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“METODO PARA MONITORAR A PRESENCA DE
MICROORGANISMOS FORMADORES DE BIOFILME NA INDUSTRIA DE

PAPEL" .

Campo da Invencéao

A presente invencdao refere-se a um método para

~roorganismos formadores de

O
{

monitorar a presenga de mi
biofilme na industria de fabricacdo de papel e papelao,
para determinacd&o da necessidade de um agente anti-bicfilme
no processo. Além disso, um kit de montagem ¢é também

proporcionado para o método.

Antecedentes da Invencéo

Os processos de fabricacdo de papel e papeléo
contém d&guas de processamento quentes (por exemplo, 45-
60°C) que sdo ricas em nutrientes Dbiodegradaveis e
apresentam um benéfico pH (por exemplo, pH 4-9),
proporcionando, dessa forma, um satisfatédrio ambiente para
o crescimento de microorganismos. Os micrdébios no processo
mostram a formacdo de biofilme, ou seja, crescimento de um
biofilme fixado a superficie, crescido e isento de
movimentacdo, isto €, <crescimento planctdnico. Diversos
problemas na industria do ©papel sdo causados ©pelos
biofilmes, isto é, camadas de lodo que se desenvolvem sobre
as superficies de equipamentos de processo e gue podem ser
retiradas das superficies. Bio-residuos das superficies das
maguinas e biofilmes/aglomerados soltos podem provocar
diversas perturbag¢des do processo, tais como, redugao do
fluxo de 4&gua, entupimento de filtros, telas, etc.,
deteriorando a qualidade do produto final, por exemplo,

proporcionando furos ou pontos coloridos no produto final
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processc e normalmente precisanm
bastante fortes.

Para controle do crescimento de micrdbios tem
sido adicionados as aguas do processo, por exemplo, agentes
biocidas. Os micrébios planctdnicos tém sido eficientemente
controlados pelos agentes biocidas. Entretanto, o usc de
biocidas n&do solucionou todos os problemas dos biofilmes
nas maguinas de fabricagido de papel ou papeldo. Diversas
razdes existem para isso, entre as guals, a de que uma
ampla variedade de microébios é crescente no processc de
fabricacdao de papel e, também, agora se sabe que o
crescimento de bactérias em um biofilme é geralmente mais
resistente aos biocidas do que dos micrdébios plancténicos.

Um dos presentes inventores, Kolari M.,
recentemente pesquisou os elementos formadores de biofilme
na industria de papel e papeldo, conforme publicado no
artigo “Attachment Mechanisms and Properties of Bacterial
Biofilms on Non-Living Surfaces”, Dissertationes Biocentri
Vikki Universitatis Helsingiensis, 12/2003, Tese de PhD,
Universidade de Helsinque, Finlandia. Nesse estudo, os
formadores de biofilmes foram identificados e suas
interag¢des pesquisadas.

Conseqgientemente, foram encontrados processos
para compreender diferentes tipos de microorganismos
formadores de biofilmes: formadores de biofilmes primérios,
que sdo capazes de aderir as superficies limpas e

formadores de biofilmes secundarios, que depois se aderem
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colonizacdo superficial de diversos outros micrdédbios nas
bricacdao de papel e papeido. FPor exemplc, a
bactéria Deinococcus geothermallis & unm agente formador de
biofilme primdrio e cepas de diversas espécies de Bacillus
se aderem aos biofilmes primarios dessa bactéria. Kolari M.
e outros, no “Journal of Industrial Microbiology &
Biotechnology” (2003), 30, paginas 225-238, descrevemn
outras bactérias formadoras de biofilme primario. Corrigido
com dados mais novos nao-publicados, oS relevantes
microorganismos formadores de bicfilme primario
reconhecidos sao: espécie Deinococcus geothermalis; género
Meiothermus, como ©os tipos M. silvanus ou M. ruber, género
Azospirillum; género Burkholderia, tal como, B. multivorans
ou B. cepacia; género Porphyrobacter, tal como, P. cryptus:
género “Rubellimicrobium”, e género Thermomonas, tal como,
T. haemolytica ou T. hydrothermalis. Os formadores de
biofilme priméario s&o, tipicamente, moderadamente
termofilicos, alguns, com temperaturas maximas de
crescimento t&o altas quanto 67°C, mas a maioria das cepas
mostram um crescimento mais répido em temperaturas de 45 a
55°C. No entanto, para superar o problema dos biofilmes na
indistria de fabricagcdo de papel, a matéria naoc foi
discutida.
Conforme indicado acima, no contexto de formagao
de lodo nas maguinas de fabricacdo de papel e papelao,
parece que 0s elementos formadores de biofilme sao os

micrdébios mais dancsos e sua prevengdo 1ria melhorar o
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agente anti-biofiime, gque se origina de plantas e gue pode
ser usado para a prevencao da formacdo do biocfilme e=/ou
remogdo do biofilme ja formado, em um processo de
fabricagao de papel ou papeléo.

O uso eficiente dos biocidas ou dos ditos agentes
anti-biofilme ird precisar de um efetivo método de
monitoramento. Na industria de papel, o método tipico de
monitoramento para o crescimento do micrdbio é a cultura de
uma amostra da 4gua do processo em laboratdério. Tais
métodos de cultura, entretanto, sao demorados e
complicados, isto &, levam diversos dias e precisam, inter
alia, do uso de varios meios de crescimento para isolamento
e identificagdo dos diferentes tipos de micrdébios em uma
amostra. Além disso, €& conhecido que o crescimento do
microbio em laboratdério é dependente do meio de cultura,
dessa forma, parte dos microéobios presentes em uma amostra
normalmente ¢é 1incapaz de crescer sob as condigdes de
laboratdério. Além disso, o© monitoramento ¢é tipicamente
focado nos micrébios 1isentos de movimentacdo. Métodos
eficientes para o monitoramento dos efeitos dos agentes
anti-biofilme nos micrébios formadores de biofilme nao tém
sido divulgados. Portanto, de modo convencional, 0s
biocidas, por exemplo, sd&o usados para a inibigdc néo-
seletiva de todos os micrdébios no processo, pelo que altas

quantidades de biocidas s&o normalmente requeridas.
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mesmo. O biofiime é formado com culturas de levedura pura
ou mediante colocacido do dispositivo dentro das aguas do
processo. O crescimento é analisado mediante contagem do
numero de células de levedura por cm”, usando métodos de
deposicdo convencionais. Conforme j& mencionado, o método
de deposicdo ¢é demorado, tanto para a identificac¢do dos
micrébios danosos, como para a selecao, por exemplo, de um
adequado biocida. Além disso, uma parte dos micrdédbios no
biofilme pode deixar de crescer no meio de cultura.

