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Resumo

A detecc¢do de microrganismos, na forma de biofilmes tem sido amplamente discutida
principalmente na formagédo deles nas superficies de materiais encontrados em
ambiente hospitalar e nas industrias alimenticias. Dessa forma, é de extrema
necessidade o uso de técnicas que consigam detectar a presenca de biofilmes em
quaisquer superficies de diferentes materiais. Embora sejam utilizadas técnicas nao-
destrutivas e destrutivas de monitoramento de biofilmes, as estratégias comumente
empregadas sdo analises por parametros de referéncias bioquimicos, quimicos,
microbiologicos e fisicos. O método mais utilizado é o quimico de coloragéo Live/Dead,
realizado através da utilizagdo de corantes para verificar células vivas e mortas. No
método bioquimico, a andlise mais empregada é a de EPS, onde ocorre a
desestruturagdo do biofilme, onde é possivel verificar a quantidade de carboidratos e
proteinas que fazem parte da estrutura do biofiime. No método de parametros
microbioldgicos, o mais utilizado é a coleta da amostra utilizando swab com posterior
plagueamento e contagem das unidades formadoras de colbnia. Diversas técnicas
fisicas sdo aplicadas na caracterizacdo de biofilmes em superficies, entre as técnicas
gue possuem destaque estdo microscopio de luz, microscopia eletrénica de varredura,
microscopia confocal de varredura a laser, microscopia de elétrons, espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia de refletancia. Além da portabilidade, os métodos
analiticos utilizados para analisar biofilmes devem ser simples, reprodutiveis, sensiveis
e de baixo custo. Sabe-se 0s equipamentos utilizados na atualidade s&o rebuscados,
alguns possuem elevada sensibilidade e reprodutibilidade, porém possuem elevado
custo de aquisicdo, de manutencdo e ndo sao portateis. Diferentes técnicas estao
disponiveis para a detecgdo de biofilmes, entretanto para a analise in situ e no local,
onde o biofilme estéa localizado, é necessario um método que apresente vantagens como
a portabilidade, analise in situ e ndo destrutivo. Nesse sentido, recentemente foi
desenvolvido um novo método de deteccdo empregando a termografia ativa no
infravermelho que consiste em aplicar um estimulo energético externo e através do
gradiente térmico entre o biofilme e a superficie metalica foi possivel detectar o biofilme.
As imagens capturadas pela termografia no infravermelho s&o semelhantes as imagens
obtidas pelo microscépio eletrébnico de varredura, mas podendo ser executado em
poucos minutos. E um método sem contato, n&o destrutivo, de baixo custo, portatil e de
facil uso.
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1. Introducéo

Um desafio a ser superado nas industrias de alimentos e ambiente
hospitalar é em relagdo a contaminacdo microbiologica causada pela formacéo

de biofilme sobre as superficies dos equipamentos e utensilios.

A ocorréncia de enfermidades de origem alimentar ocasionadas pela
ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos € um
problema recorrente no mundo inteiro e que ocorre, em grande parte, devido a
elevada facilidade da formacdo dos biofiimes em ambientes de producéo e
manipulacdo de alimentos. Apesar de ser realizada a higienizacéo e sanitizacao
de todas as superficies de processamento de alimentos, quando ha a presenca
de sujidade ou os microrganismos apresentam-se na forma de biofilme, estes
podem ser potencialmente resistentes a sanitizantes e a produtos quimicos
(ANDRADE, 2008).

A formacao de biofilmes envolve mudltiplos estagios, que inicia com a
adesdao microbiana e subsequente produgcdo e acumulacdo de uma matriz
extracelular. A matriz extracelular servirA como protecdo para 0S micro-
organismos contra agentes quimicos e fisicos, dessa forma dificultando a
remocdo dos biofilmes das superficies em que se estabelecem (FLEMMING,;
WINGENDER, 2010; COSTERTON, 1999).

Contudo, a avaliacéo da eficiéncia da sanitizacdo na formacao de biofilmes
ainda € considerada um desafio (FERNANDEZ, et al., 2019). Embora sejam
utilizadas diferentes técnicas de monitoramento de biofilmes e sujidades in situ,
as estratégias comumente empregadas sdo analises por parametros de
referéncia bioquimicos, quimicos, microbioldgicos ou fisicos (p. ex. microscépio
de luz e microscopia eletrbnica de varredura). Entretanto, os métodos de
referéncia possuem caracteristicas limitante para serem aplicados em analises
de rotina, tais fatores que limitam o seu uso sédo a complexidade de operacéo, o
tempo gasto, elevados volumes de reagentes, amostragem invasiva que por
consequéncia degrada o biofilme, além da necessidade de infraestrutura
adequada e pessoal especializado. Ademais, alguns equipamentos ndo sao
portateis e ndo permitem o0 monitoramento continuo durante 0S processos
industriais (DOLL et al., 2016; DENKHAUS et al., 2007; CORTIZO;
FERNANDEZ, 2003; ZHANG; FANG, 2001).
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Considerando, que para a avaliacéo e deteccéo de biofilmes microbianos
em diferentes superficies séo utilizados métodos fisico, quimicos e bioquimicos,
esta revisao visa destacar a importancia da detec¢éo dos biofilmes nas industrias
de alimentos bem como no ambiente hospitalar, e dessa forma apresenta os
principais aspectos, caracteristicas, vantagens, limitacfes e aplicacbes desses

métodos.

2. Biofilmes

Os biofilmes sé@o definidos como adjuntos bacterianos sésseis que
consistem em grupos multicelulares, compostos por células procariéticas e/ou
eucaridticas unidos em uma matriz composta por substancia polimérica
extracelular (COSTERTON et al., 1999; PANTANELLA et al., 2013; ACHINAS et
al., 2020). A formacéo de biofilmes envolve mdultiplos estagios, iniciando com a
adesao microbiana com subsequente produgéo e acumulagédo de uma matriz
extracelular, que € composta por uma ou mais substancias poliméricas, tais
como, proteinas, polissacarideos, substancias humicas e DNA extracelular
(FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Para as bactérias a formagéo de biofilme promove algumas vantagens
como a protecdo contra antibiéticos, desinfetantes, condicdes ambientais e a
capacidade de sobreviver em condi¢cBes deficientes de nutrientes (GOLDBERG,
2002; CHEN et al., 1998; PENG; TSAIl; CHOU, 2002; KOCH et al., 2001;
ACHINAS et al., 2020).

Cerca de 99% da populacao de bactérias pode ser encontrada na forma de
um biofilme em varios estagios de crescimento (DALTON; MARCH, 1998). O
surgimento dessas comunidades sésseis e sua resisténcia inerente aos agentes
antimicrobianos estdo no centro de muitas infecgdes bacterianas persistentes e
cronicas (COSTERTON, 1999).

