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Introdugdo

Os biofilmes, definidos como comunidades de microrganis-
mos imobilizados conjuntamente numa matriz de subs-
tdncias poliméricas extracellulares de origem microbiana,
representam a parte maioritdria de toda a vida microbiana,
tanto em quantidade como em termos de actividade. Um
biofilme forma-se naturalmente em qualquer superficie
solida em contacto com dgua ndo esterilizada. Agregados
microbianos presentes em separagdo de fases ar-liquido ou
liquido-liquido, ou agregados flutuantes como flocos ou gra-
nulos, enquadram-se igualmente na definigdo de biofilmes.
Fases essenciais de ciclo de nutrientes (e.g. azoto, enxdfre e
carbono) tém lugar em biofilmes multi-espécie existentes em
sistemas aqudticos e nos solos. Apesar da ubiquidade dos bio-
filmes ser geralmente associada aos finos filmes microbianos
que prontamente se formam na maior parte das superficies
solidas, com espessuras da ordem dos milimetros ou mesmo
micrometros, a espessura de alguns biofilmes pode atingir
vdrios centimetros, como no caso dos tapetes de algas.

Os biofilmes tém importdncia em vdrias actividades
humanas. Estagdes de tratamento de dguas ou de efluentes
removem organismos patogénicos e reduzem a quantidade
de matéria organica na dgua ou efluente através de inte-
racgdo com biofilmes. Numerosos bioprocessos também
utilizam biofilmes. Alguns exemplos incluem a produgdo de
vinagre (Boletti 1921), produgdo de dcido citrico (Sakurai et
al. 1997), aplicagées farmacéuticas através da produgdo de
metabolitos secunddrios (Okita e Kirwan 1986), e processos
biolégicos para a extracgdo de metais a partir de minério
(Rawlings 2002).

O crescimento ndo desejado de biofilmes, em contrapartida,
tem um impacto negativo em vdrias actividades. Estragos
em equipamento através da biocorrosdo causada por
biofilmes, contaminagio de produtos, perdas energéticas
relaccionadas com o aumento de atrito, resisténcia acrescida
a transferéncia de calor e perdas de pressao sio alguns dos
efeitos adversos da acumulagdo de biofilmes microbianos
(Jass e Walker 2000) e representam perdas significativas
para industrias a nivel global. Tais problemas sdo agravados
pela resisténcia acrescida a métodos de desinfecgio e limpe-
za que os biofilmes demonstram, comparando com células
bacterianas livres (Simoes et al. 2003), pelo que os métodos
convencionais de desinfeccdo ndo sdo suficientes e requerem
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por vezes doses elevadas de desinfectante, indesejadas de um
ponto de vista ambiental (Jass e Walker 2000). A contami-
nagdo microbiana de canalizagoes constitui uma fonte de
contaminagdo de aguas (Walker et al. 1995) e a acumulagdo
de biofilmes nos cascos de navios é responsdavel por atrito
acrescido e consequentes gastos de combustivel (Cooksey e
Wigglesworthcooksey 1995; Walker et al. 1995; Schultz e
Swain 2000).

O reconhecimento da ubiquidade dos biofilmes por micro-
biologistas clinicos e de savide publica ajudou ao reconhe-
cimento de que numerosas doengas infecciosas, tais como
fibrose quistica, estdo relacionadas com biofilmes, com
o crescimento de biofilmes podendo ocorrer associado a
tecidos vivos (Costerton et al. 1999). Algumas infeccoes cau-
sadas pela utilizagdo de dispositivos médicos em ambientes
clinicos, tais como catéteres, estdo de igual modo relacio-
nadas com biofilmes. Microrganismos da pele de doentes
ou trabalhadores clinicos desenvolvem biofilmes em tais
objectos, que deste modo se tornam num ponto de entrada
para o organismo (Donlan 2001). A matriz de polimeros
extracelulares que mantém o biofilme coeso, frequentemente
denominada por EPS (do inglés extracellular polymeric
substances), é possivelmente também  responsdvel pela
persisténcia das infecgoes relacionadas com biofilmes (Cos-
terton et al. 1978), e pode até proteger os microrganismos de
antibiéticos, jd que estudos experimentais in vitro revelam
que células bacterianas em biofilmes sdo mais resistentes
a antibibticos do que células da mesma espécie no estado
plancténico (Ceri et al. 2001).

Como resultado do seu envolvimento num largo espectro
de actividades humanas, investigadores de vdrias dreas tém
vindo a estudar os biofilmes: Quer para impedir infecgoes
relacionadas com biofilmes ou a sua acumulagdo indese-
jada em equipamento industrial, quer para influenciar o
desenvolvimento e actividade de um biofilme para uma
aplicagdo bioindustrial particular. O espectro de técnicas
utilizadas para a investigacdo dos biofilmes é igualmente
vasto, de acordo com o elevado niimero de dreas cientificas
envolvidas, e vai desde vdrios métodos de microbiologia
molecular aplicados a biofilmes mono-espécie cultivados em
laboratério, até a utilizagdo de micro-sensores para o estudo
de tapetes de algas (Larkum et al. 2003), passando pela utili-

zagdo de reactores a escala industrial (Tijhuis et al. 1996).
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O crescimento microbiano em biofilmes

As vantagens de uma célula bacteriana em se encontrar
contida num biofilme sdo numerosas, nomeadamente no
que diz respeito a protecgdo contra agentes agressivos. Para
além das ja mencionadas resisténcias a desinfectantes e
antibioticos, os biofilmes demonstram também resisténcia
acrescida a radiagdo UV (Elasri e Miller 1999), a desidrata-
¢do (a matriz de EPS ¢é altamente hidratada) e a predadores
como protozoarios. Esta resisténcia acrescida a agentes
agressivos ¢, no entanto, uma particularidade do facto de
que a actividade levada a cabo por biofilmes é notoriamente
diferente daquela levada a cabo por células crescendo num
modo plancténico.