As Patentes U.S. Nos. 6.326.190 e 6.410.256
descrevem um método em que um biofilme bacterianc é formado
sobre a superficie de uma pluralidade de saliéncias
dispostas em um dispositivo e a sensibilidade do biofilme
aos agentes antibacterianos é determinada. No entantoc, nos
ditos métodes, o biofilme foi formado através da técnica
convencional de demora de tempo, isto é, mediante uso de
culturas puras gque sao cultivadas em laboratdério, em um
especifico dispositivo de laboratdrio.

Conseqlentemente, existe uma necessidade na
indastria de fabricagdo de papel de métodos mais efetivos

para monitoramento da formacdo de lodo.

Objetivo da Invencao

O objetivo da presente invenc¢do é de proporcionar
um adicional método de deteccgdo para a industria de papel,

que possibilite um meio eficiente e econdmico de tempo para



um método de detecc&o que possa ser usado para um seletiv
monitoramento de microdbios formadores de biofilme gue sao
danosos na 1industria de papel e gue pode ser usado para
selecdo do agente anti-biofilme, gue seja o mals ativo com
relacdo aos biofilmes cultivados sob as condicdes do
processo.

Outro objetivo da invencgdo €& proporcionar um kit
de montagem, que seja bastante factivel para que o método
de detecc¢cdo da invencdo seja implementado no local do

processo.

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 representa uma modalidade preferida do
dispositivo wutilizado para amostragem e dispositivo de

tratamento/cultura da invenc¢ido, usado no exemplo.

Descricdo Detalhada da Invencéao

Os presentes inventores descobriram agora gue um
biofilme pode ser formado in situ, no processo de
fabricacdo de papel ou papeldoc, sobre uma superficie de um
dispositivo utilizado para amostragem e o biofilme formado
no mesmo pode ser analisado, se desejado, diretamente na
dita superficie, gquanto a presenga e quantidade de
formadores de biofilme danosos, especialmente de formadores
de bicfilme primario. Assim, de acordo com a presente
invengdo, o Dbiofilme formado in situ ndo precisa ser
removido da superficie do dispositivo de amostragem.

Além disso, os presentes inventores desenvolveram
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de bicfilme presentes em locais particulares do processo e
para selegdo do agente anti-biofilme mais eficlente e
concentracao efetiva do mesmo contra o dito biofilme
presente naquele local.

O método de deteccido agora desenvolvido pode ser
usado para monitoramento da necessidade de um agente anti-
biofilme em um processo de fabricacao de papel ou papeléo,
entre outras coisas (i.a.}), se qgualquer agente anti-
biofilme for necesséario, uma adic¢do posterior do mesmo for
necessaria e/ou quantidades efetivas/détimas do agente anti-
biocfilme a ser adicionado forem necessarias.

As caracteristicas de caracterizagdo da presente
invengdo sdo definidas nas reivindicacgdes apresentadas em
anexo.

Conseqglientemente, a presente invencdo proporciona
um método de detecg¢do para monitoramento do crescimento de
micrdbios em um processo de fabricacdo de papel ou papeléo,
para determinagdo da necessidade de um agente anti-biofilme
no processo, o método compreendendo as etapas de:

(a) submeter um dispositivo de amostragem na linha de
processo por um certo periodo de tempo, por exemplo, por 3
horas a 7 dias, preferencialmente, por 12 horas a 3 dias,
de modo a possibilitar ao dito microorganismo formar um
biofilme in situ no dito processo, sobre a superficie do

dispositivo de amostragem;



o

15

o
i<

by
]

enci

i
m
e
3
o
o}
t
M
m
n
[
73
o
[
Py
-
I
3
6]
jO)
)
£\
¥
u.
3
i
{
t
{
H
)
{

o
&

o]

amostragem com o dito biofilme fcrmade sobre o mesme, em
uma solucdce de um agente de teste anti-blofilme, por um
periodo de tempo, por exemplo, de 10 minutos a 4 horas,
preferencialmente, por 1-2 horas, numa temperatura entre a
temperatura ambiente e 65°C, por exemplo, na faixa de 35-
65°C, preferencialmente, na faixa de 40-60°C, mais
preferencialmente, préximo a temperatura do processo do
local de amostragem da linha de processo, tal como, na
faixa de 40-60°C;

(c) contatar e} dito bicfilme, preferencialmente, a
superficie do dispositivo de amostragem com o dito biofilme
sobre o mesmo, com um meio de cultura liquido em um recesso
do dispositivo de cultura por um periodo de tempo, por
exemplo, de 8-48 horas, preferencialmente, de 8-24 horas,
mais preferencialmente, de 16-20 horas, numa temperatura
entre a temperatura ambiente e 65°C, por exemplo, na faixa
de 35-65°C, preferencialmente, na faixa de 40-60°C, mais
preferencialmente, proéximo a temperatura do processo do
local de amostragem da linha de processo, tal como, na
faixa de 40-60°C;

(d) remover a solucdo da cultura e, no caso do biofilme se
encontrar no local sobre a superficie do dispositivo de
amostragem, também o dispositivo de amostragem do recesso
do dito dispositivo e detectar qualitativa e/ou
quantitativamente a presenga ou auséncia de um Dbiofilme
aderido sobre as paredes do recesso.

