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RESUMO — A anélise da aderéncia de biofilme celular e constituintes do meio foi
feita através da massa das membranas HA em Ester de Celulose e Fluorpore (FH),
presentes em frascos de penicilina utilizados na fermentagao de géas de sintese
para produg¢do de etanol. O experimento mostrou que a adesao celular a superficie
nao s6 ¢ composta por interagdes fisicas, mas também quimicas devido ao carater
hidrofébico ou hidrofilico das membranas. A membrana FH, hidrofobica,
apresentou um aumento massico expressivo em cé¢lulas de 10% em relacdo a
membrana HA, hidrofilica, que apresentou aumento madssico negativo. Foi
possivel observar também que os componentes do meio aderiram mais a
superficie da membrana hidrofilica (em aproximadamente 10%) do que da
membrana hidrofobica (em 5%). Isso possivelmente indica uma competi¢ao na
superficie dessas membranas entre células e constituintes do meio, impedindo o
crescimento do biofilme na membrana HA ndo s6 por conta das interagdes fisicas
e quimicas, mas também por impedimento estérico.

1. INTRODUCAO

A busca por energias limpas e renovaveis tem aumentado ao longo dos ultimos anos
devido a necessidade de diminuicao no uso de fontes oriundas de combustiveis fosseis, cuja
queima gera residuos que impactam negativamente o meio ambiente com geracdo de gases
estufa. Dessa forma, muitos estudos para a producao de biocombustiveis ganharam forga no
Brasil, aumentando o interesse pela produgao de biodiesel e etanol.

O etanol pode ser produzido por vias quimicas, pela fermentacao direta de agucares ou
por fermentacdo dos agucares de matérias primas mais complexas, como amido e celulose,
ap6s uma hidrélise enzimdtica ou quimica. Nesse ultimo processo, contudo, a presenga de
lignina pode dificultar a producdo de alcool, visto que esse composto ndo ¢ degradavel e esta
presente em grande propor¢ao (25% a 30% do contetdo massico e 35% a 45% do conteudo
energético). Uma das alternativas ¢ a gaseificagdo dessa biomassa para a producdo de gas de
sintese composto, em média, por CO, H, e CO,, e sua fermentacdo em outra etapa para a
produgdo de etanol (Hickey et al., 2008; Kundiyana, 2010).
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Micro-organismos anaerobios conseguem fermentar o gas de sintese e a partir disso
produzir biocombustiveis como etanol, n-butanol e outros subprodutos como acido acético,
acido butirico, entre outros (Hickey et al., 2008). Clostridium carboxidivorans é uma bactéria
estritamente anaerdbia e gram-positiva (Pantaléon ef al, 2014). As bactérias do género
Clostridium sdo extremamente estaveis e podem ficar armazenadas por um ano sem perder
sua atividade, além de ser tolerante a uma pequena exposi¢ao a oxigénio (em até 2%).

Em relagdo aos processos bioquimicos de conversdo, a fermentagdo usando o gas de
sintese possibilita a eliminacao de uma etapa complexa de pré-tratamento e custos altos com a
obtencdo de enzimas, como ocorre no processo de producao de etanol de segunda geracao por
rota enzimatica. Além da conversdao de todos os componentes celulosicos presentes no
substrato, ha também uma independéncia da composicdo dessa biomassa, bem como da
relagdo H,:CO:CO,; presente no gas de sintese (Shen et al., 2014).

Contudo, essa fermentagdo apresenta alguns fatores limitantes como a transferéncia de
massa gas-liquido e a presenga de alguns componentes inibidores no gas de sintese comercial,
além de seu alto custo (Shen et al., 2014). A transferéncia de massa pode ser melhorada com
o uso de células imobilizadas, como o caso do uso de reatores de membrana, que
comprovadamente apresentam uma maior transferéncia entre as fases gasosa e liquida e
dentro delas (Shen et al., 2014, Cross et al., 2012, Hickey et al., 2008).

Characklis e Marshall descreveram em oito passos o processo de formacdo de um
biofilme bacteriano, desde a formac¢ao de uma camada “condicionada” até a dispersao das
células da matriz subsequentemente a morte celular. Essa camada “condicionada” ¢ a base
para o crescimento do biofilme e € composta por varias moléculas organicas e inorganicas
devido a agdo de forcas gravitacionais ou do proprio movimento do fluido, o que modificara
os substratos facilitando o acesso das células. A interacdo entre o substrato ¢ a camada
“condicionada” tem impactos na superficie, podendo alterar sua carga, potencial e tensao
(Garrett et al., 2008).

As células livres entdo aderem a superficie condicionada de forma reversivel, através da
interacao de forgas fisicas ou mesmo de estruturas da bactéria, como os flagelos. A energia
disponivel, a orientagdo da bactéria e condi¢des de temperatura e pressdo contribuem para a
adesdo. As forgas que possibilitam o contato entre células e superficie sao as forgas de van der
Waals, interagdes estéricas e interacdes eletrostaticas da camada dupla, e sdo explicadas pela
teoria DVLO (Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek). Segundo essa, a direcdo da interagao
segue um balango entre forgas atrativas (van der Waals) e forcas que sdo repulsivas
(sobreposi¢do da camada elétrica dupla da célula e do substrato) devido a carga elétrica
negativa das células (Garrett et al., 2008).

