energia resultante desta interacdo ¢ chamada de segunda
ordem. Esta contribui¢do estd simultaneamente presente com a contri-
buicdo eletrostética no caso da interacdo de duas moléculas polares.*’

As forgas dispersivas ocorrem entre duas moléculas que ndo
possuem momentos de dipolos permanentes. Embora a molécula
ndo possua momento de dipolo permanente, seus elétrons estdo em
constante movimento com sua densidade oscilando continuamente no
tempo e espago. Deste modo, em qualquer instante, qualquer molécula
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possui um dipolo elétrico instantdneo que flutua como a densidade
eletronica flutua. O dipolo instantaneo numa molécula induz um
dipolo instantaneo numa segunda molécula. O dipolo induzido na
segunda molécula interage com o dipolo induzido na primeira para
produzir uma energia atrativa chamada de energia de dispersdo. A
energia de dispersao € o resultado de correlacdes entre flutuagdes da
densidade de elétrons nas duas moléculas.®

Interacio acido-base de Lewis (AB)

Além das intera¢oes de van der Waals e das interagdes eletrostati-
cas, verificou-se a existéncia de outras forcas de interagdo que também
podem ter um papel importante na interacdo entre coloides. Estas
forgas de interagfio apresentam um cardter polar e podem ser atrativas
ou repulsivas.” As interagdes dcido-base constituem o balang¢o das
interacdes que sdo responsdveis pela tensdo interfacial. As interacdes
do tipo AB ocorrem entre as moléculas que estdo muito proximas. Na
4gua e, provavelmente, em outros liquidos polares, as intera¢cdes podem
ser induzidas por mudangas na orientagio das moléculas do liquido.”!

Em meios aquosos, as forcas de interacio polares devem-se
principalmente a intera¢des entre doadores e receptores de elétrons
que representam interagdes do tipo dcido-base de Lewis, que sdo
geralmente designadas por AB.>

As interacoes interfaciais sao relevantes para a defini¢do de hidro-
fobicidade e hidrofilicidade. A diferenga bésica entre hidrofobicidade e
hidrofilicidade € a competi¢do entre a energia livre interfacial de coesao
do sélido, imerso na dgua, e a energia livre de coeséo do liquido.>

A tendéncia das moléculas de dgua de evitar interacdes desfavo-
raveis com solutos apolares constitui uma for¢a dirigida para a agre-
gacdo destes solutos. Cada molécula de dgua € fortemente inclinada
ando sacrificar nenhuma de suas ligacdes de hidrogénio, conduzindo
a uma reorienta¢do significante das moléculas de dgua na superficie
da molécula do soluto néo polar. Ocorre uma mudanca na intensidade
de energia das moléculas de d4gua na superficie do soluto. As liga¢des
de hidrogénio sdo quebradas quando as moléculas de dgua estdo em
contato com o ar ou superficies apolares.>*

A importancia do cardter hidrofébico da superficie das células na
adesao € explicada pelo estabelecimento de uma adesdo efetiva entre
duas superficies em meio aquoso, o filme de 4gua que as separa tem
que ser removido e a hidrofobicidade das superficies interatuantes
contribui para a facilidade dessa remocao. Portanto, a interface bac-
téria/liquido e a interface superficie de adesdo/liquido terdo que ser
substituidas pela interface bactéria/superficie de adesdo. Segundo a
teoria termodinamica, a adesdo s se verifica se o processo conduzir
a uma redug¢@o da energia livre global.>

O parametro AG"™ expressa a variacao da energia livre associada
a atrag@o polar entre as moléculas das duas superficies. Quando a
energia livre de interacdo € repulsiva, isto €, o AG** € positivo, as
superficies sdo ditas hidrofilicas. Quanto mais negativo o valor de
AG" mais hidrofébicas sdo as superficies, por outro lado, quanto mais
positivo o valor de AG* mais hidrofilica ¢ a superficie.>

A energia livre da interagdo interfacial entre as moléculas do
material imersos na dgua € a mais apropriada medida da hidrofo-
bicidade. A tensio interfacial é determinada pelo somatdrio entre a
componente apolar e polar da respectiva superficie (Equacao 22).%

v, (1+cos0)= 24y, "y " + 24y v, + 24y, (22)

em que 7, € a tensdo superficial total do liquido; y,"e v/ sdo as
tensdes superficiais das forgas de interag@o Lifshitz-van der Waals;
Y," e Y, sdo as componentes aceptoras de elétrons do componente
dcido-base da tensdo superficial; € y; e ¥, sdo as componentes do-
adoras de elétrons do componente dcido-base da tensdo superficial,
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considerando-se que sdo as tensdes para os liquidos (/) e para a
superficie (s) analisados.