Conforme aquli usados, os termos ‘processo de
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fabricacdo a uUmido para matérias-primas da industria de

c, processocs de producgadc de polpa, processos

by

On

papel e papel
de secagem de polipa, ©S processcs atuais de fabricacdo de
papel ou papeldao e equipamentos dos mesmos, incluindc as
maqguinas de fabricacdo de papel e papeldoc. As méguinas de
fabricagdo de papel e papeldo s&o entendidas como
compreendendo a secdo de tela com terminal umido e secgdo de
secagem.

O dispositivo de amostragem pode ser colocado em
qualquer local das linhas do processo, incluindo a parte
terminal uUmida das mé&gquinas de fabricacao de papel ou
papelédo e a extremidade seca das linhas de processo. Além
do mais, © ambiente de exposicdo do dispositivo de
amostragem pode ser qualquer meio do processo, incluindo as
aguas do processo, suspensdes de polpa, aguas de circulacédo
e residuarias, matérias-primas, reagentes e produtos
intermediarios, etc. O dispositivo pode ser imerso nas
correntes de ligquido ou ser levado para a area de esguicho
de liquido da linha de processo.

Além disso, o dispositivo de amostragem pode
compreender meios de fixacgdo do mesmo, por exemplo, sobre a
superficie do eqguipamento de fabricacdo de papel, por
exemplo, em um recipiente de a&agua do processo de uma
maquina de fabricacdo de papel. Alternativamente, os locais
de amostragem da linha de processo podem ser fornecidos com
um meio de montagem, em gque o dispositivo de amostragem

pode ser fixado para o periodo de formagdo do biofilme
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de processo, podendo ser adeguadamente escolhido por um
especialista versado na técnica. Por exemplo, gquando o©
dispositivo se encontrar na secdo de tela de uma maguina de
fabricagao de papel neutro, o tempo de exposigaoc & de 12
ad48 horas, dependendo das condicdes de limpeza da maquina,
isto &, da demora da ultima paralisacdo e lavagem.

Apbs a remocgdo do dispositivo de amostragem do
processo, a superficie exposta a formacdo do biofilme pode,
opcionalmente, ser enxaguada ou lavada para remover
qualgquer material livre.

Numa modalidade preferida da invengdo, o biofilme
formado € submetido & opcional etapa de tratamento (b) e
etapa de cultura (c), ao mesmo tempo em gue & colocado no
local, isto ¢é, aderido a superficie do dispositivo de
amostragem.

Preferencialmente, o método compreende a etapa de
tratamento (b) com um ou mais agentes de teste de biofilme,
para selecdo do agente anti-biofilme mais eficiente, numa
vantajosa concentracao.

A etapa de tratamento (b) é efetuada,
preferencialmente, mediante imersao da superficie do
dispositivo de amostragem com o biofilme sobre o mesmo em
uma solucado que contém o agente de teste anti-biofilme. O
tratamento pode ser efetuado mediante um dispositivo de
tratamento dotado de um recesso, o qual € preenchido com

uma solucgao que compreende o agente de teste anti-biofilme.
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de tratamento em um agitadcr convencicnal, por exemplo,
entre 150-250 rpm, por um certo periodo de tempo € sob uma
temperatura, por exemplo, conforme definido acima. Apds a
etapa de tratamento, a superficie ¢é adequadamente lavada,
por exemplo, com &gua esterilizada. Preferencialmente, uma
amostra de referéncia é também fornecida do mesmo local de
amostragem, a qual é tratada com a mesma soluc¢cdo, mas na
auséncia de qualquer agente de teste anti-biofilme.

No presente método, preferencialmente, um ou mails
agentes de teste anti-biofilme s&o testados em diversas
concentragdes, quanto a eficacia contra os formadores de
biofilme presentes no processo monitorado e quanto a
determinacédo da concentracdao conveniente/édtima do agente a
ser usado naqguele local do processo. No caso de diversas
concentragdes de agentes anti-bilofilme, podem ser usados
diversos dispositivos de amostragem, gque foram mantidos no
mesmo local da linha de processo, cada dispositivo de
amostragem para um agente e para uma concentracdo. Mais
preferencialmente, o dispositivo de amostragem & dotado de
uma pluralidade de superficles separadas, em que cada
superficie separada pode ser tratada na etapa (b) com um
agente anti-biofilme e uma concentracdo e também cultivada
separadamente na etapa (c). Além disso, na etapa (b), um ou
mals dos dispositivos ou superficies sdo tipicamente

deixados né&o-tratados com © agente de teste anti-biofilme,
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proporciona informacido confiavel quanto a eficiéncia des
agentes anti-biofilme testados contra ¢s picfilmes danoscs
a0 processo, uma vez gue o teste e focado contra os
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de biofilme, isto &, no biofilme pré-cultivado.