Os microrganismos que crescem envolvidos no biofilme possuem varios
mecanismos gue aumentam a sua resisténcia a tratamentos antimicrobianos
externos em comparagao com bactérias no estado plancténico. Uma das teorias

destinadas a compreender esta recalcitrancia envolve a penetracéo lenta ou
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incompleta de agentes antimicrobianos através da substancia polimérica
extracelular (EPS) do biofilme (FRANCOLINI; DONELLI, 2010).

A barreira da matriz pode também atuar como um mecanismo de defesa
contra outros estimulos externos tais como luz ultravioleta e desidratacdo. A EPS
também possui capacidade de neutralizar e diluir substancias antimicrobianas
(HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004). De fato, foi relatado que
os biofilmes maduros sdo mais resistentes aos agentes bactericidas necessarios
para desestruturar células plancténicas do mesmo organismo no estado livre
(KHOURY et al., 1992). Embora, a penetracdo incompleta da barreira da matriz
tenha sido bem registada e revisada, este mecanismo de resisténcia néo é eficaz

contra todos os antimicrobianos.

Sendo os biofilmes bacterianos os maiores causadores de problemas nas
industrias de alimentos (KUMAR; ANAND, 1998), sistemas de &gua
(FLEMMING; WINGENDER, 2010; BOTT, 1998), area de odontologia
(MAROTTA, et al., 2002) e principalmente no ambiente hospitalar (HALABI et al.,
2001), é muito importante saber quais sdo 0s microrganismos e identifica-los

diretamente na superficie em que estdo presentes.

2.1. Biofilmes no ambiente hospitalar

No ambiente hospitalar os biofilmes bacterianos s&o o0s principais
responsaveis por infeccbes, e 0s microrganismos associados mais
frequentemente as infecgcdes sdo as bactérias gram-positivas, tais como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis e
as bactérias gram-negativas, incluindo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, e leveduras, particularmente
espécies de Candida (DONLAN, 2001).

Comumente no ambito hospitalar s&o utilizados dispositivos, como
cateteres, shunts, endoscopios, respirador pulmonar que melhoraram
significativamente os servicos de saude e a recuperac¢ao do quadro clinico dos
pacientes. Entretanto, complicacdes devido a infec¢cOes estdo correlacionadas

diretamente com os dispositivos médicos, pois os biofiimes sé&o encontrados em
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superficies inertes, nesses dispositivos médicos de uso interno ou externo
(BORDI; BENTZMANN, 2011).

As infec¢des provenientes de biofilmes em implantes ou nas superficies de
outros dispositivos sao dificeis de erradicar devido a sua protecdo natural, pois
como mencionado anteriormente, os biofilmes protegem as bactérias, tornando-
as mais resistentes a antibiéticos e sanitizantes, em comparagdo com células
vivas livres, levando a graves complica¢des clinicas. Isso esta associado ao
aumento dos casos de mortalidade e morbidade, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, hospitalizados, idosos que correm maior risco devido a
complicagBes sépticas e pacientes pediatricos. Devido as complicagbes no
estado clinico dos pacientes e das internages ocorre 0 aumento dos custos de
hospitalizagdo (CRUZEIRO; CAMARGOS; MIRANDA, 2006; SRIVASTAVA;
BHARGAVA, 2016).

As infeccdes clinicas estdo associadas na maioria das vezes a formagéo
de biofilmes em dispositivos médicos. Os marcapassos, os dialisadores elétricos,
as proteses articulares, os cateteres intravenosos e urinarios sao indispensaveis
para o tratamento dos pacientes, uma vez que nao existe nenhuma alternativa
para a substituicdo desses dispositivos. Na maioria das vezes, as bactérias das
espécies Staphylococcus e Pseudomonas infectam oportunamente esses
dispositivos de intervencdo meédica e através deles as bactérias entram no
sistema do paciente. Sobre isso, observou-se que os Staphylococcus podem
infectar feridas abertas e implantes (AKIYAMA, et al., 2002), também foi relatado
a presenca de Staphylococcus epidermidis em dispositivos médicos (OTTO,
2009).

Em cateteres venosos centrais, foi relatada a presenca de organismos
formadores de biofilmes no [limem e na superficie desses cateteres (DONLAN,
2008), e os principais microrganismos colonizadores sdo Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomona
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (KOKARE., et al., 2009).

J& em cateteres urinérios, que podem ter sistemas aberto ou fechados, os
microrganismos que causam contaminagdes sao Staphylococcus epidermidis,

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
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pneumoniae, Enterococcus faecalis e algumas bactérias gram-negativas
(DONLAN, 2001; KOKARE., et al., 2009).

As implantacdes de proteses, biopréteses e valvulas mecanicas HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; SIHORKAR; VYAS, 2001). séo
suscetiveis a colonizacdo microbiana e subsequentemente a formacdo de
biofilmes. Os microrganismos mais comuns que formam biofilmes nestes casos
sao Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, bacilos gram-negativos, candida
spp, Enterococci e diptheroids (KOKARE., et al., 2009).

A colonizacdo por essas bactérias em corpos estranhos meédicos ou
dispositivos permanentes € uma das principais causas de infec¢cfes associadas
a hospitalizacdo (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009). Além disso, esses
organismos ubiquos causam infeccbes nosocomiais em  pacientes
imunocomprometidos (BOU et al., 2006). As infec¢cdes bacterianas sao
provavelmente as complicacdes pos-cirtrgicas mais comuns e desafiadoras que
afetam os implantes biomédicos. Nesse sentido, a formacéo de biofilmes em
superficies implantadas é uma das principais causas de falha do implante
(DOUGLAS, 2003). Estes microrganismos muitas vezes provocam infeccdes
persistentes e crbnicas em pacientes que tém cateteres, proteses ou outros
dispositivos semelhantes e aqueles com sistema imunolégico comprometido
(FOXMAN, 2002).

2.2 Impactos causados pela presenca de biofilmes na industria de

alimentos

Os procedimentos de limpeza e higienizacdo sdo essenciais para uma boa
manutengcdo do ambiente de processamento de alimentos, evitando a
contaminacdo bacteriana. Porém, quando os equipamentos e utensilios séo
higienizados inadequadamente pode ocorrer a formagdo de biofilmes
bacterianos, que constituem uma importante fonte de problemas sanitarios e
perdas econdbmicas nas industrias de alimentos e podem contribuir para a
contaminagdo cruzada e transmissdo de microrganismos patogénicos e
deteriorantes para os alimentos. Por consequéncia, 0s riscos de surtos

alimentares aumentam, podendo causar doengas infecciosas, além de reduzir a
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vida atil dos produtos e a perda de credibilidade da industria (NYACHUBA, 2010;
TODD et al., 2009).