A maioria das caracteristicas atribuidas ao crescimento
microbiano em biofilmes pode ser explicada invocando
fénomenos de transferéncia (Stewart 2003), i.e. as implica-
¢oes fisicas do crescimento em sistemas geometricamente
tdo diferentes como é o caso dos biofilmes em compa-
racdo com as células livres. Em culturas de células livres
ou planctonicas, o transporte de solutos do meio liquido
(normalmente bem homogeneizado) para uma célula, ou
vice-versa, ¢ um processo relativamente rapido, ndo consti-
tuindo um passo limitante na totalidade dos bioprocessos
que ocorrem na célula. Agregados microbianos, no entanto,
sdo ambientes densamente empacotados onde o fluxo de
liquido ¢é limitado. Apesar do facto de se observar fluxo de
liquido ocorrendo em poros nos biofilmes (De Beer et al.
1994; Stoodley et al. 1994) - “canais de 4gua” que rodeiam
os agregados celulares em dlguns tipos de biofilmes — nos
agregados em si, toda a transferéncia de massa se dd através
de difusdo (De Beer ef al. 1994), um processo muito mais
lento. Este facto é ainda agravado por limitagoes difusionais
acrescidas, causadas pela matriz do biofilme (Beuling et al.
2000; Stewart 2003). Em agregados microbianos suficiente-
mente espessos, usuais em biofilmes, as disténcias difusio-
nais sdo suficientemente grandes para que o transporte de
solutos de e para as células bacterianas interiores se torne
lento em comparagdo com as cinéticas de bioprocessos dos
microrganismos. Nestas situagoes formam-se gradientes
de solutos no biofilme, e a transferéncia de massa torna-se
num processo limitante para os bioprocessos (Characklis
et al. 1990).

Nestes ambientes em limita¢ao de transporte de solutos, os
gradientes de concentragio formados constituem condi-
¢Oes favoraveis para a criagdo de micro-nichos. Baixas con-
centra¢des de oxigénio observadas no interior de flocos em
lamas activadas (Schramm et al. 1999; Meyer et al. 2003)
e outros biofilmes (De Beer et al. 1993) podem originar
micro-ambientes propicios a proliferacdo de organismos
anaerdbios, apesar da presenca de oxigénio em solu¢do no
meio liquido. Gradientes de solutos em biofilmes orais (pla-
ca bacteriana) sdo a causa da acidez local responsavel pelas
caries dentdrias: Nestes biofilmes, bactérias acidogénicas
rapidamente metabolizam agtcares produzindo acidos que
gradualmente se acumulam criando um micro-ambiente
acido, sendo a0 mesmo tempo responsavel pela corrosiao

dentaria e pela limitagdo de espécies bacterianas compe-
titivas, essas associadas a dentes saudaveis (Marsh 2003).
Limitagdes de transferéncia de massa que impedem pene-
tragdo eficiente de antibidticos no biofilme sdo também,
frequentemente, apontadas como possiveis causas para a
resisténcia a antibiéticos mencionada anteriormente (ver
Mah e O’'Toole 2001 para referéncias).

A luz destes factos, uma interpretacio do comportamento
de biofilmes baseada na extrapolagdo da célula planctoni-
ca ndo é possivel sem o conhecimento dos processos de
transferéncia de massa no contexto de uma morfologia
complexa.

Estrutura de biofilmes

Por estrutura de biofilmes entende-se (1) a forma tridimen-
sional (3D) do biofilme em conjunto com (2) a distribui¢io
espacial das substancias imobilizadas, tanto bidticas como
abidticas, no mesmo biofilme. A forma do biofilme define a
forma da interface biofilme/liquido através da qual todo o
transporte de massa de solutos ocorre, e as distancias difu-
sionais que definem micro-ambientes. A distribui¢do espa-
cial de substincias imobilizadas diz respeito a distribui¢do
espacial de EPS, células bacterianas (possivelmente de dife-
rentes espécies), e eventualmente de particulas inorgénicas.
A estrutura pode ser descrita por meio de propriedades
morfologicas, tais como a espessura do biofilme, densidade
do biofilme e forma da superficie do biofilme.

O interesse de investigadores de diversas areas levou a
investigagdo de diversos sistemas de biofilmes, utilizando,
de igual modo, um vasto leque de técnicas. Este estudo
multidisciplinar originou a descri¢do de variados tipos de
estrutura de biofilmes e a formula¢ido de modelos concep-
tuais (ver Stoodley et al. 1999 para referéncias). No entanto,
um modelo conceptual formulado a partir da investigagao
de um sistema particular ndo deve ser generalizado para
a totalidade dos sistemas de biofilmes, com aconteceu no
passado com o modelo designado water channel model
(Costerton et al. 1994). Tal generalizacdo parece-nos incor-
recta, em especial considerando a evidéncia de que cada
comunidade microbiana é unica (Tolker-Nielsen e Molin
2000). Para além disso, o facto de que variagoes de estrutu-
ra se podem observar para 0 mesmo sistema alterando as
condi¢oes de operagido (van Loosdrecht ef al. 1995) é bem
conhecido. A visdo concensual de que a estrutura de biofil-
mes pode demonstrar elevada heterogeneidade espacial e
temporal (Stoodley et al. 1999) parece-nos mais exacta.