Existem relatos demonstrando que 7y~ € sempre maior do que Y em
superficies bacterianas de E. coli, P. fluorescens, B. subtillis e P. aerugino-
sa. Isto comprova a teoria de que as células t€ém carater doador de elétrons
(y-) predominante. Todas as biossuperficies sdo predominantemente
doadoras de elétrons como consequéncia da presenca do oxigénio na
atmosfera da Terra e da hidratagdo da superficie da célula microbiana.”

Somente o dngulo € a ¥, podem ser determinadas experimental-
mente. Os termos restantes sao estimados baseados em consideragdes
tedricas que sdo divididas em dois grupos: teoria macroscopica e
microscopica. Na teoria macroscdpica, o equilibrio do angulo de
contato entre o liquido diagnosticado e a superficie € determinado
pela tensdo total da superficie de sélidos e liquidos v,.J4 a teoria
microscopica, considera a natureza quimica do liquido, uma vez que
as contribui¢des de diferentes tipos de interacdes intermoleculares na
energia livre de uma superficie sdo determinadas individualmente.”’

Os trés modelos principais para a conversio de valores de an-
gulos de contato em parametros fisico-quimicos da superficie sdo: a
equagdo de estado (ES), a média geométrica (GME) e a Lifshitz-van
der Waals acido-base (LWAB). Os modelos ES ¢ GME tém sido
criticados por suposi¢des equivocadas em relacdo a natureza das
interacdes interfaciais. Deste modo, a abordagem LWAB ¢ a mais
indicada, pois proporciona informagdes detalhadas da quimica da
superficie, sendo capaz de determinar valores para os componentes
acido e base em adi¢do aos componentes de dispersdo da energia
livre da superficie.*®

Para converter os valores de angulos de contato em parametros
fisico-quimicos da superficie € preciso determinar as trés componen-
tes da tensdo interfacial (y,"",y * e v,) das superficies. Essa determina-
¢do € feita por meio do angulo de contato formado por trés liquidos
de polaridades diferentes cujos componentes da tensdo interfacial
sdo conhecidos (Tabela 2). Os componentes da tensdo interfacial
sdo obtidos apds resolver simultaneamente as trés equacdes obtidas
quando valores dos angulos de contato formados sobre a superficie
sdo substituidos na Equagdo 22.

Tabela 2. Componentes das tensdes interfaciais das substancias a 25 °C

Substancias Tensdo Interfacial ( mJ/m?)

v v v Y
o-bromonaftaleno 44.4 44.4 0.0 0.0
Agua 72.8 21.8 255 25.5
Formamida 58.0 39.0 2.28 39.6

A medida do angulo de contato ¢ o método mais exato para
determinar a energia de interag¢@o entre um liquido (L) e um sélido
(S) a uma distancia de equilibrio minima (/) entre S e L. O cosseno
(cos) do angulo de contato € a medida do equilibrio entre as energias
de coesdo entre as moléculas do liquido (y,)Ae as forcas de adesdo
entre liquido e sélido, expressa como AG,. Angulos de contato sao
obtidos somente quando a energia de coesdo do liquido € maior que
a energia de adesdo entre liquido e sélido.*

A energia livre de interagdo hidrofébica AG ™" entre as molé-
culas da superficie (s) imersa em dgua (w) € calculada pelo somatdrio
das componentes apolar e polar da energia livre de interagdo, AG ™V
e AG_ ", respectivamente.®

AG! = AG +AG" (23)