A formacao de biofilme propicia o aumento da concentragdo celular, contornando assim
a dificuldade relacionada a baixa densidade celular em sistemas anaerobios. Além disso, o
biofilme traz diversos beneficios a cultura bacteriana diferente do que acontece em células
livres. Bactérias aderidas a uma matriz apresentam maior resisténcia a danos por UV,
gradientes de pH e a tensdo de cisalhamento, o que oferece uma gama maior de condigdes
operacionais em biorreatores. Por apresentarem maior resisténcia a poluentes e
contaminantes, biofilmes sdo geralmente utilizados em plantas de tratamento de aguas
residuais. (Gross et al., 2012).
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O estudo da producao de etanol de segunda geracdo a partir do uso de gas de sintese tem
sido bastante discutido nos ultimos anos, principalmente relacionado a biofilmes. Em 2010,
Munasinghe et al. conseguiram obter uma transferéncia de massa maior que a apresentada
anteriormente na literatura ao realizar a fermentacao do gas de sintese usando um biorreator
de membrana de fibra oca composita, sendo 946,6 L/h o valor méximo para o coeficiente de
transferéncia de massa volumétrica de CO. Na patente de Hickey et al (2010), uma
concentragdo de 20 g/L foi obtida apods 20 dias de produgdo continua em reator de membrana
de fibra oca de polipropileno. Em um estudo ainda mais recente, Shen et al. (2014) obteve
uma produtividade maxima de 3,44 g/L.dia e 23,96 g/L de etanol com a mesma membrana de
mesmo material.

Portanto, o objetivo desse trabalho é avaliar a adesdo de células de C. carboxidivorans
em diferentes membranas para futura aplicacdo das células aderidas em biorreatores de
membrana para producdo de etanol a partir de gas de sintese.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Microrganismo

A bactéria anaerdbia Clostridium carboxidivorans DSMZ 15243 foi adquirida pela
empresa DSMZ (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures). Essa ¢ imdvel, gram-positiva e produtora de etanol, acetato, butirato e butanol. O
intervalo 6timo de pH ¢ de 5,0 a 7,0 e a temperatura 6tima ¢ de 37-40° C.

2.2. Gas De Sintese

O gas de sintese empregado como substrato gasoso foi obtido na empresa White
Martins Gases Industriais Ltda., sendo sua composi¢ao: H; (40%), CO (25%), CO, (10%), N,
(10%) e CHy4 (11%).

2.3. Membranas

Para os ensaios de avaliacdo da formagdo de biofilme foram utilizados dois tipos de
membranas de filtracdo fabricadas pela empresa Millipore e de diferentes caracteristicas. A
membrana HA em Ester de Celulose (codigo HAWP04700) é composta de nitrato e acetato de
celulose e possui tamanho de poro 0,45 pum, 79% de porosidade e cardter hidrofilico. A
membrana FH (Fluorpore) (codigo FHLP04700) ¢ composta de PTFE hidrofobico com
suporte de polipropileno de alta densidade, 0,50 pm de tamanho de poro e 75% de porosidade.

As membranas foram inseridas em um frasco de penicilina anteriormente a adi¢ao de 50
mL de meio ATCC e gés de sintese. A esterilizagdo do conjunto foi realizada em autoclave
por 20 min a 0,5 atm. Dois frascos contendo uma membrana de HA e uma FH cada nao
receberam inoculo. Esses frascos de controle também foram incubadas em shaker e
denominados de HA branco e FH branco, respectivamente.

2.4. Meios De Cultivo
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O meio utilizado para crescimento celular foi o ATCC 2713, composto de triptona
(10,00 g/L), peptona de digestdo pancredtica de gelatina (10,00 g/L), extrato de 1évedo (5,00
g/L), glicose (1,00 g/L), cloreto de sddio (5,00 g/L), L-arginina (1,00 g/L), piruvato de so6dio
(1,00 g/L), menadiona (0,0005 g/L) e hemina (0,005 g/L) em 1000 mL de dgua deionizada. O
pH final ¢ ajustado para 7,1.

2.5. Cultivo

Foram inoculadas 5,00 mL de C. carboxidivorans cultivado em meio ATCC 2713 por
24 h a 37 °C em frascos de penicilina contendo as membranas, o meio ATCC e o gas de
sintese ja previamente esterilizados em autoclave. Os frascos foram incubados em shaker a
150 rpm e 37° C por 24 horas.

2.6. Métodos Analiticos

O crescimento celular no sobrenadante foi acompanhado através de medidas de
densidade optica a 600 nm e esses valores foram convertidos a gramas de peso seco de células
por litro (g p.s. cél/L) utilizando-se o fator de conversdo obtido pela curva de peso seco.