A estrutura de biofilmes tem um papel muito importante
na actividade dos mesmos. Em conjunto com as condi¢des
hidrodinamicas e fornecimento de nutrientes, a forma do
biofilme influencia a transferéncia de massa das espécies
quimicas envolvidas. A estrutura, por sua vez, é definida em
parte pela actividade do biofilme: Crescimento das células
microbianas e sua divisdo, produgio e excre¢do de EPS, em
conjunto com factores externos como forgas de atrito defi-
nidas pela hidrodinidmica e outras for¢as mecanicas envol-
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vidas (por exemplo, processos mecanicos de limpeza, pre-
dagéo por protozoarios) moldam a estrutura dos biofilmes
(Fig. 1). Entender esta relagdo entre estrutura e actividade
de biofilmes e os factores que fisicamente moldam a forma
do biofilme é crucial para utilizar ou controlar biofilmes em
ambientes industriais ou clinicos (Stoodley et al. 1999).

Processos envolvidos na formacao e
acumulacao de biofilmes

A formagéo e acumulagio de biofilmes é resultado de vérios
processos de natureza fisica e bioldgica. Segue-se uma lista
com alguns destes processos, cujo papel no desenvolvimen-
to de biofilmes é de conhecimento aceite (Fig 2):

1. Transporte de células livres do meio liquido para uma
superficie solida e sua subsequente fixa¢éo.

2. Crescimento e divisio de células fixas a custa de
nutrientes provenientes do liquido circundante, con-
juntamente com a produgdo e excre¢do de EPS.

3. Fixagdo de células bacterianas flutuantes (e outras par-
ticulas), contribuindo para a acumulagio do biofilme.

4. Libertagdo de material celular segundo dois mecanis-
mos diferentes: (a) erosdo (perda de células individu-
ais) ou (b) perda de agregados maiores.

Apds a fixagdo inicial de células microbianas (processo 1), 0
resultado dos processos ocorrentes (processos 2, 3 e 4) defi-
ne tanto a estrutura como a actividade do biofilme. Estes
processos inlcuem todos os factores fisicos envolvidos no
desenvolvimento de biofilmes e alguns factores bioldgicos,
tais como crescimento e divisdo celular e produgéo e excre-
¢do de EPS. Para além destes factores, existe um conjunto

Hidrodinamica e
solutos no meio liquido

TRANSPORTE DE
SOLUTOS DE/PARA MEIO LiQUIDO

Meio liquido

células bacterianas planctonicas

de factores bioldgicos mais complexos, cuja relevancia no
desenvolvimento de biofilmes particulares foi constatada:

e Estudos baseados numa cultura pura de biofilme de P.
aeruginosa cultivado em fluxo laminar (Davies et al.
1998) indicam que quorum sensing é possivelmente
importante para a formagdo de estrutura em biofil-
mes. Quorum sensing é um mecanismo para regulagao
de certas actividades celulares, como a produgio de
metabolitos secundarios de um modo dependente da
densidade celular, observado em culturas planctonicas
(Salmond et al. 1995), ou seja, um mecanismo inter-
celular de sinalizacio.

e Conjugagio, o mecanismo de transferéncia de plas-
midios, ocorre a uma taxa superior entre células em
biofilmes do que entre células livres (Ehlers e Bouwer
1999; Hausner e Wuertz 1999; Roberts et al. 1999), e
estirpes de relevancia médica contendo certos plasmi-
dios demonstram maior tendéncia para a formagio de
biofilmes (Ghingo 2001).

e Existe também evidéncia de que actividade flagelar por
parte das células fixas inicialmente, designada por twi-
tching motility, é necessaria para o desenvolvimento de
biofilmes de P. aeruginosa (O’ Toole e Kolter 1998).

e Em biofilmes orais, a co-agregagdo tem um papel
essencial ao permitir a presenca de espécies sensiveis
a oxigénio (estritamente anaerobias) (Kolenbrander et
al. 2000; Palmer et al. 2003).

Factores bioldgicos como estes tém permitido a investi-
gadores a criacdo de modelos conceptuais de biofilmes de
uma forma mais poética, onde estes agregados bacterianos
sdo representados como comunidades altamente estrutu-
radas, com comportamentos semelhantes a organismos
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agregados
ESPALHAMENTO DA BIOMASSA 1 - adeSéo
E DESAGREGAGAO II'IICI8.|
ITQ\ \\\ \
s 'Superficie 5 gresgimento, divisso N\, Biofilme
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Figura 1 - As influéncias involvidas na relagdo
estrutura/actividade em biofilmes (ver texto para
mais detalhes).

4 Boletim de Biotecnologia

e producéo de EPS
ocorrendo em todo o biofilme EPS

Figura 2 - Processos envolvidos na formagéo e crescimento de biofilmes
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multi-celulares (Stoodley et al. 1999). Descobertas relacio-
nadas com estes factores geraram igualmente expectativas
sobre possiveis modos para controlar biofilmes através da
interferéncia com estes mecanismos bioldgicos (Costerton
et al. 1999).

No entanto, a importancia destes factores bioldgicos mais
complexos em relacdo aos factores fisicos e bioldgicos
basicos mencionados anteriormente niao ¢ geralmente
aceite, e constitui um topico de interessante discussdo (van
Loosdrecht et al. 1997; Stoodley et al. 1999). A nosso ver, na
maioria dos casos reais, os factores como a hidrodinamica
do sistema e as propriedades cinéticas das espécies micro-
bianas envolvidas sdo mais importantes para a estrutura e
actividade do biofilme. Esta opinido é ainda apoiada pelas
observag¢des de que para biofilmes de P. aeruginosa cultiva-
dos em regimes turbulentos, os mecanismos de sinaliza¢do
inter-celular ndo sdo necessérios para a formagéo de estru-
tura de biofilmes (Purevdorj et al. 2002).

A importancia da estrutura de biofilmes
em processos industriais

A utilizagdo de biofilmes em processos biotecnoldgicos tem
varias vantagens tais como a conveniéncia de utilizacdo e
a capacidade de comportar variagdes nas propriedades do
influente (Fitch et al. 1999).