Apbs a opcional etapa de tratamento (b), os
biofilmes tratados podem ser enxaguados ou lavados antes da
etapa de cultura (c). A cultura dos biofilmes opcionalmente
tratados é realizada em um dispositivo de cultura dotado de
um recesso, o qual é preenchido com um meio de cultura
liquido, preferencialmente, mediante imersao da dita
superficie do dispositivo de amostragem com o biofilme
opcionalmente tratado sobre o mesmo, na dita solucdo. O
tempo e temperatura usados na etapa de cultura sdo, por
exemplo, conforme definido acima. Numa modalidade
preferida, a etapa de cultura é efetuada com agitacdo, por
exemplo, em um agitador convencional, por exemplo, a 150-
260 rpm, uma vez que a agitacgdo foi considerada como sendo
bastante benéfica para a formacgéao do biofilme. O
dispositivo de agitagdo pode ser adequadamente disposto com
um meio de aguecimento para proporcionar a desejada
temperatura. A etapa (c) ¢é usada para formar um biofilme
sobre as paredes do dispositivo, o gual pode depois ser
tingido na etapa seguinte (d), para detectar qgualitativa
e/ou quantitativamente a presenga ou auséncia dos
formadores de biofilme no local da amostragem da linha de

processo. Preferencialmente, o método compreende a etapa de
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local, i1sto €&, aderidos a superficie do dispositivo de
amostragem, na opcional etapa (b) e na etapa seguinte {(c),
também o dispositivo de amostragem é removido na etapa (d)
do recesso do dispositivo de cultura, o recesso sendo
opcionalmente lavado, preferencialmente, com agua
esterilizada, para remover qualquer material livre e
qualsquer microorganismos formadores de biofilme aderidos
as paredes do recesso sdo fixados com mordente e a presenca

e/ou intensidade da formacdo de cor no recesso & detectada

qualitativamente, por exemplo, visualmente, ou
guantitativamente, por exemplo, por meio de
espectrofotometria, de maneira conhecida. Adeqgquado(s)
agente(s) de tingimento inclui (em) qualquer/quaisquer

agente(s) convencional (is) adequado(s) para tingimento de
biofilmes, tais como:

- formulagdes de mordentes/fixadores gerals para realcar a
biomassa, tal como, violeta cristal ou safranina;

- formulag¢des de mordentes para realgar o numero da célula,
tals como, laranja acridina, brometo de etidio, DAPI,
SYTOl6 ou outras formulag¢des de tingimento de acido
nucléico;

- formulagdes de mordentes de viabilidade para realcgar as
células de micrébios, tais como, LIVE/DEAD™, CTC ou

diversos compostos de tetrazdlio;
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para a deteccdo da atividade de deccompesicdo de amide,
atividade de quitinase, atividace de estearase, atividade
de hidrélise de éster de lipidio ou atividade de fosfatase.

Numa modalidade preferida do método da invengao,
o dispositivo de amostragem compreende uma pluralidade de
saliéncias alongadas apoiadas, isto €&, conectadas sobre um
suporte, pelo que, quando levadas ao processo, © biofilme é
formado de modo similar sobre cada superficie das
saliéncias. O material das saliéncias pode ser, por
exemplo, ag¢o 1noxidéavel, pléastico, tal como, poliestireno
ou ceramico, preferencialmente, acgo 1inoxidavel. Na dita
modalidade, o dispositivo opcional de tratamento € também
dotado de wuma pluralidade de recessos para as ditas
solugdes contendo um ou mails agentes de teste anti-
biofilme, em uma ou mais concentracdes, um agente de teste
anti-biofilme e uma concentracdo em cada recesso, e a dita
solugcdo sem o agente de teste anti-biofilme (para a
referéncia), de modo que as saliéncias do dito dispositivo
de amostragem possam ser imersas nos ditos recessos, uma
saliéncia em cada recesso, apds o dispositivo de amostragem
ser removido do local de amostragem da linha de processo.
Na dita modalidade, também o dispositivo de cultura
compreende uma pluralidade de recessos contendo a solugao
de cultura, de modo que as saliéncias do dito dispositivo
de amostragem, opcionalmente tratadas na etapa (b), possam
ser imersas na dita soluc¢é&o, nos recessos do dispositivo de

cultura, uma saliéncia em cada recesso.
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simplifica e acelera o monitoramento. O principal beneficio
da presente meodalidade de féacil uso da invencgido & que
diversos diferentes agentes anti-biofilme  podem ser
testados simultaneamente contra uma pluralidade de
biofilmes similares pré-cultivados, sob as reais condicdes
do processo.

Além do mais, de acordo com a presente invencao,
os reais formadores de biofilme de um local de amostragem
da linha de processo podem ser testados pelos agentes anti-
biofilme em seu estado real de cultura de biofilme, pelo
que resultados mais confidveis podem ser obtidos quanto a
eficiéncia dos agentes anti-biofilme testados.

O preferido dito dispositivo de amostragem pode
ser qualquer sistema em que as saliéncias alongadas sao
fixadas numa extremidade sobre um suporte,
preferencialmente, sobre um suporte plano. O tamanho do
dispositivo de amostragem ndo é limitado, podendo variar,
dependendo do local da amostragem escolhida no processo e
do sistema de teste. Numa adicional modalidade preferida, o
dispositivo de amostragem compreende uma pluralidade de
pinos ou cavilhas dispostos em filas e fixados numa
extremidade sobre uma placa de suporte; e o dispositivo de
tratamento da etapa opcional (b) e o dispositivo de cultura
da etapa (c) sao placas dotadas de uma pluralidade de pocgos

dispostos em filas e adaptados para receber um pino ou
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cavilha sallernte em um poge, d= modo gue cada pinc/cavilha
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placa do dispositivo de tratamentce e cultura.

Preferencialmente, os dispositivos de amostragem sac tampas
dotadas de filas de pinos/cavilhas fixadcs permanentemente
sobre as mesmas, de modo gue as tampas podem ser usadas
juntas, por exemplo, com placas de multiplos pogos
comercialmente disponiveis, tais como, placas de 6, 12 ou
24 pogos, preferencialmente, placas de 12 pogos, como as
placas de poliestireno de 12 pogos, como o dispositivo de
tratamento (b) e dispositivo de cultura (c). Naturalmente,
é desejavel escolher o numero e filas de pocos das placas
de tratamento e cultura equiparado ao numero e filas de
pinos/cavilhas da tampa, de modo que quando a tampa é
colocada sobre a placa de multiplos pogos, cada
pino/cavilha se assente em um poc¢o da placa. Assim, durante
a etapa de tratamento e cultura, uma extremidade dos
pinos/cavilhas é imersa no meio liquido presente nos pogos
da placa, enquanto a outra extremidade ¢ fixada sobre a
tampa.