Aplicando as Equacdes 24 e 25, € possivel chegar ao valor de
AG_ “ou AG, e predizer em relagdo a hidrofobicidade de um

SWs

substrato (s) ou de uma superficie celular (b):
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AGL =24y =y (24)
AG =4(/va( VoY, =YY, —\/YI,-Y() (25)

A partir dos valores das componentes da tensao interfacial € pos-
sfvel determinara AG . entre as duas superficies: c€lula microbiana
(b) e superticies de processamento (s):

Yo =Va Vi (26)

T N T 7)
vb’i3=20v,?v; v = - m;) (28)

em que Yy, € atensdo interfacial entre as superficies bactéria/superficie
de adesdo; v, "V € a componente apolar, interagdo de Lifshitz-van der
Waals entre bactéria e superficie; ¥ "€ a componente polar (interagio
de dcido-base de Lewis) entre bactéria e superticie.

As mesmas equagdes (26, 27 e 28) devem ser empregadas no
célculo da tensdo interfacial entre as superficies bactéria/liquido (7,))
e tensdo interfacial entre a superficie de ades@o/liquido v,

Como a energia livre estd diretamente relacionada a tensdo inter-
facial, AG,, . pode ser representado da seguinte forma:

AGudesdo = AG/;I;V + AGb/;sB (29)
AGy =y =y v (30)
N o T i (31)

O valor de AG , . permite fazer uma avaliagdo termodindmica
do processo de adesdo, sendo esta termodinamicamente favordvel
quando AG_, . <0 e, ao contrdrio, desfavordvel quando AG_, . >0.

adesdo adesao’

Teoria do processo de adesio celular

A adesio de micro-organismos a superficies pode ser interpretada
de acordo com a teoria geral de estabilidade de coloides, conhecida
como teoria DLVO, por combinaco das iniciais dos autores Derja-
guin e Landau, Verwey e Overbeek.®! A cléssica teoria DLVO parte
da defini¢do de que os micro-organismos seriam particulas quimica-
mente inertes,” ou seja, seriam como coloides liofébicos. Essa teoria
afirma que a energia potencial total de interag@o entre dois corpos €
resultante da acdo combinada entre as forgas atrativas de Lifshitz-
van der Waals e as for¢as de dupla camada elétrica, que geralmente
sdo repulsivas, uma vez que a maioria das superficies adquire carga
negativa em solugao.

A contribuigdo das intera¢des consideradas pela teoria DLVO
resulta num perfil de energia potencial que ¢ muito dependente da
forca idnica do meio. Assim, se a forca idnica do meio € baixa, o
perfil de energia potencial de interacio entre os dois corpos de sinal
igual apresenta um maximo de energia, que representa uma barreira
para a aproximacao dos corpos, e um minimo de energia, designado
minimo primdrio, que se localiza a uma distancia inferior a 2 nm da
superficie. Quando se aumenta a forga i6nica do meio, a barreira de
energia diminui, devido a redug@o da energia da dupla camada elétrica.
Assim, para valores intermédios da for¢a idnica do meio, 0 maximo
de energia diminui e cria-se um minimo secunddrio. Este, quando os
micro-organismos interatuantes sao bactérias, situa-se a 5-20 nm da
superficie. Uma vez ultrapassado o maximo de energia e atingido o
minimo primdrio, a liga¢@o entre os dois corpos interatuantes torna-se
irreversivel. Para valores elevados da for¢a idnica do meio, a energia
potencial de interacéo € sempre negativa e neste caso todas as particu-
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las podem atingir o minimo primdrio. A existéncia de dois minimos
de energia permite distinguir entre a adesdo reversivel e irreversivel.?