A estrutura dos biofilmes tem um papel importante na
operacio destes reactores. A densidade do biofilme afecta a
eficiéncia das reac¢des, uma vez que tem um efeito directo
na quantidade de biomassa alcansavel no reactor (Tijhuis et
al. 1996). Para processos aerdbios, biofilmes pouco espes-
sos (<150 um) sdo desejaveis, como consequéncia da fraca
penetracdo de oxigénio. Estes sdo exemplos da influéncia
da estrutura na actividade mencionada anteriormente.

Para alem disso, a estabilidade da operagdo de reactores de
biofilmes é altamente influénciada pela estrutura. Em sis-
temas aquaticos naturais, tais
como riachos e rios, a cor-
rente de dgua constitui uma A
pressdo selectiva constante

Toir

para o crescimento em biofilmes: células flutuantes sido
removidas pela corrente, fazendo com que o crescimento
associado a superficies fixas se torne no dnico modo de
permanéncia no sistema. Nos reactores de biofilmes esta
pressdo selectiva também estd presente através duma remo-
¢do continua de células bacterianas livres. Uma separa¢io
pode ser efectuada na base da densidade das particulas
flutuantes, por sedimenta¢io como no processo de lamas
activadas (Schramm et al. 1999) ou por um separador
como no reactor airlift (BAS - biofilm airlift suspension)
(van Loosdrecht et al. 1995).

Vamos tomar o caso particular do reactor BAS para ilustrar
aimportancia da estrutura de biofilmes. Neste tipo de reac-
tor, os biofilmes formam-se na superficie de pequenas par-
ticulas, homogeneamente suspensas no reactor (Fig 3A).
Este facto, assegura condi¢des hidrodinamicas e de trans-
porte de massa homogéneas por todo o biofilme contido no
reactor. O atrito exercido no biofilme é predominantemente
causado por interacgdes particula-particula (Gjaltema et al.
1995), o que torna possivel o estudo do efeito do atrito na
formacédo do biofilme. Uma grande variedade de estruturas,
de lisa a rugosa, pode ser observada através da operagéo do
reactor BAS em diferentes condi¢oes (Fig 3B-F). Factores,
como a carga organica, a taxa de diluicdo e atrito exercido
no biofilme, foram variados experimentalmente, utilizando
acetato como substrato (Tijhuis et al. 1996; Kwok et al.
1998), e foi observado que a densidade do biofilme decres-
ce e a rugosidade da superficie aumenta quando a carga
organica ¢ aumentada ou o atrito diminuido. Para além
disso, um estudo utilizando outros substratos (Villasefior et
al. 2000) permitiu observar que substratos causando uma
taxa de crescimento inferior levam a biofilmes mais densos,
e que a perda de biomassa do biofilme é maior quando a
taxa de crescimento é maior. Estes observagoes vieram
apoiar uma hipotese prévia (van Loosdrecht et al. 1995) de
que o factor determinante para a morfologia de biofilmes
no reactor BAS é o balango entre a taxa de crescimento e a
perda de biomassa por desagregacio (Fig 3G).

Figura 3 - A estrutura de bio- three phose © e
filmes no reactor BAS (biofilm separator o TOL effluent
airlift suspension); A - Ilustragdo X 2 j
esquematica de um reactor BAS
a escala laboratorial (Tijhuis et N
al. 1994); B-F - Estrutura de 2l biofilm
biofilmes cultivados em diferen- o| O J G Bbrier
tes condigdes num reactor BAS OT )
(Tijhuis et al. 1996), variando Ofa[" F
desde estrutura lisa (A) até rugosa - """'-...,,‘__._ Carga orgéanica crescente -
(F); G - Ilustragdo da hipotese l' ~
(van Loosdrecht et al. 1995) de N
que a estrutura de biofilmes é "ot {’ ’
definida por um balango entre a Of influent
taxa de crescimento e o processo Al |e— . C/%_L’\
air »

de desagregagdo de biomassa (de
(Tijhuis et al. 1996)).

Forgas de atrito crescentes
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Monitorizacao da estrutura de biofilmes

A analise morfologica a partir de observagao directa de bio-
filmes constitui um método néo afectado por extrapolacio
(Costerton et al. 1994). Para tal, métodos de microscopia
que permitam um exame nao-invasivo de biofilmes vivos
e no seu estado hidratado sao utilizados. A andlise morfo-
légica torna-se uma valiosa ferramenta para a investigagao
da influéncia de condigdes ambientais ou do impacto de
mutagdes especificas na estrutura de biofilmes. Exemplos
incluem a investigacdo de quorum sensing mencionada aci-
ma (Davies et al. 1998), 0 papel de numerosas fungdes celu-
lares tais como o igualmente mencionado twitching motility
(O’Toole e Kolter 1998), e controlo de catabolismo (O’Toole
et al. 2000) nas fases iniciais da formag¢io de biofilmes, e o
papel de outros genes especificamente induzidos durante
o desenvolvimento de biofilmes (Prigent-Combaret et al.
1999). Em todos estes estudos, conclusdes importantes
foram baseadas em investigacdes de cardcter qualitativo
derivadas de interpretacdes visuais de imagens de micros-
copia (Heydorn et al. 2000).

Al ]

35um

40 um 30 um

25um

10 um

25um

meio gasto

células

A microscopia confocal para a analise de biofilmes (Lawren-
ce e Neu 1999) é presentemente o método de elei¢do para a
observacdo da estrutura de biofilmes, pois permite a possi-
bilidade de efectuar seccionamento dptico de biofilmes no
seu estado hidratado de um modo nio destrutivo. A possi-
blidade acrescida de efectuar seccionamentos a diferentes
profundidades do biofilme (Fig 4A) permite recolha de
informagao 3D da estrutura (Fig 4B). A microscopia con-
focal permite ainda adquirir imagens em canais multiplos,
0 que poderad ser utilizado para observacdo simultinea de
varias sondas fluorescentes, de modo a obter-se informacio
espacial de diversidade funcional no biofilme (Fig 4C) (ver
(Lawrence e Neu 1999) para mais exemplos).

