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Avaliacao da capacidade de formacao de Biofilmes
in vitro por estirpes bacterianas isoladas de sapal

1. Fundamentacao Teérica
As estirpes utilizadas neste trabalho foram isoladas de ambientes de sapal,
ecossistemas costeiros caracterizados por elevada carga organica, flutuacdes
peridédicas de oxigenacgao, salinidade variavel e forte dindmica fisico-quimica. Estas
condi¢des selecionam microrganismos metabolicamente versateis, frequentemente
capazes de utilizar compostos hidrofobicos e de desenvolver estratégias de adaptacéo
como a formacéo de biofilmes.
Bioflmes sdo comunidades microbianas estruturadas que crescem aderentes a
superficies e embebidas numa matriz extracelular polimérica (EPS), composta por
polissacaridos, proteinas, acidos nucleicos extracelulares e lipidos. A formagéo de
biofilme constitui uma estratégia adaptativa que confere maior resisténcia a stresse
ambiental, variacbes de salinidade, limitagcdes nutricionais e exposicdo a compostos
toxicos. A formacdo de biofilme pode constituir um trait microbiano relevante em
processos de biorremediacdo. Em ambientes contaminados com compostos
hidrofobicos (ex.: 6leos vegetais), a organizacao em biofilme pode:

e aumentar a retencdo de células na interface éleo-agua;

o favorecer a concentracao local de enzimas extracelulares (ex.: lipases);

o facilitar interagcbes metabdlicas em consércios microbianos;

e melhorar a toleréncia a compostos potencialmente toxicos;

e aumentar a eficiéncia global de degradacao por proximidade celular e partilha de

metabolitos.

Assim, a avaliacao da capacidade de formacao de biofilme permite explorar ndo apenas
um fendtipo estrutural, mas também um potencial traco funcional com implicacdes
ecolbgicas e aplicadas.
O ensaio em microplaca com coloragdo por violeta de cristal constitui um método
padronizado para quantificacdo da biomassa total aderente. A comparag¢ao com a fragao
plancténica permite distinguir crescimento livre de crescimento séssil e inferir
estratégias adaptativas distintas. Este modelo experimental permite relacionar formacéao
de biofilme com potencial ecoldgico e aplicacdes em biorremediagao.

2. Objetivos

¢ Avaliar quantitativamente a formacao de biofilmes por estirpes isoladas de sapal.

o Comparar formacgéao de biofilmes em culturas individuais e co-cultura.

o Diferenciar biomassa total, fracdo plancténica e componentes da matriz.

e Avaliar a eficiéncia relativa de formacdo de biofilme em co-culturas versus
culturas puras.
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3. PRE-AULA - Preparacéo da aula

e Culturas frescas (18—24 h) das estirpes a testar (Sa e Sb)
e Meio de cultura NB

e Microplacas de 96 pocos estéreis

e Solugao salina 0,85% (p/v) estéril

e Violeta de cristal 0,1%

o Acido acético 33% (V/v)

e Azul de bromofenol (se aplicavel)

4. Aula de 24 de marco — Inoculacao

Materiais
o Estirpe Sa
o Estirpe Sb

e Solugao salina estéril (0,85%)
e Microtubos estéreis

e Micropipetas e pontas estéreis
e Zaragatoas ou ansa estéril

o Vortex
e Escala de McFarland
e Meio NB

e Microplacas estéreis de 96 pocos (fundo plano)
¢ Incubadora (28 °C)

Procedimento
1. Transferir 1 mL de solug&o salina estéril para microtubo.
Suspender colbnias bacterianas em solucéo salina.
Homogeneizar em vortex.
Ajustar a turbidez para aproximadamente 0,5 McFarland.
Adicionar 180 pL de meio em cada po¢o da microplaca (ver Tabela. 1).
Preparar as seguintes condicdes:
o Sa (em triplicado — Tabela 1)
o Sb (em triplicado — Tabela 1)
o Co-cultura (Sa + Sb, volumes iguais de cada suspensédo — Tabela 1)
o Solucgéao salina (controlo negativo; C-)
7. Inocular 20 pyL em cada poco respetivo da microplaca (ver Tabela 1).
8. Incubar a 28 °C.
Cada grupo devera utilizar uma microplaca como sugerido na Tabela 1.