A presenca de residuos de alimentos em equipamentos industriais, muitas
vezes sdo oriundos das praticas inadequadas de limpeza, e esses residuos
aderidos podem facilitar a sobrevivéncia de microrganismos (LEON &
ALBRECHT, 2007). Portanto, € necessaria uma limpeza frequente para remover
e evitar quaisquer adesdes de material organico, inorganico e, principalmente de
microrganismos. Se a higienizacdo nao for adequada, ocorrera a necessidade
de nova higienizacdo que pode exigir procedimentos de limpeza mecanica
intensos ou concentracdes muito altas de desinfetantes ou ambos, que podem
ser prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana (WHITEHEAD, SMITH &
VERRAN, 2008; FERNANDEZ, et al., 2019).

Além disso, uma vez que os biofilmes estejam instalados nas superficies
dos equipamentos eles agem como camadas isolantes e ocasionam 0 processo
denominado corrosdo microbiologicamente induzida, assim prejudicando a
transferéncia de calor entre as superficies e reduzindo a vida util dos
equipamentos. Consequentemente, ha reducdo da eficiéncia energética e
acréscimo de despesa de relacionadas a manutencao pela substituicdo de pecas
dos equipamentos precocemente deterioradas, bem como diminuicdo da

qualidade dos produtos.

Na industria de alimentos os biofilmes podem se acumular em superficies
de diferentes materiais, tais como, ac¢o inox, vidro, borracha, polipropileno,
férmica, ferro, polietiieno de baixa densidade, policarbonato, entre outros.
Convém ressaltar que o biofilme, quando submetido ao calor, pode cristalizar e
formar depoésitos ou crostas que sdo muito aderentes, protegendo novos
microrganismos e dificultando ainda mais os procedimentos de higiene (PARIZZI
et al., 2004).

Portanto, o controle da aderéncia de microrganismos as superficies é
essencial para manutencdo da qualidade dos alimentos. As operacdes de
lavagem e sanitizagdo, mesmo que frequentes, ndo podem garantir a eliminacao
completa dos biofilmes, pois sabe-se que muitas das superficies em contato com

o alimento assim como as tubulagbes e equipamentos, apresentam cantos,
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sulcos, rugosidades, rachaduras, e zonas de baixo fluxo, onde os biofilmes
facilmente se desenvolvem (NITSCHKE, 2006).

3. Métodos de deteccédo para avaliar eficiéncia de higienizacao

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a eficiéncia de higienizacao
das superficies tanto nas industrias de alimentos quanto nos hospitais é o teste
de bioluminescéncia de adenosina trifosfato (ATP), que € um método bioquimico
rapido que estima o ATP total, em que a amostra é coletada através de swab. O
ATP total estd relacionado a quantidade de residuos alimentares e/ou
microrganismos coletados. O método baseia-se na reacdo enzimatica do ATP
com luciferina-luciferase, resultando em emissédo de luz que € mensurada por
um luminémetro, cuja intensidade € expressa em unidades de luminescéncia
relativa (RLU) (SHAMA; MALIK, 2013).

A bioluminescéncia de ATP é um bom método para a determinacao rapida
da eficiéncia de limpeza, geralmente o resultado é obtido entre 5 e 10 min. Nesse
método tanto os residuos de alimentos quanto 0S microrganismos sao
detectados. Como o teste é realizado rapidamente, podem ser tomadas medidas
corretivas imediatas (SHAMA; MALIK, 2013). Os métodos de bioluminescéncia
de ATP séo uma alternativa atrativa porque fornecem avaliagdo da limpeza da
superficie em tempo real (GRIFFITHS, 1993; VILAR, et al., 2008). Assim, esses
métodos sdo adequados para monitorar a limpeza dentro dos sistemas de
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (AYCICEK et al.,
2006).

A bioluminescéncia do ATP tem sido utilizada para avaliar a higiene das
superficies de contato com alimentos em diversas situa¢des, incluindo hospitais
(AMODIO; DINO, 2014) e equipamentos das industrias de laticinios (VILAR, et
al., 2008). Além disso, este método foi usado para avaliar a contaminacao
microbiana em alimentos como leite cru (COSTA et al.,, 2006), carcacas de
frango (BAUTISTA et al., 1997), presenca de bactérias e para avaliar a eficiéncia
de limpeza de sujidades em diferentes superficies (KOO et al., 2013;
WHITEHEAD; SMITH; VERRAN, 2008). Esse método detecta

contaminacdo bacteriana, mas também fontes ndo-microbianas de ATP, tais
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como residuos organicos (alimentares), a presenca destes indica uma limpeza

deficiente que beneficia o crescimento microbiano.

As principais vantagens desse método sdo a rapidez, simplicidade e
principalmente a possibilidade de efetuar analises em campo. Entretanto, como
limitantes esse método requer que sejam delimitadas areas antes das analises,
dessa forma, ndo € possivel verificar a localizacdo exata das sujidades ou
microrganismos presente no local analisado. Além disso, por ser uma reacao
enzimatica, a técnica de ATP bioluminescéncia é afetada por parametros como
pH e temperatura. Valores acima ou abaixo destes podem inativar a luciferase
ou retardar a velocidade da reacdo. Além desses parametros, a turbidez e a cor,
no caso de analise de amostra liquida, podem influenciar diretamente os
resultados (SHAMA; MALIK, 2013).