As caracteristicas ndo invasivas da microscopia confocal
permite ainda a investigacdo ao longo do tempo de biofil-
mes cultivados em células de fluxo (Palmer 1999), pequenas
cameras com topo e fundo construido a partir de lamelas de
vidro e que podem ser facilmente colocados num micros-
copio para a observagdo de biofilmes em crescimento nas
paredes interiores (Fig 4D).

Unidades em pm

L2
Gﬂmm%

| tubagem de silicone

N

meio de
crescimento
lamelas

de vidro

silicone

microscopio
confocal invertido

Figura 4 - Microscopia confocal para monitoriza¢do de biofilmes; A — Sec¢des Opticas de biofilmes tiradas a cada 5 mm, come¢ando acima do biofilme
e descendo até a superficie solida; B — Reconstrugdo 3D da superficie do biofilme a partir de microscopia confocal; C - Secgdo dptica de um biofilme
multi-espécie marcado com o kit live/deadTM (Molecular Probes) na qual células com membrana comprometida (células “mortas”) sdo visualizadas
a vermelho; D - Representagdo esquemadtica de uma célula de fluxo para o cultivo de biofilmes e observagao utilizando microscopia confocal.
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A informagdo adquirida por microscopia confocal é indi-
cada para o processamento digital, gracas a natureza digital
das proprias imagens. As imagens 3D podem ser processadas
para a extracgdo de informagdo estrutural sob a forma de
pardmetros morfoldgicos. A definicdo de um conjunto de
parametros que represente a estrutura de biofilmes de um
modo preciso é presentemente um tdpico activo de pesquisa.
Um conjunto ideal de parametros devera correlacionar-se
com a actividade do biofilme, representando correctamente
arelagdo estrutura/actividade. A hipdtese de que tal conjunto
ideal de pardmetros existe e é capaz de representar qualquer
biofilme heterogéneo foi abordada (Yang et al. 1999), mas
nao satisfeita até agora. Presentemente, variados pardmetros
foram definidos e utilizados para quantificagio morfoldgica
de biofilmes (Tabela 1).

Apesar de alguns destes pardmetros terem uma interpretagao
fisica e utilidade directas, por exemplo porosidade e distancia
difusional, uma relagdo formal entre pardmteros morfoldgi-
cos e a actividade de biofilmes permanece ainda por deter-
minar. Um método sugerido por Heydorn et al. (Heydorn
et al. 2000) poderd, no entanto, ser utilizado para a andlise
de varidncia da dependéncia de propriedades estruturais
(tais como espessura média do biofilme) das condi¢des de
cultivo de um biofilme (tais como estirpe bacteriana, ensaio
experimental ou célula de fluxo utilizada para o crescimento
utilizado). Este estudo alertou também para a necessidade
de adoptar analise quantitativa de um modo estatisticamente
representativo, uma vez que o desenvolvimento de biofilmes
é um processo estocdstico e experiéncias independentes
nunca originam copias estruturais exactas, mesmo que todas
as condi¢es experimentais sejam mantidas.

A andlise quantitativa de imagens de microscopia confocal
de um modo estatisticamente representativo requere gran-
des quantidades de dados. Deste modo, existe uma necessi-
dade da utiliza¢ao de métodos quantitativos completamente
automatizados (Kuehn et al. 1998; Xavier et al. 2001; Yang et
al. 2001; Xavier et al. 2003). A automatizagdo de uma meto-
dologia de anélise de imagem ¢ conseguida apenas através
da integracio de operagoes de analise morfologica com
métodos automiticos de segmentagio de imagem (Xavier et
al. 2001; Xavier et al. 2003) e tem as vantagens de (i) eliminar
completamente a subjectividade da analise, através da defi-
nicdo formal de procedimentos que anteriormente seriam
realizados por um operador e (ii) de constituir um método
conveniente para o processamento de grandes quantidades
de imagens. Este procedimento foi ainda integrado com
uma base de dados de imagens de biofilmes (Xavier et al.
2003), originando um protétipo funcional que pode ser
acedido através da World Wide Web (http://www.itqb.unl.pt:
1111/clsmip/). A aplicagdo desta ferramenta a investigacdo
de um biofilme multi-espécie desnitrificante cultivado em
células de fluxo foi igualmente relatada (Xavier et al. 2003).

Esta metodologia foi ainda utilizada num estudo (Blehert
et al. 2003) sobre o papel de uma molécula de sinaliza¢do
inter-celular, autoinducer 2 (AI-2), na formagio de biofilmes
de Streptococcus gordinii, uma espécie responsavel pela colo-
nizagdo inicial de biofilmes orais. Uma analise morfologica
quantitativa foi utilizada para apoiar a observagdo de que
biofilmes formados por uma estirpe mutante [uxS (gene
que codifica AI-2 sintase) sdo significativamente diferentes
daqueles formados pela estirpe selvagem e por uma estirpe
mutante complementada (Fig 5).

TABELA 1. PARAMETROS UTILIZADOS PARA CARACTERIZAGAO DE ESTRUTURA EM BIOFILMES, I.E. QUANTIFICAGAO MORFOLOGICA.

