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RESUMO

Biofilmes sdao agregados microbianos envoltos em uma matriz primariamente polissacaridica,
sintetizada por um ou mais membros desse biofilme. Espécies de Pseudomonas e
Staphylococcus sdo conhecidas produtoras de biofilmes, porém grupos bacterianos recém-
descobertos, ou apenas menos estudados, carecem de demonstragdo da capacidade de formar
biofilme. Dentre eles esta o filo Acidobacteriota que sao bactérias comuns em solo, porém com
poucos isolados em cultura. O objetivo geral do presente estudo foi explorar a producdo de
biofilmes in vitro na cepa AB23 de Acidobacteriota. Foram executados métodos qualitativos
e quantitativos relacionados & producgdo de estruturas extracelulares associadas 4 formacao de
biofilme, incluindo colora¢do de céapsula, “Congo Red Agar (CRA)” e o ensaio com cristal
violeta em placas de microtitulagdo. Os resultados demonstraram presenga de capsula na cepa
bacteriana AB23. Adicionalmente, a formacdo de biofilme foi observada no grupo controle:
Staphylococcus epidermidis. A cepa AB23 ndo apresentou crescimento em meio BHI, mesmo
em pH mais 4cido. Os ensaios comprovaram o crescimento da cepa AB23 em meio VL-55 com
pH 6,5, contendo vermelho de congo apresentando alteragdo da cor sugestiva para formacao de
biofilme. Por fim, os dados obtidos por meio do método de microtitulagio em placas
corroboram os dados anteriores sugerindo a capacidade da cepa AB23 na producao de biofilme.
Esse conjunto de resultados sugerem uma capacidade da cepa AB23 de ser formadora de
biofilme in vitro. Considerando as perspectivas futuras para esta linhagem, vislumbra-se uma
possivel aplicagdo na area de biorremediagao.

Palavras-chave: Acidobacteriota; Matriz extracelular polimérica; Vermelho congo; Cristal

violeta.



ABSTRACT

Biofilms are microbial aggregates enveloped in a primarily polysaccharide matrix, synthesized
by one or more members of that biofilm. Pseudomonas and Staphylococcus species are known
biofilm producers; however, newly discovered or less studied bacterial groups lack
demonstrated biofilm-forming capabilities. Among them is the phylum Acidobacteriota, which
are common soil bacteria but have few isolates in culture. The overall objective of this study
was to explore the in vitro production of biofilms in the AB23 strain of Acidobacteriota.
Qualitative and quantitative methods related to the production of extracellular structures
associated with biofilm formation were performed, including capsule staining, Congo Red Agar
(CRA), and the crystal violet assay in microtiter plates. The results demonstrated the presence
of a capsule in the AB23 bacterial strain. Additionally, biofilm formation was observed in the
control group: Staphylococcus epidermidis. The AB23 strain did not show growth in BHI
medium, even at a more acidic pH. Assays confirmed the growth of the AB23 strain in VL-55
medium at pH 6.5, containing Congo red, showing a color change suggestive of biofilm
formation. Finally, the data obtained through the microtiter plate method corroborate the
previous data, suggesting the capacity of the AB23 strain to produce biofilms. This set of results
suggests the capacity of the AB23 strain to form biofilms in vitro. Considering future prospects
for this strain, a possible application in the area of bioremediation is envisioned.

Keywords: Acidobacteriota; Polymeric extracellular matrix; Congo Red; Crystal violet.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes microbianos sao um modo de crescimento coletivo caracterizado pela
aderéncia das células a superficies bidticas ou abioticas, seguida de sua imersao numa matriz
extracelular polimérica. Este modo de crescimento protege as células e as tornam resistentes a
agentes antimicrobianos e a condi¢des ambientais adversas, promovendo infec¢des persistentes,
contaminag¢do industrial ou biocorrosao. Por outro lado, os biofilmes desempenham fungdes
benéficas em sistemas naturais e biotecnologicos, incluindo a biorremediacao, a ciclagem de
elementos e o crescimento de plantas. O entendimento de sua formagdo e composi¢do ¢
importante tanto para o controle de seus impactos negativos quanto para a exploragdo de sua
potencial aplicagdo. Nem todas as bactérias formam biofilmes, mas algumas sdo
particularmente estudadas, como as dos géneros Pseudomonas e Staphylococcus.