O dispositivo de amostragem, por exemplo, a tampa
com pinos/cavilhas, fol verificada como sendo bastante
vantajosa para a producdo de biofilme in situ, no processo
de fabricacdao de papel ou papeldo. Também, foi verificado
gue nenhuma cobertura/invdélucro €& necessaria para o
dispositivo de amostragem da invengdo no processo, mas o
dispositivo de amostragem pode ser colocado e as saliéncias
expostas como tal no processo, de modo que as salléncias

fiquem diretamente em contato com as condi¢des do processo,
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pCr exempio, <om relagac as Jorrentes Qu €SJuUlCnos de agua
do processo.

O desenvolvimento dc bicfilme pelos formadores de
piofilme primaric no dispositivo de amostragem pode ser
detectado dentro de 12 a 48 horas. A eficacia dos agentes
anti-biofilme contra os biofilmes pré-cultivados pode ser
demonstrada dentro de 18 horas. Assim, o presente método
possibilita reagir rapidamente a qualisguer nmnudang¢as na
cultura do Dbiofilme dentro do processo, e também a
qualsquer situag¢des problematicas ja& ocorridas devido ao
dito microorganismo, com relacdo aos métodos do estado da
técnica.

Conseqgientemente, em uma modalidade preferivel, é
efetivado um monitoramento continuo em um ou mais locais do
processo, em que a agao requerida, por exemplo, necessidade
de adig¢do ou posterior adigdo de agente anti-biofilme, tipo
e quantidade efetiva do mesmo, podem ser determinadas sem
guaisquer indevidas demoras, as quais sdo evidentes quando
sao usados os métodos do estado da técnica. Pelas mesmas
razdes, a adicao de agentes anti-biofilme pode ser
otimizada e, por exemplo, graves avarias no processo podem
ser previstas, sendo dessa forma evitadas.

Opcionalmente, as saliéncias do dispositivo de
amostragem podem ser usadas como ponto de partida para o
isolamento dos micrébios formadores de bicofilme priméario.
Opcionalmente, também as saliéncias do dispositivo de
amostragem podem ser tingidas e a cultura do Dbiofilme
guando da exposig¢do as condic¢des do processo pode ser

quantificada.
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A invengdc propcrciona ainda um kit de montagem
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de bilofilme em um processce de fabricacdo de papel ou

anti-biofilme no processo e, opcionalmente, para selecdo do
agente anti-biofilme mais eficiente., O kit de montagem
compreende, pelo menos, uma combinag¢do das seguintes
etapas:
{i) um dispositivo de amostragem compreendendo uma
pluralidade de saliéncias alongadas conectadas a um
suporte, de modo a possibilitar aos ditos microorganismos
formar um biofilme in situ no dito processo, sobre a
superficie do dispositivo de amostragem;
(11) opcionalmente, um dispositivo de tratamento,
compreendendo uma placa dotada de uma pluralidade de
recessos dispostos para receber uma saliéncia do
dispositivo de amostragem em cada recesso da mesma;
(iii) um dispositivo de cultura, compreendendo uma placa
dotada de uma pluralidade de recessos dispostos para
receber uma saliéncia do dispositivo de amostragem em cada
recesso da mesma;
{iv) um agitador para agitar o dispositivo de tratamento
e/ou dispositivo de cultura;
(v) opcionalmente, um detector para detectar a presenca ou
auséncia de qguaisquer micrébios tingidos com mordente,
aderidos nos recessos do dispositivo de cultura:; e
{vi) reagentes, compreendendo:

(a) um ou mals agentes de teste anti-biocfilme,

adequados para a industria de papel, preferencialmente, em
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p! um melc de cuitura 1iguidgc;
(c) um agente de tingimentco; e

(d)} opcionalmente, uma solucdc de lavagem, tal como,

agua esterilizada.

Preferencialmente, o kit de montagem compreende:
(1) o dito dispositivo de amostragem, o qual se constituil
de uma tampa dotada de uma pluralidade de pinos ou cavilhas
em filas fixadas numa extremidade sobre a tampa;
(1i) o dispositivo de tratamento; e (iii) o dispositivo de
cultura, em que ambos se constituem de placas de multiplos
pogos, dotadas de uma pluralidade de pogos em filas, em que
0os pinos/cavilhas do dispositivo de amostragem se assentam
nos pogos das placas de tratamento e de cultura, um
pino/cavilha em cada po¢o, gquando a tampa ou dispositivo de
amostragem € colocada na placa de tratamento ou na placa de
cultura. Tais dispositivos se encontram descritos acima.

Além disso, em uma modalidade, (ii) os poc¢os da
placa de tratamento sdo preenchidos com uma solugao de um
ou mais agentes anti-biofilme, em uma ou mais
concentrag¢des, em um meio de cultura liquido ou agua
esterilizada, em que um agente de teste anti-biofilme se
dispde em cada pogo, em gque pelo menos um pocc é preenchido
com um meio de cultura ou apenas agua esterilizada (pogo de
referéncia), e (iii) os pocos da placa de cultura séo
preenchidos com um meio de cultura liquido, em gque 0S pPoOCOS
sdo vedados com uma tampa removivel, por exemplo, uma
lamina de metal.