Além desse método rapido e de facil manuseio, WHITEHEAD et al., (2009)
verificaram que com o uso de métodos fisicos € possivel detectar incrustacées
residuais nas superficies, por exemplo, medindo mudancas no angulo de
contato. Contudo, os resultados obtidos pelos autores demostram que néo €
possivel verificar a distribuicdo da sujidade sobre a superficie e os dados sdo de
dificil interpretacdo. Outra técnica empregada para o monitoramento de
diferentes tipos de sujidade em superficies, como por exemplo aco inoxidavel, &
a microscopia de epifluorescéncia, que foi utilizada para a identificacdo do
padrdo de adesdo ou remocdo celular. Para tanto, a avaliacdo foi efetuada
através da adicdo de uma pelicula de proteina sobre o microrganismo
Staphylococcus aureus em superficies de titanio. Sobre essa superficie, foi
pulverizada uma solucéo de dodecilsulfato de sodio para simular o processo de
higienizacdo. Dessa forma, podde-se observar que quando as células dos
microrganismos estavam protegidas pela pelicula de proteina as mesmas nao
foram removidas, mostrando in situ que a presenca de material organico nas
superficies altera a sua capacidade de limpeza. Apesar da possibilidade da
detecc¢ao dos microrganismos o tamanho da area analisada (2 ym) é um limitante
para as analises de rotina nas industrias, pois ndo ocorre a amostragem real da
superficie analisada, ocasionando erros na analise (VERRAN; WHITEHEAD,
2006).
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WHITEHEAD; BENSON; VERRAN (2015) avaliaram sujidades de extrato
de peixe e células de Listeria monocytogenes depositados sobre placas de aco
inoxidavel. Os substratos aderidos foram visualizados por microscopia de
epifluorescéncia (510-560 nm), onde a porcentagem da area coberta pelos
materiais organicos e pelos microrganismos foi determinada. Por sua vez, essa
técnica possibilitou a visualizag¢éo direta da contaminacédo de superficies e a area
onde havia a presenca de células. As imagens das células foram obtidas in situ,
com resultados imediatos, representando verdadeiramente o nimero de células
e 0 material organico que também pode ser visualizado e quantificado. Porém,
essa técnica apresenta limitagc6es como a dificil disponibilidade do equipamento,
necessidade de operadores treinados, grande numero de replicatas da amostra
e, principalmente, ndo € possivel representar toda a superficie, ou seja, esse

meétodo ndo possibilita a visualizacdo de uma grande area de exposicao.

Em outro trabalho da literatura a microscopia de epifluorescéncia e a
microscopia eletronica de varredura (MEV) foram utilizados para visualizar a
distribuicdo de Escherichia coli e de residuos de alimentos (proteina, gordura e
carboidratos) em superficies de aco inoxidavel. A técnica de microscopia de
epifluorescéncia possibilitou a determinagéo de baixos niveis de sujidade (0,1 %
a 1 %), enquanto com MEV foi possivel fazer a detec¢cdo somente em niveis de
10 % de sujidade, ou seja, com o uso do MEV néo foi possivel detectar baixos
niveis de sujidade (0,1 % e 1%) (WHITEHEAD; SMITH; VERRAN, 2008).
Embora o MEV forneca informacgfes sobre a distribuicdo de materiais e células
em uma superficie, € um método que requer manipuladores treinados e
especializados, necessita do preparo da amostra e apresenta custo elevado de

aguisicao e manutencao.

Além dessas técnicas utilizadas para a deteccdo de sujidades, pode-se
ainda citar a espectroscopia de Raios-X, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier, radiacdo ultravioleta (UV) e microscopia de forca
atbmica. Mas, esses métodos requerem analistas qualificados, sdo de alto custo,
e nao fazem o monitoramento completo de uma superficie, ou seja, somente
avaliam pequenas areas, o que limita sua utilizagdo em analises de rotinas nas
industrias de alimentos (WHITEHEAD; BENSON; VERRAN, 2011; ABBAN;
JAKOBSEN; JESPERSEN, 2014; PHINNEY et al., 2017).



137

4. Deteccéo e caracterizagdo dos biofilmes

Na atualidade, a deteccdo de microrganismos na forma de biofilmes tem
ganhado destaque, devido aos problemas de contaminacdes associados a eles
em ambientes hospitalares e industriais. A presenca de biofilme nas superficies
de equipamentos na area alimenticia ou em dispositivos médicos podem causar
sérios danos a saude, pois desencadeia infec¢cdes que podem ser letais em
pessoas com quadro clinico critico (DENKHAUS et al., 2007).

Véarios métodos sdo usados para detectar e monitorar a carga microbiana
em superficies nas industrias de processamento de alimentos e em superficies
em geral. Além do monitoramento in situ de biofilmes, as estratégias comumente
empregadas sao analises por parametros de referéncias bioquimicos, quimicos
e microbiolégicos (AZEREDO et al., 2017). As técnicas sdo classificadas de

acordo com a definicao:

e Quimica: quando utiliza corantes ou fluorocromos que podem se ligar ou

adsorver aos componentes do biofilme.

e Fisica: quando a biomassa total do biofilme pode ser obtida a partir de

medidas de peso seco ou umido.

e Microscopica: quando uma modalidade de imagem € usada para detectar

a formacéao de biofilme (ou seja, sempre que um microscépio é usado).

e Bioldgica: quando uma técnica utiliza a estimativa da viabilidade celular

na medicao e detec¢édo da formacéao de biofilme.

4.1. Métodos Quimicos

O método quimico mais utilizado € o de coloracdo Live/Dead, que é
realizado através da utilizacdo de corantes para verificar células vivas e mortas,
sendo que as células vivas apresentam coloragdo azulada, enquanto as células

mortas ficam na coloragédo avermelhada (DOLL et al., 2016).

Porém, segundo RAMAJANI et al.,, (2019), a coloracdo de placa de
microtitulacdo é a mais comum, sendo a quantificacdo de biofilme estatico, se
baseia principalmente em corantes colorimétricos (mais comumente usados sao

cristal violeta e safranina) (RAJAMANI et al., 2019). Nesse método, placas de
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microtitulacdo (placa de 96 pocos) sdo cultivadas com uma suspensao
bacteriana, a seguir, as placas sao cobertas e incubadas por um tempo
especifico (OJIMA; NUNOGAMI; TAYA, 2016). Depois o tempo de incubacao, as
placas sédo lavadas para remover microrganismos ndo aderentes. O restante
microrganismos sdo fixados na superficie, normalmente pela adicdo de uma
solugcéao de metanol (STEPANOVIC; VUKOVIC; DAKIC, 2000). Depois de adigéo
da solucdo de metanol, as placas contendo os microrganismos sao deixadas
para secar. O biofilme pode ser corado para avaliar a atividade metabdlica ou

obter a biomassa total.

Outro método utilizado e reportado na literatura € a atividade metabdlica de
uma amostra contendo biofilme que é medida para discriminar entre células vivas
e mortas. Dois corantes usados para avaliar a viabilidade de uma amostra séo o
cianoditolil tetrazolio sal de cloreto e sal de tetrazdélio sodico (AZEREDO et al.,
2017; PEETERS; NELIS; COENYE, 2008). A mensuracdo da biomassa da
atividade metabdlica é principalmente aplicada para a quantificacdo de células
vidveis em culturas planctonicas (GABRIELSON, et al., 2002).