O presente estudo trata de bactérias do filo Acidobacteriota, cujos membros sdo pouco
estudados. Essas bactérias destacam-se por sua abundancia e grande adaptabilidade ao solo,
mesmo em condi¢des extremas. Sua capacidade de produzir matrizes extracelulares, como
celulose e exopolissacarideos (EPS) sugere a capacidade de formar biofilme, o que ¢ condizente
com sua persisténcia no ambiente. No entanto, estudos sobre biofilmes de Acidobacteria ainda
sdo raros, especialmente sobre classes especificas de bactérias cultivadas, como a cepa AB23.
A investigacdo da formacao de biofilme por parte da linhagem AB23 permitird entender seus
mecanismos adaptativos fundamentais para a sua sobrevivéncia no solo, assim como aplica¢des
biotecnoldgicas, como a producdo de biopolimeros ou de processos de biorremediagao.

Portanto, a importancia deste trabalho esta presente em varios aspectos: no cientifico,
como contribui¢do para o conhecimento da fisiologia e ecologia de um grupo bacteriano
abundante e filogeneticamente diverso; tecnolégico e ambiental, na medida em que pode
fornecer os fundamentos para o desenvolvimento de novos biofilmes baseados em ecossistemas
naturais para a remediacdo de ambientes degradados; econdmica, na medida em que fornece
uma nova perspectiva para a substitui¢ao, em muitas aplicacdes, de biopolimeros naturais em
substitui¢cdo a sintéticos; e académica, alinhada com a missdo da instituigdo de produzir
conhecimento disciplinar e interdisciplinar em um contexto de desenvolvimento sustentavel.
Com isso, este estudo abrange a ODS 15 (Vida Terrestre).

Nossa hipotese € que a linhagem AB23 de Acidobacteria € capaz de formar biofilme em
meios soOlidos e liquidos. A confirmagdo da hipdtese fornecerd informagdes que podem
esclarecer aspectos da ecologia e o potencial biotecnoldgico das acidobactérias como bactérias

potencialmente formadoras de biofilmes.



1.1 Revisao na Literatura
1.1.1 Biofilmes Microbianos: Defini¢ao e Relevancia

Os biofilmes microbianos consistem em uma forma de vida séssil, em que células
microbianas aderem-se irreversivelmente a superficies bidticas ou abidticas. Essas comunidade
sao envolvidas por uma matriz extracelular polimérica (MEC) de aparéncia gelatinosa secretada
por um ou mais dos microrganismos de um biofilme. A MEC tem uma fung¢do estrutural
atuando como um adesivo que fixa as células as superficies, permitindo a comunicag¢ao
intercelular via moléculas sinalizadoras (quorum sensing), protege contra estresses ambientais
e opera como uma barreira fisica para impedir a passagem de agentes antimicrobianos (HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004). A formagdo do biofilme ¢ um processo
dindmico que envolve estagios sequenciais (Figura 1): adesdo reversivel das células
planctonicas; adesdo irreversivel mediada pela producdo da MEC; desenvolvimento e
maturacao da arquitetura tridimensional; e desprendimento de células para colonizagdo de
novas superficies (KAPLAN, 2010). A importancia dos biofilmes ¢ variada; podem ser
benéficos, como na biorremediagdo e no tratamento de aguas residuais, ou prejudiciais,

contribuindo para infec¢des cronicas e danos industriais (BALCAZAR et al., 2015).

Figura 1: Estagios de formacao de biofilme.
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Fonte: Propria autora, criado com BioRender.com, licenca: https://BioRender.com/f5{4p31

A matriz extracelular de um biofilme € constituida principalmente por polissacarideos,
proteinas, acidos nucleicos e dgua (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Trata-se de uma
estratégia evolutiva ancestral, com registros fosseis de bilhdes de anos (SCHOPF, 2006). A

arquitetura tridimensional dos biofilmes compreende micro colonias, canais de nutrientes e
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poros, variando de uma unica camada a estruturas multicelulares complexas, dependendo das
condi¢des ambientais (STOODLEY et al., 1999).

