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RESUMO

Apesar dos estudos relacionados ao uso da bactéria Clostridium carboxidivorans para a
fermentacdo de gas de sintese, pouco se sabe sobre as caracteristicas de sua superficie celular,
bem como sobre sua interacdo com demais solventes e superficies. Assim, o presente trabalho
se propds a realizar uma caracterizacdo da superficie dessa bactéria através de um Teste de
Adesdo Microbiana a Solventes (MATS) revelando seu caradter hidrofobico, seu Carater Doador
de Elétrons (EDC) e seu Carater Aceptor de Elétrons (EAC). A bactéria C. carboxidivorans
apresentou uma hidrofobicidade de 20,2% e um EDC de 21,4%, porém ndo apresentou um
Carater Aceptor de Elétrons (EAC), comportamento indicado pelo valor negativo.
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INTRODUGCAO

Biofilmes microbianos tém sido cada vez mais estudados devido aos beneficios adquiridos
pelas células quando imobilizadas, como resisténcia a danos por UV, por gradientes de pH e
tensao de cisalhamento, o que aumenta a variedade de condicOes operacionais em biorreatores
(GROSS; SCHMID; BUEHIER, 2012). A formacao do biofilme se da em oito passos sugeridos por
Characklis e Marshall (1990). Em uma das etapas iniciais, as células livres aderem
reversivelmente a uma camada “condicionada”, base da formacao do biofilme e formada através
de forgas gravitacionais ou do fluido por varias moléculas organicas e inorganicas. Acredita-se
que essa adesdo inicial ocorra através de forcas de van der Waals e interagOes eletrostaticas
explicadas pela teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) (GARRETT; BHAKOO;
ZHANG, 2008).

Clostridium  carboxidivorans € uma bactéria estritamente anaerébia e gram-positiva
(PANTALEON et al., 2014) que é capaz de fermentar gas de sintese produzindo etanol, acetato,
butirato e outros subprodutos (HICKEY et al., 2008). Estudos tem mostrado que essa
fermentacao apresenta fatores limitantes de transferéncia de massa e que o uso de células
imobilizadas em membranas possibilitou contornar essa limitagao (SHEN; BROWN; WEN, 2014,
GROSS; SCHMID; BUEHIER, 2012, HICKEY et al., 2008). Entretanto, pouco se sabe sobre as
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caracteristicas da superficie celular da bactéria C. carboxidivorans e como isso pode afetar a
adesdo a membranas. De forma a contornar essa divida testes como MATS (Adesdo Microbiana
a Solventes), Adesao éAPoIiestireno, HIC (Cromatografia de Interagdo Hidrofdbica), Potencial
Zeta, CAM (Medicdao do Angulo de Contato) e outros podem ser feitos (AMARAL et al., 2006).

Dessa forma, o presente trabalho visa estudar a afinidade da superficie celular da bactéria
Clostridium carboxidivorans a diferentes solventes através do teste MATS.

MATERIAL E METODOS

Células de Clostridium carboxidivorans DSMZ 15243 foram cultivadas em shaker a 150 rpm,
37 °C por 24 horas em meio ATCC 2713 com pH 7,1. Este é composto por triptona (10,00 g/L),
peptona de digestao pancredtica de gelatina (10,00 g/L), extrato de lévedo (5,00 g/L), glicose
(1,00 g/L), cloreto de sodio (5,00 g/L), L-arginina (1,00 g/L), piruvato de sddio (1,00 g/L),
menadiona (0,0005 g/L) e hemina (0,005 g/L). Ao meio foi purgado gas de sintese, substrato
gasoso composto de H; (40%), CO (25%), CO, (10%), N, (10%) e CH4 (11%).

O teste MATS segue o procedimento descrito por Amaral et al. (2006) com modificagOes para
a bactéria. As células foram ressuspensas em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,0) e a densidade 6tica
foi determinada em espectrofotometro a 600nm. A suspensdo foi diluida até uma densidade
otica (D.0.) de 0,750. Uma mistura de 0,6 ml de solvente e 3,6 ml de suspensdo celular foi
agitada em vortex por 50 segundos. Apds 10 minutos de repouso, a densidade 6tica foi medida
novamente e a porcentagem de adesao a cada um dos solventes foi calculada de acordo com
% adesao =1 —%,onde A, e A s3o as densidades dticas (D.O.) antes e depois da mistura,
respectivamente.

Os solventes utilizados foram hexadecano, cloroférmio, éter etilico e hexano, todos obtidos
pela Vetec Quimica Fina Ltda.