A teoria DLVO explica a adesdo de micro-organismos com base na
interacdo entre particulas coloidais. Além disso, as forcas de interagao
contabilizadas por esta teoria sdo apenas as forgas de longo alcance
(forgas de van der Waals e forcas resultantes da dupla camada elétrica).
Deste modo, esta teoria s6 permite prever se 0s micro-organismos se
aproximam a certa distancia da superficie, ndo permitindo quantificar
a energia potencial dessa intera¢do. Quando uma particula atinge o
minimo primdrio, um conjunto de forcas de curto alcance passa a
dominar a interagdo e a determinar as for¢as de adesdo.*’%3

A teoria DLVO estendida surgiu para complementar a teoria
DVLO e adiciona a teoria cldssica for¢as dcido-base de Lewis, para
considerar os aspectos relacionados aos micro-organismos no pro-
cesso de adesdo. Assim, a energia livre das interagdes totais numa
superficie € resultante do somatdrio das energias livres das interagdes
de Lifshitz-van der Waals, interacdes dcido-base de Lewis e forcas
eletrostdticas de dupla camada elétrica.®*%

Aplicacdes da teoria termodinimica no processo de adesiao

A hidrofobicidade de diferentes espécies de bactérias, representa-
tivas dos principais géneros, isoladas de uma ordenhadeira mecanica
foi estudada assim como a hidrofobicidade dos seguintes materiais:
borracha, aco inoxidéavel (SS) 316 e (SS) 304, vidro e polimetilme-
tacrilato. A determinagdo da hidrofobicidade da superficie foi obtida
pela medida do angulo de contato de trés liquidos de polaridades
diferentes com os cupons (3,0 x 2,0 cm) de cada material avaliado.
Os valores dos angulos de contatos medidos, com auxilio de um
aparelho gonidmetro, foram adicionados nas equacdes anteriormente
demonstradas e, por meio dos valores dos componentes de tensao das
superficies, foi obtida a energia livre de interagdo (AG, ) entre duas
moléculas do material (i) quando imersos em dgua (w). Quando a
interacdo entre duas entidades foi maior que a interacdio de cada en-
tidade com a dgua, o material foi considerado hidrofébico. O mesmo
procedimento foi adotado para células bacterianas, sendo o angulo de
contato formado sobre uma camada de células depositadas em uma
membrana ap6s processo de filtracdo de um concentrado de células.
Em relacdio a hidrofobicidade das bactérias, todas as estirpes de
Lactobacillus lactis lactis bem como de Enterococcus faecalis foram
consideradas hidrofébicas. As estirpes de Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus sciuri tiveram valores variados para a hidrofobicida-
de, tendo estirpes da mesma espécie classificada como hidrofébicas,
enquanto outras foram hidrofilicas (Tabela 3). Todos os materiais
avaliados foram hidrofébicos, sendo a borracha, ago inoxiddvel SS
316 e SS 304 as superficies mais hidrofébicas e o vidro a superficie
mais hidrofilica. A energia livre de adesao entre a bactéria e os mate-
riais em meio aquoso foi calculada a fim de predizer qual superficie
possui maior habilidade para a formagao de biofilmes. Para todas as
situagdes estudadas, a adesdo foi termodinamicamente favoravel ao
aco inoxiddvel SS 316, SS 304 e a borracha e menos favoravel nas
superficies de polimetilmetacrilato e vidro.®

A implantagdo dos fons N*, O*, SiF;* na superficie do ago inoxi-
dével 316 foi investigada, uma vez que os fons implantados tornam
a superficie menos atrativa para a bactéria afetando o processo de
adesdo. Uma das razdes € que a implantac@o do {on reduz a energia
livre da superficie, influencia a molhabilidade e diminui a rugosidade
da superficie. Neste estudo, a dose e a energia de implantaciio dos
fons foram de 10! fons/cm? e 30 KeV, respectivamente. Todas as
superficies avaliadas apresentaram-se lisas e com morfologia uni-
forme. A rugosidade das superficies R para os fons implantados N*,
0", SiF *foi 200, 129 e 36 angstrons, respectivamente. Com relagio
a energia da superficie, ndo houve diferenga 6bvia no componente
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Tabela 3. Energia livre (mJ/m?) de interagdo entre micro-organismos (i)
imersos em dgua (w) e de diferentes materiais (i) imersos em dgua (w)