A biomassa total de um biofilme pode ser obtida por coloracdo, mas dois
exemplos de obtencéo de biomassa total por coloracdo sdo dados em OJIMA et
al., (2016) e NGUYEN et al., (2012) onde os autores usaram uma solucdo de
safranina para manchar células de E. coli. Ap6s 20 min de repouso a temperatura
ambiente, as placas de microtitulacdo foram lavadas duas vezes. Apds a etapa
de lavagem, as manchas células foram solubilizadas pela adicdo de acetona em
etanol, a suspensao foi condensada, e o indice do biofilme e o nUmero de células
foi medido pela absorcdo da solucdo de corante com um leitor de placas
(NGUYEN; RODDICK; FAN, 2012). Outra possibilidade de medir a biomassa
total € aplicar a coloracdo com cristal violeta (CV) (MARCOS-ZAMBRANO et al.,
2014). MARCOS-ZAMBRANO et al. (2014) seguido o mesmo procedimento de
OJIMA et al. (2016) e NGUYEN et al. (2012), utilizou um espectrofotdmetro para
calcular as medic¢des finais do biofilme total. Ao comparar os diferentes métodos,
os resultados variam, portanto, pode-se concluir gue MPDS para biomassa total
tem baixa reprodutibilidade. Além disso, as leituras colorimétricas sao
frequentemente prejudicadas por variagbes que podem ocorrer (RAJAMAN et
al., 2019).



139

A anélise de biomassa baseada em fosfolipidios € baseada na medicao de
fosfolipidios, que sdo componentes celulares, pois estes sdo universalmente
distribuidos e expressos em um nivel constante entre a comunidade microbiana.
No entanto, a determinacdo de fosfolipidios € limitada pela sua taxa de
recuperacdo e pela sensibilidade do equipamento analitico (AZEREDO et al,
2017). Para identificar os diferentes fosfolipidios, pode ser utilizado um
cromatdgrafo a gas. Esta técnica é aplicada principalmente na diferenciacédo
microrganismos no solo e fornece informacdes sobre a viabilidade do
microrganismo e estrutura (WU et al., 2010; HUANG et al., 2019). No entanto,
AZEREDO et al., (2017) descreveu esta técnica como uma possivel substituicdo
para unidades formadoras de col6nias (CFU). Além disso, um artigo recente de
HUANG et al., (2019) foi o primeiro a vincular a atividade respiratoria microbiana
com o acido graxo fosfolipidico de biofiimes em escala real biorreatores. Os
microrganismos formam diversos acidos graxos fosfolipidicos (PFA) por meio de
varios processos quimicos. Essas reacdes quimicas variam por espécie,
portanto, o PFA € especifico da espécie e pode ser usado coletar informacdes
sobre as diferentes espécies de microrganismos que vivem em biofilmes
(HUANG et al., 2019). Além disso, como dito, é possivel avaliar a viabilidade dos
microrganismos presentes no biofilme. O PFA e a taxa de consumo de oxigénio
sdo descobertos apenas em organismos vivos, células e, portanto, podem ser
usados como biomarcadores caracteristicos para microrganismos Vivos
(HUANG et al., 2019). A partir disso, pode-se concluir que a analise de biomassa
baseada em fosfolipidios pode ser usada para diferenciar entre microrganismos
presentes em um meio especifico. Além disso, pode estimar a viabilidade das

células presentes em um meio.

4.2. Métodos Bioldgicos/ Bioquimicos

No método bioquimico a anélise mais empregada € a caracterizagdo da
EPS. Nese tipo de analise, ocorre a desestruturacédo do biofilme, e a verificagao
da quantidade de carboidratos e proteinas que fazem parte da estrutura dele.
Entretanto, nesse método é necessario saber a localizacdo exata do biofilme
para que o0 mesmo possa ser coletado para analise (KARUNAKARAN et al.,

2011). Ja os meétodos baseados em parametros microbioldgicos mais comuns
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utilizam a coleta da amostra com swab com posterior plagueamento e contagem
das unidades formadoras de col6nia (UFC) (DOLL et al., 2016).

Unidades formadoras de col6nias é a técnica mais amplamente utilizada
para estimar a viabilidade celular do biofilme (AZEREDO et al., 2017). O conceito
basico deste ensaio é separar as células individuais em uma placa de agar e
cultivar colénias das células, diferenciando assim as células vivas das células
mortas. Se uma célula individual pode proliferar e dividir em células maduras,
formara uma col6nia individual (WILSON et al., 2017). Células viaveis, mas ndo
cultivaveis (do inglés, Viable but non-culturable, VBNC), sao caracterizadas por
uma perda de cultura em agar, o que dificulta sua deteccao por UFC (NGUYEN;
RODDICK; FAN, 2012). De acordo com Ll et al., (2014), é até possivel que todas
as bactérias em uma amostra estejam no estado VBNC. Se esse fenbmeno
ocorrer, a amostra pode ser considerada como livre de germes devido a nao
detecgdo (NGUYEN; RODDICK; FAN, 2012). O procedimento comega com uma
maturidade biofilme que é transferido para um meio liquido por meio de
raspagem, voértex ou sonicacdo e é, portanto, uma técnica de medicao de
biofilme destrutiva. Apos a incubac&o no meio liquido, as colbnias sdo contadas
nas placas e o ndmero de células da cultura original é calculada usando
contagens meédias de coldnias, o volume amostra utilizado (UFC/mL) de cultura
semeado e o fator de diluigdo do biofilme suspenso (WILSON et al., 2017).

Exceto para medir a viabilidade usando o nimero de UFC, esta técnica
também pode ser usada para outras finalidades, como por exemplo disso € a
aplicacdo para testar se diferentes materiais afetam o crescimento do
microrganismo (AKENS et al., 2018). AKENS et al., (2018) aplicou UFC para
comparar placas ortopédicas de aco inoxidavel e titanio. Outra aplicacédo do UFC
€ avaliar o desempenho de varios materiais anti-bioincrustantes (VAN DEN
DRIESSCHE et al., 2014).

Os métodos microbiolégicos em geral, sdo baratos e de facil manuseio,
além das analises poderem ser realizadas em meios seletivos, onde bactérias
especificas podem ser isoladas e identificadas. Entre as principais limitacdes
desse método cabe destacar o elevado tempo para as analises e a pequena area
analisada, pois ela deve ser previamente delimitada e durante esse

procedimento podem erros de amostragem e consequentemente resultados
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falso-negativos (CHAE; SCHRAFT 2001; WIRTANEN; MATILLA-SANDHOLM,
1993).