Através do teste MATS é possivel quantificar as interacdes acido-base de Lewis (Amaral et
al., 2006) bem como a hidrofobicidade, que é calculada em relagdo a adesao celular em
hexadecano. O Carater Doador de Elétrons (EDC) é calculado pela diferenca da adesdo celular
em cloroférmio, que é o elétron aceptor (acido de Lewis), e hexadecano. O Carater Aceptor de
Elétrons (EAC) é estabelecido pela diferenca da adesao celular em éter, que é um elétron
doador (base de Lewis), e 0 hexano.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O teste MATS avalia a afinidade de um microrganismo a dois solventes diferentes, um

monopolar e outro apolar (Amaral et al., 2006) através da porcentagem de adesdo de células.
Utilizando-se hexadecano foi possivel determinar a hidrofobicidade da bactéria Clostridium
carboxidivorans, enquanto cloroférmio, éter etilico e hexano foram utilizados para determinar o
carater doador e aceptor de elétrons do micro-organismo, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1- Porcentagem de adesao das células de Clostridium carboxidivorans aos solventes
hexadecano, cloroférmio, éter etilico e hexano.

Hexadecano Cloroféormio  Eter etilico Hexano

Clostridium carboxidivorans 20,2% 41,6% 12,8% 89,2%
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A Tabela 1 apresenta os valores de adesao celular aos quatro solventes testados,
demonstrando a afinidade da bactéria nas respectivas misturas suspensao-solvente. Observa-se
que C. carboxidivorans apresenta maior afinidade ao tampao quando em presenca de
hexadecano e éter etilico, enquanto apresenta uma grande afinidade ao solvente hexano, que é
um hidrocarboneto com caracteristica hidrofébica.

Na Figura 1 é possivel observar claramente a variacdo de afinidade entre solvente e tampao
fosfato para as diferentes misturas. Na mistura suspensao-hexano, observa-se que a fase
aquosa contendo tampao esta quase limpida quando comparada as demais misturas. A turbidez
na suspensado é muito forte na mistura suspensao-éter etilico e suspensao-hexadecano, o que
corrobora com as porcentagens achadas na Tabela 1.

: - & ali-C S—
Figura 1- Aspecto da mistura suspensao-solvente entre Clostridium carboxidivorans e
hexadecano (A), cloroférmio (B), éter etilico (C) e hexano (D)

A partir dos valores da porcentagem de adesdo é possivel calcular trés parametros
importantes para andlise da superficie celular da bactéria C. carboxidivorans utilizando o teste
MATS. Hidrofobicidade, EDC e EAC estdo resumidos na Tabela 2. O Carater Doador de Elétrons
(EDC), calculado pela diferenca de adesao celular entre cloroférmio e hexadecano, se mostrou
significativo (21,4%), enquanto o Carater Aceptor de Elétrons (EAC), estabelecido pela diferenca
da adesao microbiana entre éter e hexano, foi baixo (-76,4%).

A hidrofobicidade, medida em relagdo a adesdao de células ao solvente hexadecano,
apresentou um valor baixo em relacdo a estudos anteriores com outros microrganismos.
Comparando o resultado com a hidrofobicidade de Yarrowia lipolytica (86,5%) quando cultivada
em meio YPD por 48 horas em shaker a 160 rpm, a hidrofobicidade deClostridium
carboxidivorans (20,2%) foi relativamente baixa, porém proximo ao valor apresentado por S.
thermophilus (30%) (Amaral et al., 2006). Ainda em comparacao, o Carater Doador de Elétrons
deC. carboxidivorans foi maior que o apresentado pela levedura (11,1 %), conforme mostrado
em Amaral et al., 2006. Contudo, ambas mostraram um pequeno EAC, sendo o carater aceptor
de elétrons da bactéria ainda menor que o da levedura.
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Tabela 2- Porcentagem da hidrofobicidade, Carater Doador de Elétrons (EDC) e Carater
Aceptor de Elétrons (EAC) para C. carboxidivorans.

Hidrofobicidade EDC EAC

Clostridium carboxidivorans 20,2% 21,4% -76,4%

E possivel afirmar previamente que a superficie dessa bactéria apresenta um carater pouco
hidrofébico. Contudo, como visto no artigo de Amaral et al. (2006), apenas o teste MATS nao €
conclusivo o suficiente para determinar com certeza as caracteristicas dessa bactéria.

CONCLUSOES

Foi possivel quantificar a hidrofobicidade da superficie da bactéria Clostridium
carboxidivorans através do teste MATS obtendo-se um valor de 20,2%. Também verificou-se
que o Carater Doador de Elétrons (EDC) desse microrganismo € expressivo (21,4%)
principalmente se comparado ao seu Carater Aceptor de Elétrons (EAC), cujo valor foi negativo.

Contudo, apenas o teste MATS nao é suficiente para se adquirir um conhecimento pleno da
superficie bacteriana. Apesar de conclusivos, os resultados sdo apenas um comego para uma
caracterizagao mais profunda.

Agéncias de Fomento: Capes, CNPq e Faper].
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