Devido a sua resisténcia a antimicrobianos, derivada do crescimento mais lento no
biofilme, da restricdo a difusdo de compostos pela MEC, da presencga de células em estados
fisioloégicos diferenciados e da inativagdo de drogas (HOIBY, 2014), os biofilmes
potencializam a gravidade de doencas infecciosas. Biofilme estdo associados a mais de 60%
das infec¢des microbianas em tecidos e dispositivos médicos implantados e tecidos celulares,
como fibrose cistica e cepas gangrenosas persistentes (MULCAHY et al., 2008; KULETA;
KOZIK; KOZIK, 2009; AMINI et al., 2011). Portanto, a capacidade de desenvolver biofilmes
¢ um fator de viruléncia urgente que ameaga a eficacia dos regimes terapéuticos atuais, além de
aumentar os custos médicos. A resisténcia ¢ multifatorial e derivada do crescimento mais lento
dentro do biofilme, da restricdo na difusao de antimicrobianos pela MEC, da presencga de células
em estados fisioldgicos diferenciados e da inativagdo de drogas (HOIBY, 2014).

Do lado industrial, os biofilmes representam prejuizos econdmicos significativos,
causando biocorrosdao em equipamentos, contaminacao de alimentos e obstrugao de sistemas.
Aproximadamente 40% da biocorrosdo em dutos de industrias petroliferas resulta da formagao
de biofilme (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Com base no artigo de Yan et al. (2022), a formagdo de biofilmes pelas bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico (diazotréficas)é crucial para a promog¢do de interacdes
mutualisticas com plantas. Os biofilmes criam um ambiente que garante a protecdo da enzima
nitrogenase, responsavel pela conversao de didxido de nitrogénio em amonia, que ¢ sensivel ao
oxigénio atmosférico. O mesmo estudo mostrou que a modificacdo genética do arroz para
aumentar a exsudagdo de apigenina, um flavonoide potecializador da formagao de biofilmes em
bacterias diazotroficas, ndo apenas promove a formacdo de biofilmes, mas também altera
significativamente a estrutura do microbioma radicular, aumentando a riqueza de bactérias
associadas as raizes (YAN et al, 20222).

Tendo isso em vista, estudos t€ém sido consistentes no desenvolvimento de estratégias
de controle e erradicagdo de biofilmes, inibidores de quorum sensing e peptideos
antimicrobianos (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2014; BAKER et al., 2016). Entretanto, os
biofilmes também possuem grande potencial para aplicacdo em processos biotecnologicos, tais
quanto a biorremediacdo e reatores bioldgicos e promog¢do de crescimento de plantas
(HASSARD et al., 2016, YAN et al., 2022). Portanto, a compreensdo detalhada acerca da

composicdo, formagdo e regulacio ¢ de fundamental relevancia.



10

1.1.2 Biofilmes em Acidobacteria: Ocorréncia e Significado

O filo Acidobacteriota inclui um numero significativo de linhagens bacterianas que
estao entre as mais abundantes em muitos tipos de solos, incluindo solos de tundra, turfas, solos
agricolas e solos contaminados. A diversidade filogenética dos Acidobacteria e a adaptabilidade
a condi¢des extremas, como pH baixo, temperaturas baixas, e contaminagdo, tém sido
associadas a formagdo de estruturas extracelulares complexas, como biofilmes e matrizes
extracelulares poliméricas. Varios estudos indicaram que a produgdo de e exopolissacarideos
(EPS), sugere a capacidade de formar biofilme, e a sintese de celulose bacteriana sdo
mecanismos basicos que garantem a sobrevivéncia, protecao ecoldgica e fungao ecoldgica dos
Acidobacteria em ambientes adversos. (BELOVA et al., 2022; KIELAK et al., 2017; SHI et al.,
2015)

A formagdo de biofilme por Acidobacterias foi observada pela primeira vez em culturas
de representantes como Terriglobus roseus e Granulicella spp., (BELOVA et al., 2022) onde
as matrizes extracelulares cuja composi¢des ainda ndo sdo completamente caracterizadas e
promovem a agregacao célula-célula, resultando em crescimento visivelmente aglomerado em
culturas liquidas. Acredita-se que essas estruturas sejam uma estratégia de protecdo contra
predacdo, dessecacdo e estresse ambiental; elas também contribuem para a retencdo de
nutrientes e dgua, auxiliando na formacao e estabilizagdo do solo. Posteriormente, a andlise
gendmica de diversas linhagens de Acidobacteria revelou a presenga de /oci de sintese de
celulose (bcs), indicando a capacidade de produgdo de polissacarideos estruturais que podem
compor a matriz extracelular de biofilmes (BELOVA et al., 2022).