A quantificacdo do biofilme aderido a membrana foi feita através do método do peso
constante. Primeiramente, as membranas foram pesadas antes de serem colocadas nos frascos
e, apos o crescimento celular, foram colocadas em contato com lampada infravermelho para
secagem e subsequentemente pesadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo celular de C. carboxidivorans em meio ATCC 2713 foi de 1,40 g p.s.
cél/L no frasco contendo a membrana FH e 1,04 g p.s. cél/L no frasco com a membrana HA
ap6s 24 h de cultivo. O frasco de controle ndo apresentou crescimento visivel e seu
sobrenadante se manteve limpido. As massas das membranas determinadas antes do inoculo e
apos o cultivo podem ser verificados na Tabela 1.

E possivel observar que a quantidade de células presentes no sobrenadante é maior do
que o material depositado nas membranas. O frasco contendo a membrana FH apresenta uma
massa celular de 0,0700 g enquanto sua respectiva membrana apresenta massa de material
depositado de 0,0148 g. O frasco com a membrana HA, por sua vez, apresentou 0,0520 g de
células em seu sobrenadante, quantidade superior a da membrana, 0,0050 g. A maior
disposi¢do de cé€lulas no sobrenadante se deve, provavelmente, a oferta de substrato no meio
liquido e ao tempo do experimento, visto que além de atragdes quimicas, a for¢a gravitacional
¢ importante para a aderéncia e criacdo da camada “condicionada” e sem tempo suficiente, a
adesao celular a superficie ¢ comprometida.

Na Tabela 1, verifica-se que os frascos de controle apresentaram variacdo massica.
Eliminando-se o risco de contaminagdo devido as técnicas assépticas utilizadas em laboratorio
e baseando-se nos passos de Characklis e Marshall, ¢ possivel depreender que moléculas
constituintes do meio aderiram a membrana por interagdes de carater quimico e por forga
gravitacional, como ocorre na camada “condicionada”. Dessa forma, em “material depositado
na membrana” considera-se a massa de células e de constituintes do meio.
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Tabela 1 — Massa das membranas Millipore FH (Fluorpore, codigo FHLP04700) e HA
(Ester de Celulose, codigo HAWP04700) antes do inoculo, apos o inoculo de C.
carboxidivorans ¢ do material depositado sobre sua superficie. As membranas FHg e HAp
representam os brancos.

Massa da Massa da Massa do material
Membrana  membrana apés membrana antes do depositado na membrana
inoculo (g) inoculo (g) (2)
FH 0,1126 0,0978 0,0148
FHg 0,1015 0,0965 0,0050
HA 0,0865 0,0811 0,0050
HAg 0,1037 0,0951 0,0086

Considerando a massa do “material depositado na membrana” nos frascos FHg ¢ HAp
apenas como a massa de constituintes visto que nao houve inoculo, é possivel depreender a
massa de células depositada e também a porcentagem do aumento massico nas membranas
em relacdo a células e a componentes do meio. Esses dados refletem claramente como a
caracteristica hidrofobica e hidrofilica de cada membrana influencia tanto na aderéncia do
biofilme quanto na aderéncia dos constituintes do meio.

Tabela 2 — Demonstrativo da massa do biofilme e porcentagens no aumento da massa
nas membranas em relacdo as células e aos componentes do meio. E entendido como
componente todos os demais constituintes do meio excetuando-se células.

Massa de células Aumento na massa Aumento na massa (%

e — (g) (% células) componentes)
FH 0,0098 10,0204 5,1125
FHg 0,0000 0,0000 5,1813
HA -0,0032 -3,9457 10,6042
HAjg 0,0000 0,0000 9,0431

Shen et al. (2014) quando utilizando C. carboxidivorans para a produgdo de etanol
através de um reator de membrana de fibra oca optaram pela utilizagio de membranas com
carater hidrofobico. Em seu artigo, Garrett et al. (2008) afirmam que as propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas de uma superficie tém grande influéncia na aderéncia celular. Os
dados da Tabela 2 comprovam esse fato, visto que € possivel observar que a membrana
Fluorpore (FH) apresentou um aumento de massa celular (10%) bem maior do que a
membrana HA em Ester de Celulose, cujo aumento massico relacionado & adesio microbiana
foi inexistente. Além disso, esse carater hidrofébico também influenciou na deposicdo de
constituintes do meio na membrana, o que pode ter impedido a aderéncia celular a superficie.

4. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que membranas hidrofobicas, como a Fluorpore, apresentam
maior porcentagem em massa de células, sendo dessa forma mais favoravel a formacao de
biofilme do que a membrana hidrofilica em Ester de Celulose. Apesar de a necessidade de
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maiores testes para a comprovacao da influéncia dos constituintes do meio na formagdo do
biofilme, foi possivel observar que hé deposi¢ao de material nas membranas além da adesao
celular. Maiores estudos, contudo, devem ser realizados para que seja possivel incrementar o
aumento da espessura do biofilme bacteriano. Dessa forma, esses estudos iniciais se mostram
promissores, visto que seus resultados vao de acordo com os varios estudos realizados nos
ultimos anos com relagdo a formagao de biofilme, principalmente de bactérias e do género
Clostridium, podendo assim otimizar sistemas de fermentacdo de gas de sintese para a
formacao de etanol.
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