O termo Tagente anti-biofilme”, conforme aqui
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ou previne © cCcrescimentc Qe um microorgeanisms. O agent
anti-biofiime preferido & adeqguado para a inibicdo do modo
de cultura do bilofilme de microorganismos Iormadcres de
piofilme que ocorre na indGstria do ©papel e, mais
preferencialmente, de formadores de biofilme primario na
industria do papel, por exemplo, Deinococcus geothermalls
e/ou outros formadores de biofilme primdrio mencionados
acima. Exemplos de agentes anti-biofilme incluem o©s
produtos quimicos biocidas comercialmente disponiveis, tais
como, 2,2-dibromo-3-nitrilopropionamida {DBNPA) e
bistiocianato de metileno (MBT) e também os agentes anti-
biofilme gue se originam de plantas, compostos e extratos
puros, tais como, aqueles mencionados nos Pedidos de
Patentes FI 2002/1986 e FI 2002/1987 citados acima,
preferencialmente, compostos fendlicos, por exemplo, galato
de octila e galato de laurila, betulina e flavondis, por
exemplo, penta-hidréxiflavona e tri-hidréxiflavona. O termo
“agente de teste anti-biofilme”, conforme aqui wusado,
significa um  agente anti-biofilme, por exemplo, um
composto, uma mistura de dois ou mais agentes anti-
biofilme, por exemplo, qualquer combinacédo de compostos a
ser testada e conjuntamente usada ou um extrato, por
exemplo, extrato de planta. O agente de teste anti-biofilme
¢ preferencialmente dissolvido em uma solugdao aquosa,
conforme descrito acima.

O meio de cultura €& uma solucdo e pode ser

escolhido, por exemplo, de solugdes de cultura aquosas

comercialmente disponiveis, adequadas para microébios,
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exemplo, da Difco) e de aguas de pDrocesso esterilizaaa de
maguinas de fabricacao de papel ou papelaoc,
preferencialmente contendo nutrientes adicicnados.

Uma parte ou todos os reagentes podem se dispor
em um recipiente de multiplas doses, por exemplo, em uma
garrafa ou em um recipiente de dose Unica ou ser
preenchidos nos recessos dos ditos dispositivos, conforme
mencionado acima.

Adeqguado {s) agente(s) de tingimento(s} para o kit
de montagem incluil (em) qualquer/quaisquer agente (s)
convencional (is) adequado(s) para tingimento de biofilmes,
talis como, aqueles mencionados acima. Tampbém um reagente,
por exemplo, etanol, pode ser fornecido para dissolugdo do
mordente dos recessos, se o kit de montagem for para
determinagdes quantitativas.

O kit de montagem pode ainda compreender, por
exemplo, um adequado agitador para agitagdo das placas de
tratamento e/ou cultura, cujo agitador pode,
preferencialmente, ser dotado de um sistema de aquecimento
para incubacdo das placas, por exemplo, durante a etapa de
tratamento e/ou cultura. Também, um detector pode ser
incluido no kit de montagem, tal como, um leitor de placa
de multiplos pogos para medicdes de absorbéncia ou
fluorescéncia. O tipo de detector depende do método de
tingimento usado para os micrébios do biofilme. Também,

pipetas podem ser incluidas no kit de montagem.
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de amostragem da invencdo é usado para ilustrar o presente
método, para determinacao do efeito de diverscs agentes
anti-biofilme na inativacaoc de bicofilmes formados em uma
maquina de fabricacdoc de papel.

Nessa modalidade, o dispositivo de amostragem
compreende 12 cavilhas de acg¢o 1inoxidavel fixadas numa
extremidade sobre uma tampa de ag¢o inoxidavel. A tampa com
as cavilhas é apresentada na Figura 1, junto com uma placa
de tratamento com 12 ©pocos adaptados para receber as
cavilhas, guando a tampa é coclocada na placa.
Adequadamente, a tampa fol projetada para ser complementar
as placas de poliestireno de 12 pocos comercialmente
disponiveis.

Trés tampas de dispositivo amostragem sdo imersas
no silo de filtrado transparente de uma maquina de
fabricagadao de papel fino neutro e deixadas suspensas
imersas no dito filtrado & temperatura de 52°C da agua do
processo, durante 68 horas. Depois, os dispositivos de
amostragem sdo removidos,lavados uma vez com Aagua de
torneira esterilizada e cada tampa é colocada sobre uma
placa de tratamento de 12 poc¢os, de modo que as cavilhas
com biofilmes formados in situ no processo, na superficie
da mesma, sa&0 1imersas na solucdo de tratamento dentro dos
po¢os, cada cavilha em um poco, sendo mantidas suportadas
em uma extremidade pela tampa.

Cada poco de uma placa de tratamento contém 3,5

ml. apenas de agua de torneira esterilizada (amostras de
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cavilhas sera exposto aocs agentes anti-biofilme (a solu

-

de tratamento). Os agentes anti-biofilme testados incluem
BCDMH, gque €& o composto de (bromo-cloro-5, 5-dimetil-
hidantoina), uma mistura de 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-
3-ona e 2-metil-4-isotiazolin-3-ona, THPS, que & o sulfato

de (tetrakis(hidréximetil)fosfdnio, DBNPA, gue é o composto

de (2,2-dibromo-2~cianocacetamida), glutaraldeido, MBT
(metileno-bis-tiocianato), BNPD, que ¢é o composto de
(bromo-2—nitropropan-1, 3~-diol), todos os qguais sendo

comercialmente disponiveis.

A etapa de tratamento anti-biofilme ¢é realizada
mediante incubac¢do das placas com a tampa sobre as mesmas,
deixando em repouso a temperatura de 52°C durante 2 horas.
Apds a etapa de tratamento, as tampas sdoc removidas da
placa e lavadas trés vezes com  agua de torneira
esterilizada, em seguida, colocadas sobre as placas de
cultura de 12 pogos, as quals sdo similares as placas de
tratamento, mas os pog¢os contém 2,5 mlL de caldo-R2
esterilizado (Difco). As placas de cultura (placa + tampa,
com as cavilhas imersas nos pogos) s&o agitadas a 250 rpm,
a temperatura de 52°C durante 17 horas.