Em um estudo com Acidiscarina polymorpha SBCS82, isolada de solo de tundra coberto
de liquen, foi explorada a formagdo de camaras extracelulares em forma de saco, compostas
por fibras compactadas e paralelas apresentadas como estruturas laminadas. Os resultados do
exame de espalhamento de raios X de baixo angulo (SAXS) revelaram que culturas maduras
formaram uma rede de fibras densa e ordenada semelhante a celulose. Isso corroborou a
aparéncia celulosica do envelope extracelular, pois o tratamento com celulase facilitou a
degradagdo dessas estruturas. O genoma da cepa SBC82 apresenta um locus bes com genes de
sintese de celulose, notavelmente uma das acidobactérias do Cerrado, a cepa AB60, também
apresenta o0 mesmo locus responsavel pela producao de celulose bacteriana(BELOVA et al.,
2022)

Além da celulose bacteriana, algumas Acidobacterias produzem EPS heteropolimérico

com caracteristicas fisico-quimicas especiais. Em um estudo de Kielak et al., (2017) sobre duas
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cepas de Granulicella sp. (WH15 e 5B5) isoladas de solos acidos, os EPS produzidos foram
caracterizados como heteropolissacarideos soliveis em &agua contendo manose, glicose,
galactose e xilose como mondmeros principais ¢ apresentando propriedades de emulsificagao.
Esses EPS formaram emulsdes estaveis com oleos vegetais, hidrocarbonetos e diesel com
eficiéncia superior & goma xantana comercial em alguns casos, bem como resisténcia a altas
temperaturas. Essa caracteristica dos EPS de Acidobacteria ndo s6 desempenha um papel na
protecao celular e geracao de biofilme no ambiente bioldgico, mas também tem potencial
biotecnoldgico para aplicagdes industriais, incluindo biorremediacdo, estabilizagdo de
emulsdes e producdo sustentavel de biopolimeros.

Em um contexto de biorremediagdo, Acidobacteria foram reconhecidas como
constituintes de biofilmes em reatores utilizados no tratamento de esgoto complexo, como agua
de areia de 6leo extraida. Em Reatores de Biofilme de Leito Movel (MBBR) usados para
degradagdo de acido nafténico, Acidobacteria estava entre os filos dominantes presentes nos
suportes de plataforma, assim como Proteobacteria e Nitrospirae. A presenga de Acidobacteria
nesses sistemas indica sua resisténcia a agentes toxicos e eles podem estar envolvidos no
processo de degradagdo de poluentes recalcitrantes, especialmente quando associados a pré-
tratamentos como ozonizagdo, que ¢ eficaz na redugdo da toxicidade e biodegradagdo de
efluentes (SHI et al., 2015).

Portanto, a formagdo de biofilme e a producao de celulose e EPS heteropolimérico sao
as caracteristicas funcionais que algumas linhagens de Acidobacterias possuem, permitindo-
lhes sobreviver e prosperar em solos e em ambientes aqudticos contaminados. Essas
arquiteturas protegem contra estresses abidticos e bioticos € mediam interacdes com a matriz
do solo, controlam o ciclo de nutrientes e tém potencial aplicacdo biotecnoldgica para a
industria de biorremediagdo e aplicagdes de biopolimeros (VASQUES et al., 2024). E muito
importante continuar estudando seus componentes genéticos, diversidade estrutural e fungdes
ecologicas, como aquelas proporcionadas pelos biofilmes formados por Acidobacteria, que
também serdo um processo aberto e continuo, fundamental para entender sua fun¢do na