2 S S A

Tabela 1. Esquema de inoculacéo das estirpes na microplaca.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa C-|C-|C-
B Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb C-|C-|C-
C | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | C- | C- | C-
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5. Aula de 30 de marco — Quantificacao
A quantificagdo sera feita nos seguintes quatro passos:

Passo Componente Medido Reagente Principal

A Crescimento Planctdnico Meio de Cultura (600nm)

B Biomassa Total (Solubilizada)  Acido Acético (600 nm)

C Biofilme (Polissacaridos/Parede) Violeta de Cristal (570 nm)

D Matriz (Proteinas/Peptideos) Azul de Bromofenol (600 nm)

A. Quantificacao da Fracao Planctonica
1. Transferir cuidadosamente o sobrenadante para novos pogcos sombreados a
amarelo (Tabela 2).
2. Medir absorbancia a 600 nm (OD600).

B. Quantificacao da Biomassa Total Solubilizada (acido acético)
3. Nos pocos sombreados a verde (Tabela 2), adicionar 200 pL de acido acético a
33 %, e ressuspender com pipeta.
4. Medir absorbancia a 600 nm.

C. Quantificacao de Polissacaridos/Parede (violeta de cristal)
5. Nos pocos sombreados a azul (Tabela 2), adicionar 200 yL de violeta de cristal
e deixar atuar durante 10-15 min.
Lavar suavemente 3x com 200 pL agua estéril.
Secar ao ar.
Adicionar 200 pL de &cido acético 33% para solubilizar o corante.
Medir absorbancia a 570 nm.
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D. Quantificacao da Matriz (azul de bromofenol)
10. Nos pogos sombreados a cinzento (Tabela 2), adicionar 20 yL de azul de
bromofenol e deixar atuar durante 10-15 min.
11. Lavar suavemente 3x com 200 pL de acido acético a 0,5 %.
12. Secar ao ar.
13. Medir absorbancia a 600 nm.

Tabela 2. Esquema de inoculacéo das estirpes na microplaca.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa C-|C-| C-

Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb C-|C-|C-

Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | C- | C- | C-
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Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa Sa C-|C-| C-
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E Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb Sb C-|C-|C-
F | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | Sa+Sb | C- | C- | C-
G
H
Tratamento de Dados
e Calcular média e desvio padréo dos triplicados.
e Subtrair valor do branco (ou seja, do controlo negativo).
e Comparar:
o Biomassa total vs crescimento plancténico.
o Culturas individuais vs co-cultura.
o Determinar indice relativo de formacéo de biofilme:
Biofilme normalizado = (OD biofilme) / (OD planctdnico)
o Classificar as estirpes como:
o Né&o formadora
o Fraca
o Moderada
o Forte formadora
Tabela 3
oD OD biofilme | OD  matriz | indice normalizado
plancténica (570 nm) proteica (biofilme/planctdnico)
(600 nm) (600 nm)
Sa
Sb
Sa+Sb
Controlo
negativo

6. Guiao de discussao e analise critica
Os estudantes podem analisar os resultados considerando os seguintes pontos:

A. Interpretacao Biol6gica

1. A maior biomassa implica maior crescimento?

2. A co-cultura promoveu sinergia ou competicao?
3. Que mecanismos regulam a transi¢ao planctonico — séssil?
4. Que papel desempenha o quorum sensing?

B. Analise Experimental
5. Quais as limitagdes do método da violeta de cristal?
6. O ensaio distingue células viaveis de matriz inerte?
7. Que métodos alternativos poderiam ser usados? (ex.: confocal, CFU, XTT)

C. Aplicacao
8. Qual a relevancia ecoldgica da formacgao de biofilmes em sapais?
9. Como este fen6tipo pode influenciar processos de biorremediacao?




LM2 2025-2026

7. Sintese Final

Compreender a formacdo de biofiilmes como estratégia adaptativa de
microrganismos, nomeadamente os de sapais.

Diferenciar crescimento planctonico e séssil e quantificar biomassa aderente.
Avaliar interacbes entre estirpes individuais e co-culturas na formacao de
biofilme.

Reconhecer a relagdo entre biofilme e potencial biorremediador de Oleos
vegetais.

Interpretar criticamente resultados experimentais e limitagcbes metodolégicas.
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