Parametro Descricao Referéncia
Biovolume O volume ocupado pela matriz de biofilme, excluindo poros (Kuehn et al. 1998)
Porosidade Razéo entre o biovolume e o volume total, incluindo poros (Zhang e Bishop 1994)

1-porosidade. Também designado por fraccao de espacos preenchidos (Heydorn et al. 2000) ou area

hold-upde sélidos
perfil ao longo da espessura do biofilme

Espessura Espessura média ou maxima do biofilme

Volume de microcolonias Volume médio de agregados individuais
Razao superficie/volume A razao entre area de superficie e o biovolume
Aumento de superficie
Cobertura de superficies
Distancia difusional
Entropia estrutural
Heterogeneidade
Contraste Semelhante a entropia estrutural
Dimensao fractal

Eixos de desenvolvimento

Complexidade da ramificacdo em agregados

Rugosidade

de colonizacdo microbiana (Kuehn et al. 1998; Xavier et al. 2003). Pode ser representado através de um

A razao entre a area superficial do biofilme e a drea da superficie sélida
A fraccdo de superficie sélida colonizada por biofilme
A distancia média ou maxima do interior de um agregado até a superficie do biofilme

Uma medida da heterogeneidade da distribuicao espacial da densidade da biomassa no biofilme

O desvio padrao da concentracdo de um soluto particular (determinada através de simulagées ou
medigdes com micro-sensores) ao longo do biofilme

Uma medida da heterogeneidade da distribuicao de biomassa no biofilme

Relacionado com o desvio padrao da espessura do biofilme, valores elevados indica maiore variabili-
dade (logo, maior rugosidade) na superficie do biofilme

(Picioreanu et al. 1998)

(Heydorn et al. 2000)
(Heydorn et al. 2000)
(Heydorn et al. 2000)
(Picioreanu et al. 1998)
(Xavier et al. 2003)
(Yang et al. 1999)
(Yang et al. 1999)
(Kreft et al. 1998)

(Kreft et al. 2001)

(Hermanowicz et al.
1995)

(Xavier et al. 2000)

(Murga et al. 1995; Picio-
reanu et al. 1998)
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Figura 5 - Num estudo para investidar a importancia
do auto-indutor 2 no desenvolvimento de um biofilme
de Streptococcus gordinii, a morfologia de biofilmes
de um mutante [uxS é significativamente diferente da
observada para a estirpe selvagem (WT) e uma estirpe

WT (1 h)

mutante complementada (Comp) (de (Blehert et al. juxs ("l h) COmp (1 h)
2003)). Esta diferenca foi confirmada a partir de analise
quantitativa de imagem. Escala: 50 um. 4.00-
E 350
E 3.50
O processamento automatizado de imagens CIEJ 3.004
de microscopia confocal tém ainda um papel =
importante no contexto do projecto PHOBIA o 250,
http://www.photobiofilms.org) ject P
(http: /www.photo iofilms.org), um  projecto o 200
financiado por fundos comunitdrios através E
do 5™ Framework Programme, e que se foca 5 1.504
em biofilmes fototréficos aquaticos: comu- 73
. . . . o 1.00-
nidades mistas de microrganismos photo-/ o
heterotroficos crescendo em superficies sub- g 050
mersas expostas a luz do sol. Microrganismos
fotossintéticos fornecem, de modo indirecto, a 0.00 T T
energia para o desenvolvimento de organismos fuxS (1h) WT (1h) Comp (1h)
heterotrdficos nestes biofilmes. De modo a Estirpe

melhor compreender a estrutura, composi¢do

e processos fisiologicos chave nestas comuni-

dades, um estudo multidisciplinar integrado ¢é

realizado, incluindo observag¢do por microscopia confocal
e respectiva quantificagdo. O objectivo deste projecto
¢ o desenvolvimento de um modelo unificante para o
crecimento de biofilmes fototréficos que podera ser utili-
zado para prever os efeitos de condi¢des ambientais (luz,
temperatura, atrito, composi¢io do meio de crescimento
e caracteristicas da superficie sélida) no desenvolvimento
destes biofilmes.

Modelacao da estrutura de biofilmes

A modelagio da estrutura de biofilmes tem sido incentivada
pelo objectivo de descrever a relagdo estrutura/actividade
de um modo formal e matematico: a descri¢io matematica
dos virios factores actuando simultaneamente no biofilme
¢ importante para o entendimento das interdependéncias
destes processos. Um modelo com capacidade de prever
o modo como a estrutura de um biofilme se desenvolve a
partir das condigdes de cultivo constitui uma ferramenta
valiosa para o teste de hipdteses, em especial em sistemas
nos quais os varios pardmetros operacionais tém implica-
goes entre si. O estudo do efeito directo que a carga orgé-
nica terd na actividade de um biofilme num reactor BAS,
por exemplo, é uma tarefa dificultada pelo facto de que ao
alterar esse pardmetro se altera simulaneamente a estrutura
do biofilme (Fig. 3F), afectando consequentemente outros
parametros que dependem da estrutura (como o atrito
exercido na superficie do biofilme). Por outro lado, num
modelo é possivel estudar o efeito de altera¢des directas a
pardmetros operacionais.

O modelo de biofilmes mais utilizado é o modelo uni-
dimensional (1D), dindmico, multi-espécie de Wanner e
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Gujer (Wanner e Gujer 1986; Wanner e Reichert 1996). Este
modelo é implementado pelo pacote de software AQUA-
SIM, um programa para a simulagdo de sistemas aquaticos
(http://www.aquasim.eawag.ch/). AQUASIM ¢é uma ferra-
menta valiosa para a descri¢io de bioconversdes de um
ponto de vista macroscopico. A modelagdo da estrutura
é possivel utilizando este modelo, embora limitada a uma
representacdo 1D de distribuicdo de espécies, densidade e
porosidade do biofilme ao longo da sua espessura.