ecoldgica dos biofilmes e as aplicagdes futuras sustentaveis.
1.1.3 Metodologias para Detec¢ao e Quantificagdao de Biofilmes Bacterianos
A identificacdo e quantificacdo de biofilmes bacterianos sdo passos bdasicos para

entender a ecologia e fisiologia microbiana bem como a resisténcia antimicrobiana associadas

a sobrevivéncia e persisténcia microbiana em dareas variadas, incluindo clinica, ambiental e
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agricola. Diferentes metodologias foram propostas e aprimoradas para esse propdsito, cada uma
com diversas aplicacdes, vantagens, limitagdes, técnicas qualitativas, quantitativas e de
imagem.

Dentre as técnicas qualitativas, o teste em agar vermelho Congo (Congo Red Agar —
CRA) ¢ aquele que tem sido usado como técnica fenotipica presuntiva para deteccdo de biofilme
através da producao de matriz polissacaridica (FREEMAN et al, 1989). Nesta abordagem de
analise, colonias que desenvolvem uma coloragdo escura ou enegrecida sdo consideradas
produtoras de polissacarideos extracelulares associados 4 formacao de biofilme. No entanto,
como demonstrado por Lima et al. (2017), esse método tem baixa sensibilidade para estimativa
de producao de biofilme e, portanto, pode subestimar a produgdo de biofilme de espécies como
Pseudomonas aeruginosa em comparagdo com métodos quantitativos.

Métodos semiquantitativos, por outro lado, estdo disponiveis para uma avaliagdo mais
especifica da formagdo de biofilme. Os métodos mais amplamente utilizados sdo o ensaio de
microplaca que envolve a adigdo de cristal violeta a placas de poliestireno. Este protocolo,
delineado por Stepanovic et al. (2000) e modificado em vérios trabalhos, envolve a incubagao
de suspensoes bacterianas em placas de 96 pogos e posterior adesdo do corante cristal violeta
ao biofilme, em seguida, apds varias lavagens, o biofilme ¢ destruido liberando o corante cuja
quantidade ¢ determinada pela absorbancia usando um espectrofotometro. A densidade optica
obtida pode ser comparada a um controle negativo e os isolados podem ser classificados como
ndo aderentes, fracamente, moderadamente ou fortemente aderentes. Por exemplo, este método
em isolados clinicos de P. aeruginosa de pacientes com pneumonia associada a ventilagao foi
usado como controle, observando que 75% dos isolados produziram biofilmes (STEPANOVIC
et al. 2000)

Finalmente, um método quantitativo adicional envolve a contagem de células viaveis
produzidas pelo biofilme, expressas em Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC-mL™). O método envolve a desagregacao mecanica ou por sonicagdo do biofilme que se
forma em uma escova de dentes, cateter ou microplaca, seguida de dilui¢do seriada e
plaqueamento em meio so6lido. Publicagdes como Barbaresco et al. (2024) quantificaram a
adesdo de Streptococcus mutans as cerdas de escovas de dentes usando este método e
mostraram a capacidade de formacao de biofilme neste ambiente.

Outras formas de caracterizagao de biofilme, como a coloragdo com safranina, podem
ser usadas para quantificar a matriz extracelular, enquanto o cristal violeta pode ser mais
aplicavel para estimar a biomassa total de acordo com a avaliagdo de componentes especificos

do biofilme. Usando ambos os corantes, Souza (2019) conduziu um estudo de isolados de
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bactérias Gram-negativas de uma unidade de terapia intensiva neonatal e encontrou todos esses
isolados como produtores de biofilme, com diferentes niveis de biomassa e matriz extracelular.

Além desses métodos, a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia de
fluorescéncia sdao frequentemente usadas para caracterizar estruturas de biofilmes por suas
caracteristicas e dinamicas. A MEV fornece visualiza¢do tridimensional da composi¢do do
biofilme e espessura da matriz extracelular, ¢ métodos de microscopia de fluorescéncia,
incluindo métodos confocais, fornecem informagdes em tempo real sobre expressao de bombas
de efluxo, heterogeneidade celular e processos em biofilme. Tais materiais também sado
necessarios para experimentos que comparam morfologia a mecanismos de resisténcia
antimicrobiana para prever os mecanismos de resisténcia antimicrobiana, conforme indicado
na revisao de Silva et al. (2025).