Outro método utilizado para as andlises microbiologicas de biofilmes € o
contato da superficie a ser analisada diretamente com uma superficie de agar
solidificado depositado em uma placa, chamado de placa de RODAC. Este
meétodo € mais simples do que o swab, mas ndo é possivel amostrar superficies
irregulares, além disso, esse método depende do tempo de contato &gar/
superficie e pressao aplicada onde elevadas pressdes podem danificar e
inutilizar o 4gar (OKAMOTO, 2018; NYDER, 2003). Ademais, 0s microrganismos
podem ndo aderir quantitativamente a superficie do &gar, ocorrendo a
subestimacédo do nimero de microrganismos presentes na superficie amostrada
(OKAMOTO, 2018; NYDER, 2003).

Dessa maneira, pode-se perceber que os métodos microbiolégicos
incluindo swab e métodos de contato em agar, sdo amplamente utilizados para
avaliar a limpeza das superficies em industrias alimenticias, entretanto exigem
longos periodos de incubacéo (24 a 72 h de crescimento), o que ndo € desejado
em analises de rotina, pois nas industrias de alimentos os resultados devem ser

obtidos rapidamente.

4.3. Métodos Fisicos

KINNER et al., (1983) e MURGA et al., (1995), foram os pesquisadores
pioneiros a publicar artigos sobre a andlise de biofilmes, sendo essas pesquisas
relacionadas aos parametros microbiolégicos, tais como espessura do biofilme,
peso seco total e contagem total de células. Entretanto, essa caracterizacao foi
insuficiente para descrever a atividade do biofilme. Dessa forma, muitos métodos
foram aperfeicoados para que fosse possivel realizar a caracterizacdo dos
mesmos (LAZAROVA; MANEM, 1995). Assim os métodos podem ser
organizados de acordo com o tipo de informacéao trazida acerca dos biofilmes: (i)
formacdo e estrutura do biofilme, (ii) composicdo do biofilme, componentes
especificos do biofilme e (iii) atividade da biomassa (DENKHAUS et al., 2007).

Outra informacé&o importante é a identificacdo fenotipica de cepas
produtoras de biofilme pode ser realizada pelo método do tubo de ensaio ou pelo
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teste de placa de micro titulacdo (MtP) que é baseado na mensuracdo da
densidade optica (O.D.) de biofilmes bacterianos corados que estdo depositados
em microplacas de 96 pocos, a leitura € realizada em espectrofotbmetro
produzindo resultados quantitativos do biofilme total, ndo distinguindo entre

células mortas e vivas (MERINO et al., 2019).

Segundo RAJAMANI et al. (2019), a coloracédo de placa de microtitulacéo
€ 0 método mais utilizado para a quantificacdo estéatica de biofilme, que se baseia
principalmente em corantes colorimétricos (mais comumente usados sao cristal

violeta (CV) e safranina) que séo extraidos de biofilmes corados.

Outra técnica que é utilizada na deteccdo de biofilmes é visivel (Vis) e
infravermelho préximo ((NIR) que é baseado nas propriedades dos materiais em
absorver e/ou refletir luz em diferentes bandas espectrais. Foi realizado estudos
com biofilmes é o método utilizado obteve varias imagens nas bandas espectrais
usando uma camera fotografica digital (GRISKIN; IAKUSKIN; STEPENKO,
2017). Essas imagens foram analisadas comparando-as com grupos conhecidos
de indices de vegetacdo, como o indice de vegetacao de diferenca normalizada
e a vegetacdo de diferenca normalizada aprimorada. O processamento de
imagens € uma técnica amplamente utilizada e sua aplicacéo varia. Exemplos
de a aplicacdo desta técnica é a analise da umidade do solo, monitoramento
bacteriano em fontes de agua potavel, indUstrias de alimentos e atividade
antibacteriana de materiais téxteis (GHEORGHE; DEAC; FILIP, 2019; ANCUTA
et al.,, 2019; FERNANDEZ et al., 2019; SHAMS-NATERI; PIRI; MOKTHARI,
2018). Além disso, existem técnicas que usam luz visivel para desencadear uma

reacao do biofilme em questao.

ZHIQIANG et al., (2019), fabricaram anfifilicos liberadores de 6xido nitrico
(NO) e aplicou isso ao biofilme, que desencadeou uma reacgéo e, por sua vez,
liberou NO quando exposto a luz visivel. No entanto, esta Ultima técnica é
diferente da técnica VIS&NIR, pois sua implementacdo requer os anfifilicos

liberadores de NO fabricados e um microscopio para visualizar a reacao.
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4.3. Microscopios

Na literatura sdo relatadas diversas técnicas aplicadas na caracterizagdo
de biofilmes em superficies. Entre as técnicas que possuem destaque, pode-se
elencar o microscopio de luz, (CORTIZO; FERNANDEZ, 2003) microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (WOLF; CRESPO; REIS, 2002; CLAYBORN, et
al., 2015; PANDE; MCWHORTER; CHOUSALKAR, 2016; DE OLIVEIRA et al.,
2014; AZEREDO, et al.,, 2017), microscopia confocal de varredura a laser
(ZHANG; FANG, 2001), microscopia de elétrons e microscopia de forca atbmica
(AFM) (OZKAN et al., 2016). Essas técnicas sao utilizadas para verificar a
morfologia, espessura do biofilme, caracterizacdo das espécies presentes,
caracteristicas estruturais do biofilme e analise detalhada da adesdo dos
biofilmes na superficie e analise topogréfica do biofiime (MOREIRA et al., 2017;
ORTEGA et al., 2010; OZKAN et al., 2016).

A microscopia de luz é uma técnica de linha de base util para fornecer
identificacdo visual do biofilme formacédo (AZEREDO et al., 2017). A absorcéo
de luz por biofilmes foi correlacionada com a massa celular do biofilme e massa
total de biofilme. A microscopia de luz é baseada na relacdo linear entre a
intensidade de um pixel em imagens de biofilme e o nimero correspondente de
células. Esta relacdo permite o calculo da espessura do biofime (DE
CARVALHO; DA FONSECA, 2007). A microscopia de luz requer um preparo

simples de amostra, sendo esta barata e facil de executar.

A aplicacdo de microscopia de luz resulta em uma imagem do biofilme,
porém para ocorrer a aquisicdo da imagem ha a necessidade da coloracao do
biofilme. E para isso primeiramente deve-se selecionar um método de coloracao

adequado.

No entanto, em comparacdo com outras técnicas de microscopia, sua
resolucéo é relativamente baixa, ndo sendo o suficiente para determinar relacdes

intercelulares e diferenciacdo morfotipo (AZEREDO et al., 2017).

A microscopia confocal de varredura a laser (do inglés, Confocal Laser
Scanning Microscopic Analysis, CLSM) € uma microscopia de fluorescéncia,

amplamente utilizada para estudar biofilmes, pois permite a avaliacdo da
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estrutura espacial do biofilme e a visualizacéo da distribuicdo celular na matriz
do biofilme (NEU; LAWRENCE, 2014).