Para um conhecimento mais aprofundado de como a estru-
tura se desenvolve a partir das condi¢des experimentais,
modelos bidimensionais (2D) ou mesmo 3D sdo necessé-
rios (van Loosdrecht et al. 2002). Modelos multidimensio-
nais (2D ou 3D) permitem um melhor entendimento da
relagdo estrutura/actividade em condigdes mais realistas:
Se por um lado os modelos 1D assumem uma geometria
planar, ie. estrutura homogénea em todas as direc¢des
paralelas a superficie solida, modelos 2D ou 3D trabalham
com variaveis de estado (concentragdes de solutos, compo-
sicdo em espécies bacterianas, EPS, fluxos, etc.) em 2D ou
3D, respectivamente.

Os modelos multidimensionais sdo simulagées compu-
tacionais utilizadas para explicar o desenvolvimento de
biofilmes através da descri¢ao de todos os factores relevan-
tes segundo principios fisicos. Para além de contribuirem
para um melhor conhecimento da influéncia das condi¢des
ambientais na formacéo da estrutura, os efeitos de gradien-
tes laterais e elementos estruturais complexos, como poros
na estrutura do biofilme, nas bioconversdes ocorrendo no
biofilme também sdo descritos. Modelos 2D e 3D utilizam
uma abordagem invertida do problema, na qual a estrutura
a uma escala maior é resultante de ac¢hes e interaccoes
ocorrendo a escala celular. O comportamento das partes
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Figura 6 - Modelagio mul-
tidimensional ~de  biofilmes;
A - Modelo 2D utilizando
movimento browniano para o
processo de difusdo-reacgao (de
(Wimpenny e Colasanti 1997));
B - Perfiis de concentragdo de
um soluto determinados por
simulag@o para o modelo hibrido
discreto-diferencial (de (Piciore-
anu et al. 1998; Picioreanu et al.
1999)); C - Formagédo de ‘dedos’
num model 2D descrevendo a
matriz de biofilme como um
continuo (de (Dockery e Klapper
2002)); D - Simulag¢ao Individual
based model (IbM) mostrando
o crescimento de um biofilme a
partir de 20 células inicias, com
os clones das representados
utilizando uma cor diferente, de
(Kreft et al. 2001); E - Estrutura
3D obtida utilizando o modelo
mutlidimensional presentemen-
te em desenvolvimento, que
permite a simulagdo 2D e 3D de

sistemas multi-espécie com um
numero arbitrario de espécies ' ¥
quimicas envolvidas, demons-
trando aqui um sistema de duas
espécies (representadas a azul e
amarelo) competindo para um
mesmo substrato.

a menor escala deverad ser definido sem
recurso a suposi¢cdes de natureza hipoté-
tica. Modelos multidimensionais utilizam
tipicamente métodos numéricos sofisticados e
requerem capacidades computacionais significativas para
realizar as simulacoes.

O modelo 2D de Wimpenny and Colasanti (Wimpenny e
Colasanti 1997) foi o primeiro a confirmar que diferentes
estruturas de biofilme podem surgir de um mesmo sistema
se operado em diferentes condi¢des. Neste estudo, um
automato celular simples com um conjunto de regras para
o crescimento do biofilme foi utilizado para demonstrar
que a alteragdo da concentragdo de um substrato pode
provocar uma mudanca de morfologia desde heterogéneo e
poroso (para baixas concentragdes de substrato) até densa e
homogénea (para elevadas concentragdes de substrato).

Apesar dos méritos desta abordagem pioneira, 0 modelo
em si possuia falhas significativas, em particular, por assu-
mir que o crescimento bacteriano apenas tinha lugar nas
camadas exteriores do biofilme e no no interior da matriz
(van Loosdrecht et al. 1997). Esta suposic¢éo irrealista foi
superada por outro modelo no qual os processos de difu-
sdo-reacgdo aparecem separados do processo significativa-
mente mais lento de distribuicio da biomassa (Picioreanu
et al. 1998; Picioreanu et al. 1999), consequéncia do cresci-
mento do biofilme. Estudos efectuados através deste mode-
lo demostraram que a influéncia da concentragdo de um
substrato limitante do crescimento ¢ apenas um caso par-

ticular duma
constatacao
mais geral: O
crescimento

de biofilmes em
que o transporte de
originam estruturas

condi¢cdes em

solutos é o passo limitante
rugosas, enquanto biofilmes cultivados em condigoes em
que o crescimento se dd a taxa maxima produzem estru-
turas lisas.

As técnicas de modelacio multidimensional de biofilmes
tém, entretanto, vindo a ser incrementadas de modo a des-
crever processos tais como fluxo convectivo (Picioreanu et
al. 2000), perda de biomassa - quer devida ao atrito (Picio-
reanu et al. 2001), quer induzida quimicamente (Hunt et
al. 2003), deformagdo de estrutura induzida por atrito
(Klapper et al. 2002; Stoodley et al. 2002), auto-inibi¢do
(Chang et al. 2003), produgédo de EPS (Kreft e Wimpenny
2001), um sistema nitrificante com duas espécies (Kreft
et al. 2001) e um biofilme anaerdbio constituido por um
sulfato-redutor e um metanogéneo (Noguera et al. 1999)
e crescimento de biofilmes em membranas (Noguera et al.
2000).

Algumas destas abordagens utilizam técnicas para além
do anteriormente mencionado automato celular ‘puro’
(no qual o processo de difusdo-reac¢io é acoplado ao
espalhamento de biomassa e simulado por movimentos
brownianos, Fig. 6A) e o automato celular hibrido discre-
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to-diferencial (Fig. 6B).

A descrigdo de biofilmes segundo o comportamento de
fluidos viscoelasticos (Dockery e Klapper 2002; Klapper et
al. 2002; Stoodley et al. 2002) descreve a biomassa como
sendo um continuo (Fig. 6C).