Finalmente, as cavilhas e o meio de cultura séo
removidos dos pogos, 05 pog¢os sdo lavados uma vez com agua
de torneira e os microbios aderidos as paredes dos pogos

sdo tingidos com safranina. A quantidade de biofilme
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Consegtentemente, nesse exper.mento, CBINFA,
X g o 1+ o 1 3 iom 13 ;
BCDMH, THPS e glutaraideido podem eliminar ou remover O

bicfilme nas cavilhas, de modo qgu um nevo bicfilme é
formado durante a etapa de cultura. No entanto, apds o
tratamento do biocfilme nas cavilhas com & mistura de
isotiazolonas, MBT ou BNPD, o Dbiofilme tratado ¢é ainda
capaz de formar um novo biofilme durante a etapa de cultura
na superficie das paredes do dispositivo de cultura. A
prevencédo de novo crescimento de novo biofilme na etapa de
cultura com concentracdo mals baixa do agente anti-biocfilme

é obtida mediante adicdo de 5 ppm de DBNPA.
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REIVINDICAGOES

1. Método para detectar a presenga de
microorganismos formadores de biofilme em um processo de
fabricagdo de papel ou papeldo, para determinacdo da
necessidade de um agente anti-biofilme no processo,
caracterizado pelo fato de compreender:

{a) submeter um dispositivo de amostragem na linha de
processo por um periodo de tempo de 3 horas a 7 dias, de
modo a possibilitar aos ditos microorganismos formar um
biofilme in situ no dito processo, sobre a superficie do
dispositivo de amostragem;

(b) tratar a superficie do dispositivo de amostragem com o©
dito biofilme formado sobre o mesmo em uma solucdo de um
agente de teste anti-biofilme, por um pericdo de tempo de
10 minutos a 4 horas;

{c) contatar a superficie do dispositivo de amostragem com
o dito biocfilme socbre o mesmo, com um meio de cultura
liguido em um recesso do dispeositiveo de cultura por um
periodo de tempc de 8 a 48 horas em um dispositive de
tratamento provido com um recesso;

{d) remover a sclugdo da cultura e o dispositive de
amostragem do recesso do dito dispositive de cultura e
detectar qualitativa e/ou quantitativamente a presenga ou
auséncia de microorganismos formadores de bicfilme aderidos

sobre as paredes do recesso.

2. Método, de acordeo com a reivindicagdes 1,

caracterizado pelo fato de que apdés a formacao do bicfilme
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na dita superficie do dispositivo de amostragem, o mesmo &
tratado (b} com a sclucdo do agente de teste anti-biocfilme,

para a selecgdo do agente anti-bicfilme mais eficiente.

3. Méetodo, de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1-2, caracterizado pelo fato de:
{a} submeter um dispositive de amostragem na linha de
processoc por um periocdo de tempo de 12 horas a 3 dias;
(b) efetuar a etapa de tratamento com a sclugdoc de um
agente de teste anti-biofilme, por um pericdo de tempo, por
exemple, de 10 minutos a 4 horas, preferencialmente, por 1-
2 horas, entre a temperatura ambiente & 65°C,
preferencialmente, na temperatura préximo & temperatura do
processo do local de amostragem da linha de processo, tal
como, na falxa de 40-60°C;
(c) efetuar a etapa de cultura, preferencialmente com
agitacadc, em um meilo de cultura liguideo em um recesso do
dispositive de cultura por um pericdo de tempo, por
exemplo, de 8-48 horas, preferencialmente, de B8-24 horas,
numa temperatura entre a temperatura ambiente e 65°C, por
exemplo, na faixa de 35-65°C, preferencialmente, préximo &
temperatura do processo do leocal de amostragem da linha de

processo, tal como, na faixa de 40-60°C.

4., Meétodo, de acorde com gualquer uma das
reivindicag¢des 1-3, caracterizado pelo fato de dque o
tratamento da etapa (b) € efetuado em um dispositive de
tratamento dotado de um recesso, © qual & enchideo com uma

solugdo compreendendo o agente de teste antibiofilme e um
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meio de cultura liquide, &gua esterilizada e/fou agua de
processo, mediante imersiao da dita superficie do

dispositivo de amostragem na dita solugdo.

5. Meétodo, de acorde com gqualgquer uma das
reivindicagdes 1-4, caracterizado pelo fato de gue a etapa
(e} & efetuada em um dispositivo de cultura dotado de um
recesso, © qual & enchido com o meio de cultura liguido,
mediante imersao da dita superficie do dispositivo de

amostragem na dita solugao.

6, Método, de acordo com gualguer uma das
reivindicagdes 1-5, caracterizado pelo fato de gue na etapa
(d}, o dispositivo de amostragem & a sclugdo de cultura sic
removidos do recesso do dispositivo de cultura, em seguida,
o recesso & opcionalmente lavado e guaisguer
microorganismos formadores de biofilme aderidos as paredes
do recesso sao tingidos e a presenga e/ou intensidade da
formagdo de cor no recesso @ detectada qualitativa ou

gquantitativamente,

7. Método, de acordo com gualgquer uma das
reivindicagdes 1-6, caracterizado pelo fato de gque na etapa
{a}, o dispositive de amostragem compreende uma pluralidade
de saliéncias alongadas conectadas a um suporte, pelo gue,
guandc levadas ao processo, ¢ biofilme & formado scbre a

superficie das saliéncias.

8. Método, de acorde com a reivindicacao 7,
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caracterizado pelo fatc de gue na etapa (b), o dispositivo
de tratamentc € dotado de uma pluralidade de recessos
contendo uma solugdoc gue compreende um ou mals agentes de
teste anti-bicofilme em uma ou mais concentracdes, um agente
de teste anti-biofilme com uma concentracido em cada
recesso, e de uma solugdo sem gualquer agente de teste
anti-biofilme, considerada como referéncia, e em que as
saliéncias do dito dispositivo de amostragem removidas da
linha de processo sdc imersas na dita solucdo nos recessos,

uma saliéncia em cada recesso.