Micro-organismos ou materiais AG,
Pseudomonas aeruginosa 1 6,1

Pseudomonas aeruginosa 4 -60,7
Pseudomonas aeruginosa 6 19,6
Pseudomonas aeruginosa 14 -27,9
Pseudomonas aeruginosa 63 84,7
Lactobacillus lactis lactis 8 -24.6
Lactobacillus lactis lactis 62 -12,9
Lactobacillus lactis lactis 73 -18,7
Staphylococcus sciuri 45 -13.3
Staphylococcus sciuril 50 -27,5
Staphylococcus sciuri 55 12,5
Staphylococcus sciuri 60 13,9
Enterococcus faecalis 70 -21,9
Enterococcus faecalis 76 -24.4
Enterococcus faecalis 77 -12,7
Borracha -57,8
SS 316 -58,1
SS 304 -54.4
Vidro -14,8
Polimetilmetacrilato -18,9

apolar da superficie, entretanto, o componente polar para SiF;* foi o
menor componente entre as superficies avaliadas. Como resultado, a
energia total da superficie de ago inoxiddvel com SiF,*implantado foi
a menor (48,30 mN/m), enquanto para os outros sistemas foi 56,10
para N* implantado e 54,23 mN/m para O* implantado. Os autores
também observaram que a superficie com a presenga do fon SiF,*
apresentou a melhor redu¢do da adesdo bacteriana. Neste estudo, a
adesdo bacteriana reduziu com a diminuicdo da energia da super-
ficie. As superficies com fons implantados apresentaram melhores
resultados que as superficies controle, quanto a adesdo. Os autores
conclufram que a superficie de ago inoxiddvel com SiF,* pode exercer
importante funcio na redugdo de células aderidas.®’

A influéncia das propriedades fisico-quimicas da superficie na
adesdo de Pseudomonas aeruginosa foi estudada em polimeros mo-
deradamente hidrofébicos e em superticies hidrofilicas obtidas por
irradiagdo de 50 keV Ar* e por tratamento de plasma-O,. Os polimeros
utilizados no tratamento foram poli-hidroximetilsiloxano (PHMS)
e polietilenotereftalato (PET). O PET foi utilizado, pois seu carater
hidrofébico ndo € afetado apds aplicacdo de ambos os tratamentos.
Os autores observaram rapida producdo de exopolissacarideos nas
superficies de alta polaridade e formagdo de estrutura de multicamadas
complexas ap6s 2 h de incubacdo. As modifica¢des quimicas induzidas
pelairradiacdo mudaram drasticamente a energia livre das supertficies. A
superficie PHMS antes do tratamento apresentava alta hidrofobicidade,
em virtude da orientagdo dos grupos metil na superficie. Esta superficie
tornou-se moderadamente hidrofilica ap6s a irradiacdo e muita hidro-
filica apds tratamento com plasma. Por outro lado, a molhabilidade do
PET nio teve mudancas significativas ap0s a irradiaciio e aumentou
levemente apds o tratamento com plasma. Em ambos os tratamentos
para PHMS, a energia livre da superficie aumentou. Este efeito € devido
ao aumento das forcas dispersivas Lifshitz-van der Waals e polar de
Lewis. No caso da superficie de PET, as modificagdes da energia livre
foram menos pronunciadas, no entanto os componentes dispersivos e
polares tiveram pequenas variagdes. Quanto as medidas de rugosidade,
ndo houve diferenga significativa apds os tratamentos, com exce¢do da
superficie PHMS tratada com plasma.®

CONCLUSAO

O fendmeno da adesdo bacteriana depende de interacdes fisico-
quimicas que ocorrem entre a superficie celular e um substrato. A
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estabilidade de um biofilme bacteriano € obtida por meio de intera-
¢oes Lifshitz-van der Waals, eletrostdticas e dcido-base de Lewis.
As caracteristicas das duas superficies interatuantes, tais como a
hidrofobicidade, carga elétrica e condi¢cdes ambientais, influenciam
o processo de adesdo e consequente formagao do biofilme.

O entendimento da termodindmica da adesdo microbiana é

importante, uma vez que possibilita predizer se a adesdo de uma
determinada bactéria € favoravel ou ndo em diferentes superficies.
Com o conhecimento dos parametros fisico-quimicos da superficie
¢é possivel desenvolver novas estratégias, que tornem a superficie
menos atrativa para 0s micro-organismos.
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