Individual based modelling (Kreft et al. 2001),IbM, descreve
a biomassa como sendo composta por pequenas particulas
esféricas ocupando posi¢des no espago definidas utilizan-
do coordenadas continuas (Fig. 6D). Cada particula é um
individuo que ao longo do processo de desenvolvimento
realiza ac¢bes como crescimento, movimento e divisao
(dando origem a novos individuos) mantendo, no entanto,
a sua identidade original. Esta técnica de modelagio esta
um passo a frente no objectivo de modelar biofilmes a par-
tir de principios fundamentais, quando comparada com os
automatos celulares, nos quais a biomassa é representada
utilizando uma grelha discreta. No entanto, as simula¢oes
de IbM sdo computacionalmente mais exigentes.

O facto de existirem, presentemente, varias abordagens
relatadas para modelagio multidimensional de biofilmes
¢ indicativo do crescente interesse nesta area de investi-
gacdo. Interesse este criado pelos estimulantes resultados
alcangados pelas abordagens pioneiras e, a0 mesmo tempo,
facilitado pela crescente disponibilidade de poder com-
putacional a precos acessiveis. Simulagoes que apenas ha
alguns anos necessitavam de estagdes de trabalho dispen-
diosas podem hoje em dia ser realizadas em PCs comuns.
No entanto, esta existéncia de variadas abordagens ¢é ao
mesmo tempo indicativa da imaturidade desta drea de
investigacdo relativamente recente. Uma standardizagdo
dos métodos utilizados seria altamente desejéavel para um
futuro préximo, possivelmente culminando com a adopg¢ao
de uma metodologia comum por todos os investigadores
participando nesta area.

Na nossa opinido, um modelo consensual ideal derivaria da
implementagdo do processo de espalhamento de biomassa
utilizado em IbM, em conjunto com a modelagdo de EPS
segundo um fluido viscoelastico, processos de difusao-
reac¢do desacoplados (como no modelo hibrido discreto-
diferencial) e possivelmente convecgdo. No entanto, apesar
de ndo existirem aparentemente impedimentos técnicos de
ordem computacional ou numérica para a concretizagdo
deste modelo, verifica-se uma falta grave em termos de
pardmetros que possam ser utilizados para uma descri¢ao
realista do sistema (por exemplo propriedades fisicas de
EPS). Esta necessidade de pardmetros constitui o factor
limitante no processo de desenvolvimento de modelos
realistas.

O modelo que presentemente nos encontramos a desen-
volver integra o processo de espalhamento de biomassa
baseado em particulas esféricas com processos de difusdo-
reaccdo desacoplados (Fig. 6E), e permite a defini¢ao de sis-
temas com um numero arbitrario de especies bacterianas e
quimicas, constituindo uma ferramenta para a modela¢io
dinidmica de biofilmes multi-espécie em 2D e 3D.
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Comparacao de modelos com imagem
de microscopia confocal

Apesar dos progressos descritos na area da modelagao
multidimensional de biofilmes, existia a necessidade de
comparar previsdes com dados experimentais (Kreft et al.
2001). Abordamos esta necessidade num estudo recente
(Xavier et al. 2003) no qual a performance de um modelo
3D foi analisada através da comparagdo com a estrutura de
biofilmes observada experimentalmente utilizando micros-
copia confocal.

O modelo utilizado foi o referido anteriormente (espa-
lhamento de biomassa utilizando o mecanismo de IbM
e difudo-reac¢do desacoplada). Apesar dos processos de
difusdo-reac¢io serem suficientemente bem conhecidos,
0 mesmo ndo se passa com o espalhamento da biomassa,
o mecanismo de dispersdo da matriz de biofilme em con-
sequéncia do crescimento bacteriano e produ¢ao de EPS. A
comparacdo realizada neste estudo teve em vista principal-
mente a avaliagdo do mecanismo utilizado.

Como método de monitoriza¢do, a microscopia confocal
constitui uma fonte ideal de informacio para a validacio de
modelos 3D, gracas as suas caracteristicas dinamicas e nao
destrutivas. No entanto, devido a natureza estocéstica do
desenvolvimento de biofilmes mencionada anteriormente,
a avaliacdo ndo poderad ser levada a cabo através duma ava-
liagdo directa da estrutura 3D. Esta caracteristica estocds-
tica é também implementada no modelo, nomeadamente
através da utilizagdo de nimeros gerados aleatoriamente
em algumas operagdes envolvidas no espalhamento da bio-
massa. Uma comparag¢do quantitativa impoe a utilizagdo de
pardmetros morfoldgicos tais como os descritos na Tabela
1. Gragas a natureza semelhante da informagao 3D obtida
tanto pela microscopia confocal como pelas simulagdes do
modelo, os pardmteros poderam ser facilmente determina-
dos utilizando processos derivados de operagoes de analise
de imagem descritos anteriormente.

Este estudo concluiu que o modelo é capaz de previsao
correcta da estrutura de biofilmes, segundo uma descri¢ao
utilizando um conjunto de pardmetros morfoldgicos (Fig.
7) - fracgdo de espago ocupado, biomassa total, cobertura
de superficie solida, espessura média e rugosidade. Esta
constatacdo confirma a utilidade deste modelo para a pre-
visdo de estrutura de biofilmes.

Comentarios finais

Devido ao seu envolvimento numa vasta gama de activida-
des humanas, o objectivo de controlar biofilmes é comum a
varias dreas de investigac¢do, desde a biotecnologia até a sau-
de publica. De modo a controlar os biofilmes de um modo
eficiente, a relacdo estrutura/actividade e os numerosos
processos envolvidos terdo de ser compreendidos. Neste
contexto, a microscopia confocal de biofilmes e a mode-
lacio multidimensional constituem ferramentas valiosas
para a investigacdo da relagdo estrutura/actividade.
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