A aplicacao da técnica resulta em imagens 3D do biofilme e os parametros
como espessura e rugosidade do biofilme podem ser obtidos (NEU;
LAWRENCE, 2014). Ao contrario de muitas outras técnicas de microscopia, 0
CLSM nao requer fixagao e desidratacéo da amostra de biofilme, portanto, € uma
técnica ndo destrutiva que pode ser realizada in situ e em tempo real (PALMER,;
STERNBER,1999).

No entanto, a alegacédo de estar in situ sO € valida para amostras de biofilme
formadas em uma superficie plana que caberd sob o microscopio. Além disso,
CLSM tem sido aplicado em muitos dominios diferentes, exemplos dos quais séo
a deteccdo de biofiilme em membranas de osmose reversa em industrias
processadoras de leite (STOICA, et al., 2018), na validag&o de propriedades anti-
incrustantes de polimeros especificos (BOGUSLAVSKY, et al., 2018), e na
identificagdo de bactérias marinhas e suas caracteristicas de bioincrustacéo
(JEONG, et al., 2018).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) é uma técnica de microscopia
baseada na dispersdo de superficie e na absorcdo de elétrons atingindo alta
profundidade, produzindo uma aparéncia 3D da superficie do biofilme,
visualizacdo do biofilme, distribuicdo do biofilme e EPS disperso nos biofilmes
(CLAYBORN, et al., 2015). Para visualizar essas caracteristicas, € necessario
secar a amostra e operar sob vacuo (WANG, et al., 2018; CLAYBORN, et al.,
2015; CHATTERJEE, et al., 2014). Varios exemplos da aplicacdo do MEV sé&o
para estudar a capacidade das bactérias desenvolver biofilmes em diferentes
superficies em varias condicbes ambientais, como por exemplo avaliar a
formacdo de biofilmes de Salmonella spp., (DE OLIVEIRA, et al., 2014), e a
distribuicdo de Pseudomona aeruginosa em superficie de aco inoxidavel (VOSS,
et al., 2020).

Devido as propriedades do MEV para aumentar as amostras até um unico
nivel molecular, as propriedades de adesdo de microrganismos individuais
podem ser monitoradas (BOGUSLAVSKY, et al., 2018).
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De acordo com NORTON et al., (1998), o MEV é capaz de visualizar um
biofilme muito fino porque se concentra nas superficies dos objetos. Isso é
favoravel quando a formacdo inicial do biofilme é investigada, no entanto, quando
a formacéo do biofilme esta em um estagio de crescimento posterior, como a
proliferacdo dos microrganismos, as imagens obtidas por MEV permanecem
focadas na camada superior do biofilme e, portanto, ndo fornecem informacoes

sobre a espessura do biofilme ou sua estrutura 3D (NORTON et al., 1998).

Apesar da alta resolucdo, o MEV ndo é capaz de diferenciar entre
diferentes microorganismos, portanto o microorganismo do qual o biofilme
consiste deve ser conhecido de antemé&o. Para qualquer aplicagdo de MEV, um
extenso preparo de amostra € necessario, e isso pode resultar em danos as
amostras biolégicas (CHATTERJEE, et al., 2014). Assim, se o MEV for aplicado
para andlise de bioofiime em superficies, uma amostra de biofiime deve ser
removida e preparada para posterior analise, o que implicara em danos a

amostra, portanto, o MEV pode ser considerado como uma técnica destrutiva.

A microscopia de forca atbmica (MFA) é uma técnica de microscopia
baseada na deflexdo de uma “ponta” metalica. Esta ponta metalica se move
sobre a superficie do alvo, e a deflexdo da ponta é registrada (OZKAN, et al.,
2016). Utilizando a deflexao registrada, a topologia e as propriedades do material
de uma superficie podem ser medidas. MFA é uma técnica ndo destrutiva e é
capaz de obter visualizacdes topograficas em 3D, detalhes estruturais do
biofiime e vaérias interac6es, como forcas de interacdo microrganismos de
superficie e coesdo do biofilme (CHATTERJEE, et al., 2014; MERINO, et al.,
2019).

Além disso, em contraste com outras técnicas de microscopia, 0 MFA pode
ser aplicado em condicbes ambientais e, portanto, torna obsoleto o pré-
tratamento das amostras (CHATTERJEE, et al., 2014). AFM também é aplicavel
em superficies liquidas, o que geralmente € necessario na imagem in situ de
biofilmes (HANNIG et al., 2010).

No entanto, para aplicar MFA em amostras liquidas, o procedimento deve
ser alterado. Se a ponta passar a superficie, a ponta pode danificar o biofilme.
Para superar o dano do biofilme, o0 modo de varrimento da ponta ao longo da
superficie do biofilme é alterado para o modo de toque (tapping) (CHATTERJEE,
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et al., 2014). A técnica de toque, em vez de mover-se constantemente pela
superficie do biofilme, € amplamente utilizada (CHEN et al., 2019). Apesar da
afirmacéo de MERINO et al., (2019) que o MFA é uma técnica ndo destrutiva de
deteccdo de biofilme, BIRARDA et al., (2019) afirmaram que para avaliar a
espessura da matriz, parte da matriz foi riscada e a diferenca de espessura entre

a érea riscada e a area do biofilme foi medida e diferencas foram encontradas.

A aplicacdo do MFA por Birarda et al. (2019) indica que a técnica é
destrutiva se o objetivo é obter informacdes sobre a espessura do biofilme de
uma amostra. Além disso, em comparacao com outras técnicas de microscopia,
o MFA é capaz de oferecer a mais alta resolucédo de 1-10 nm (MERINO et al.,
(2019), e de acordo com CHATTERJEE et al., (2014), essa técnica pode fornecer
resolucdo nanométrica quase rotineiramente. Para detectar um biofilme formado
em uma superficie de equipamento e/ou utensilio ndo é necessario um exaustivo
preparo de amostra, porém o biofilme deve ser transferido para uma superficie

na qual o microscépio possa focalizar.

De acordo com SURMAN et al.,, (1996), a microscopia eletrbnica de
varredura ambiental (do inglés, Environmental Scanning Electron Microscopy,
ESEM) é uma forma modificada de MEV, no entanto, a literatura recente afirmou
que ESEM é um instrumento separado e em maioria dos casos ndo € uma
modificacdo do MEV (FRANKOVA et al., 2018). A alta pressdo da agua usada
no ESEM permite imagens do espécime hidratado, ao contrario do MEV que s6
pode gerar imagens de amostras secas (NGUYEN; RODDICK; FAN, 2012). Além
disso, ndo h& necessidade das analises serem realizadas em alto vdcuo como
MEV (DOUCET et al., 2005).