9. Método, de acordo com as reivindicagdes 7 ou
8, caracterizado pelo fato de gue na etapa (¢}, o©
dispositive de cultura compreende uma pluralidade de
recessos contendo ¢ melo de cultura liquido, e em gue as
saliéncias do dito dispositivo de amostragem, opcicnalmente
tratadas na etapa (b), sd&c imersas na dita solucao de
cultura nos recessos do dispositive de cultura, uma

saliéncia em cada recesso.

10. Métoedo, de aceordo com qualguer uma das
reivindicag¢des 1-9, caracterizade pelo fato de que o
dispositivo de amostragem compreende uma pluralidade de
pinoes ou cavilhas dispostos em filas e fixados numa
extremidade sobre uma placa suporte e em gue o dispositivo
de tratamento da etapa opcional (b) e o dispositive de
cultura da etapa (c) se constituem de placas de multiplos
pogos, dotadas de uma pluralidade de pogos dispostos em

filas e adaptadas para receber um pino saliente em um pogo,
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de mode que cada pino do dispositivo de amostragem se
assente em cada pogoe da placa dos dispositivos de

tratamento e de cultura.

11. Kit de montagem para detectar a presenga de
microorganismos formadores de biofilme, de acordeo com o©
método da reivindicagdo 1, em um processo de fabricacgio de
papel ou papeldc, e para determinar a necessidade de um
agente anti-biofilme no processo e para selecionar o agente
anti-biofilme mais eficiente, caracterizado pelo fato de
compreender pelo menos uma combinacdo de:

(i) um  dispositive de  amostragem compreendendo uma
pluralidade de saliéncias alongadas conectadas a um
suporte, de modo a possibilitar acos ditos microorganismos
formar um biofilme in situ no dito processo, sobre a
superficie do dispositivo de amostragem;

{ii) um dispositivo de tratamento, compreendendo uma placa
dotada de uma pluralidade de recessos dispostos para
receber uma saliéncia do dispositive de amostragem em cada
recesso da mesma;

{iii) um dispositive de cultura, compreendendc uma placa
dotada de uma pluralidade de recessos dispostos para
receber uma saliéncia deo dispositivo de amostragem em cada
recegsso da mesma;

{iv) um agitader para agitar o dispositive de tratamento
e/ou dispositivo de cultura;

{v) um detector para detectar a presenga ou auséncia de
gqualsquer microorganismos formadores de bicfilme aderidos

nos recessos do dispositivo de cultura; e



{vi) reagentes, compreendendo:

{a) um ou mais agentes de teste anti-biofilme,
adequados para a industria de papel, preferencialmente, em
uma ou mais diluigdes, para uso no dispositivo de
tratamento de [ii);

{b) um meio de cultura liguido, para uso no
dispositivo de cultura de ({(iii); e

{c) agente de tingimento, para uso na detecgio da
presenga ou auséncia de gquaisquer microorganismos

formadores de biofilme com um detector {(v).

12. Kit de montagem, de acordo com  a
reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de compreender
(i} um dispositivo de amostragem dotado de uma pluralidade
de pinos em filas, fixados numa extremidade sobre uma
tampa; e (i1l1) o dispositive de tratamento; e (iii) o
dispositive de cultura, em gue ambos dispositivo de
tratamento e dispositive de cultura se constituem de placas
de maltiplos pocos, dotadas de uma pluralidade de pogos em
filas, em que os pinos do dispositivoe de amostragem se
assentam nos pogos das placas de tratamento e de cultura,
um pino em cada pogo, guando o dispositivo de amostragem é

colocado na placa de tratamento ou na placa de cultura.

13. Kit de montagemn, de acordo com as
reivindicagdes 11 cu 12, caracterizado pelo fatc de que
(11} o©os pogos da placa de tratamento sd3o enchidos com uma
solugdo de um ou mais agentes de teste anti-biofilme, em

uma ou mais concentracgdes, em um meic de cultura liguideo ou



10

/T

dgua esterilizada, um agente de teste anti-bicfilme em cada
pogco, € em gue pelo menos um poco € enchido com um meio de
cultura ou apenas agua esterilizada, e (iii) os pogos da
placa de cultura sac enchides com um meio de cultura
liquido, 08 pogos sendo vedados com  uma cobertura

removivel.

14. Usoc do métodoe de detecgdo, de acordo com
qualguer uma das reivindicagoes 1-10, ou do kit de montagem
de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 12-14,
caracterizado pelo fato de gue o dito uso se destina ao
monitoramento de um processce de fabricacac de papel ou
papeldo, para determinar a necessidade de um agente anti-
biocfilme no processo e para selecionar o agente anti-

biofilme mais eficiente.
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Fig. 1
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RESUMO

“METODO PARA MONITORAR A PRESENCA DE
MICROORGANISMOS FORMADORES DE BIOFILME NA INDUSTRIA DE
PAPEL"

A presente invencdo ¢é dirigida para um metodo
para detectar a presenga de microorganismos formadores de
bicfilme em um prccesso de fabricacao de papel ou papeléao,
para determinar a necessidade de um agente anti-biofilme no
processo. O método compreende as etapas de: (a) submeter um
dispositivo de amostragem na linha de processo por um certo
periodo de tempo, de modo a possibilitar aos ditos
microorganismos formar um Dbiofilme in situ no dito
processo, sobre a superficie do dispositivo de amostragem;
(b} opcionalmente, tratar o dito biofilme formado com uma
solugdoc de um agente de teste anti-biofilme, por um certo
periodo de tempo; em seguida (c) contatar o dito biofilme
com um meio de cultura liquido em um recesso do dispositivo
de cultura por um determinado periodo de tempo; e (d)
remover a solucdo da cultura do recesso do dito dispositivo
e detectar qualitativa e/ou guantitativamente a presenca ou
auséncia de um biofilme aderido sobre as paredes do

recesso. A invengao também proporciona um kit de montagem.
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