O beneficio mais importante do ESEM, em comparagcdo com 0 Seu
predecessor MEV, é a capacidade de investigacdo dinamica in situ de mudancas
de amostra ou reacdes sob varias temperaturas e pressdes (KRAUSKO et al.,
2014).

O preparo de amostra para ESEM é bastante rapida em comparag¢do com
a maioria das outras técnicas de microscopia. ESEM néo requer coloragéo,
secagem ou revestimento de amostras. I1sso torna 0 ESEM benéfico no que diz
respeito ao consumo de tempo do processo de visualizacao do biofilme e causa

significativamente menos interrupcdo e danos a amostra de biofilme (DOUCET
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et al., 2005). O preparo da amostra requer que o biofilme formado na superficie
de um equipamento e/ou utensilio seja removido e colocado em uma placa que
caiba na camara do equipamento, e isso pode causar danos ao biofilme, no
entanto, devido a auséncia de secagem e coloracdo necessarias da amostra,

nenhum dano posterior é causado.

Essas técnicas para a caracterizacdo de biofilmes sdo amplamente
utilizadas, porém a grande maioria possui limitagdes nos quesitos de rapidez e
portabilidade e muitas vezes necessitam de uma etapa prévia de preparo de
amostra, resultando na destruicdo do biofilme e/ ou a remocdo do mesmo do
local de origem (PARKER et al., 2017).

5. Termografia ativa no infravermelho para deteccao de biofilmes

Como citado anteriormente ha técnicas diferentes para a deteccdo de
sujidade e biofilmes, no entanto, para a andlise in situ e onde a sujidade e o
biofilme estéo localizados, € necessario utilizar metodologias que oferecam a
vantagem de portabilidade, analise in situ, ndo invasiva, ndo destrutiva de facil
uso e sem preparo de amostra. Desta forma, recentemente foi publicado na
literatura um trabalho utilizando a termografia ativa no infravermelho para

deteccao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa em superficie metélica.

A termografia ativa necessita de um estimulo energético externo sobre a
superficie do objeto, para que a temperatura seja determinada. As fontes de
energia externa que podem ser utilizadas séo ar quente, lampadas, radiacdes
eletromagnéticas, flashes, ultrassom, micro-ondas, laser, entre outros. Em todos
0S casos, 0 objetivo é a producéo de um diferencial térmico no corpo, permitindo
a visualizacao de regides com diferentes caracteristicas (GOWEN et al., 2010;
USAMENTIAGA et al., 2014).

Neste contexto, algumas aplicacbes da termografia ativa também sao
relatadas na area de alimentos, tais como o controle da temperatura de frangos
e salsichas durante o aquecimento e cozimento (IBARRA et al., 2000;
CISCHOSKI et al., 2015), o monitoramento da temperatura de alimentos durante
os processos de secagem (TRAFFANO-SCHIFFO et al., 2014.; CUCCURULLO
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et al.,, 2012; FITO, et al., 2004), o monitoramento de injarias pos-colheita em
frutas e hortalicas (VARITH et al., 2003; VAN LINDEN et al., 2003).

Além disso, a termografia no infravermelho também pode ser empregada
na deteccao de contaminacao microbiolégica em alimentos (HAHN, et al., 2006;
STOLL et al., 2008), deteccdo de objetos estranhos em linhas de producédo
(SENNI, et al., 2014) e infestacGes em gréos de trigo por insetos em diferentes
estadios de vida (MANICKAVASAGAN et al., 2008). Ademais, essa técnica vem
sendo utilizada na identificacdo de defeitos em embalagens e no controle de
climatizacdo durante o armazenamento (VADIVAMBAL; JAYAS, 2011).

Para a deteccdo de biofilme e Pseudomonas aeruginosas em superficie
metalica VOSS et al., (2020) desenvolveram um método em que placas de aco
inoxidavel (1x1 cm?) foram utilizadas como superficie para o crescimento e
desenvolvimento de biofiimes de Pseudomonas aeruginosa. As diferencas de
temperatura de superficie medidas pela camera infravermelha podem ser
causadas pela variacdo espacial do fluxo de calor devido as diferentes
propriedades térmicas dos materiais, obtidas no TA, nesse caso para que
ocorresse a deteccao do biofilme com a camera de infravermelho, foi necessario
gerar um gradiente térmico entre o biofilme e as placas de aco inoxidavel e para
isso as placas metalicas foram resfriadas com temperatura de -11 + 1°C, e com
isso foi produzido um gradiente térmico, pois as propriedades termodinamicas

dos matérias sao diferentes.

Desta forma, as diferentes propriedades térmicas entre o aco inoxidavel e
o biofilme revelou a presenca de biofilmes nas superficies metalicas sob
resfriamento. No entanto, é dificil afirmar com preciséo as propriedades térmicas
dos biofilmes devido ao alto nimero de variaveis relacionadas a sua formacao.
Por exemplo, o calor especifico do aco é 0,50 J/g °C, alguns valores de calor
especifico foram relatados para biofilmes, tais como 0,21 J/g °C para
Pseudomonas cepacia, 0,60 J/g °C para matéria seca de Escherichia coli.

A variagao de temperatura (AT) durante o resfriamento foi maior para os
biofilmes em relagao ago inoxidavel, com AT de 8,7 °C e 1,6 °C, respectivamente.
Esse comportamento segundo VOSS et al., (2020) pode ser caracterizado pelas

diferencas difusividade térmica e efusividade dos materiais.
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A termografia ativa no infravermelho para deteccdo de biofilmes foi
comparada com MEV e imagens semelhantes foram obtidas, portanto esse
método recente pode ser utilizado para deteccdo de biofiime em superficie
metalica, sendo esse um método simples, rapido (3 minutos), ndo invasivo, hao
destrutivo, reprodutivel, de baixo custo, portatil e principalmente as analises

podem ser realizadas in situ.

6. Concluséo

Com a preocupacao com o controle higiénico- sanitario das indastrias de
alimentos e ambientes hospitalares varios métodos inovadores estdo sendo
desenvolvidos para a deteccdo de biofilmes em diversas superficies. Os
métodos chamados de convencionais estdo perdendo espa¢o para 0S novos
meétodos, pois esses sao mais rapidos, ndo destrutivos e ndo invasivos, e dentre
0s métodos ja elucidados na literatura e que sao utilizados rotineiramente surgiu
a termografia ativa no infravermelho para ser um novo método portétil de anélise

in situ.
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