Em ambientes agricolas, metodologias adaptadas foram aplicadas para determinar a
capacidade de formagdo de biofilme por bactérias promotoras de crescimento de plantas.
Vasques et al. (2024) que compreende a incubagdo de cepas em microtubos em meios
especificos, coloracdo por cristal violeta e leitura de espectrofotdmetro seguindo os principios
da microbiologia clinica.

Finalmente, pode-se notar que a escolha da metodologia e fatores (por exemplo,
objetivos do estudo, organismos e ambiente) sdo importantes. Procedimentos quantitativos,
incluindo a andlise de microplaca e cristal violeta, sdo bem validados e fornecem
reprodutibilidade, enquanto estudos de imagem complementam com dados estruturais e
funcionais. A padronizacdo de protocolos e o uso de controles positivos e negativos sdo criticos
para a robustez dos resultados e o avango no diagndstico, controle e agentes antimicrobianos

para combater os biofilmes ou para serem usados na indistria como matéria prima.

1.1.4 Bactérias Formadoras de Biofilmes: Modelos e Diversidade

Bactérias formadoras de biofilme sdo uma forma de crescimento microbiano de
significativa importancia em contextos clinicos, ambientais e agricolas. Acredita-se que cerca
de 80% das infecgdes humanas estejam relacionadas a biofilmes e incluem infec¢des do trato
urinario, periodontite, endocardite, osteomielite, fibrose cistica e infecgdes de dispositivos
médicos implantaveis. A formacao de biofilme proporciona aos microrganismos alta resisténcia
a antibidticos e resposta no sistema imunoldgico do paciente, limitando as aplicagdes
terapéuticas e aumentando ainda mais o custo da hospitalizagdo (MACK et. al., 2004; LYTE
et. al., 2003).
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Viarios géneros bacterianos sdo capazes de tal formacdo, e modelos clinicos e de
pesquisa tém tido grande importancia. Staphylococcus epidermidis, um coco gram-positivo,
tem sido amplamente associado a infec¢des de feridas cirtrgicas, endocardite e complicagcdes
em dispositivos médicos devido a sua producao de biofilme através de adesinas, sendo o
estafilococo coagulase-negativo mais clinicamente relevante. A produ¢ao de biofilme em S.
epidermidis esta bem estabelecida, com dois estagios distintos, adesdo primaria e acumulagao.
A adesdo de primeiro estagio estd associada a fatores proteicos mediados por proteinas da
matriz extracelular do hospedeiro, como fibrinogénio, fibronectina e vitronectina, que sao
depositadas nas superficies do biomaterial (MACK et. al., 2004; LYTE et. al., 2003). Além
disso, o Staphylococcus aureus figura entre os principais agentes etiolégicos em infecgdes
associadas a formac¢ao de biofilmes.

Por outro lado, Pseudomonas aeruginosa, um bacilo Gram-negativo, ¢ um patdégeno
oportunista tipico. Em pessoas saudaveis, pode causar infecgdes leves como otite média ou
externa, mas em pacientes imunocomprometidos, vitimas de queimaduras ou fibrose cistica,
infeccOoes graves podem ocorrer. A técnica agar vermelho do Congo mostrou baixa
sensibilidade para esta espécie, mas ensaios quantitativos de microplacas de poliestireno
produziram dados superiores na deteccdo de biofilmes. (SAGINI et. al., 2024; LIMA et. al.,
2017)

Fora do ambiente clinico, os biofilmes sdo essenciais na agricultura, pois a capacidade
de formar biofilmes e sintetizar EPS ¢ uma caracteristica encontrada em bactérias promotoras
de crescimento de plantas. O biofilme ¢ uma espécie de zona selada para o crescimento e
sobrevivéncia em condi¢des hostis. Eles também tém funcdes que vao desde a protecao
antimicrobiana contra microrganismos até estresses abidticos, passando pelo transporte de
nutrientes ¢ metabolitos. O acimulo de EPS pode apoiar o carregamento de nutrientes e a
tolerancia a condi¢des de agua e salinidade apds os microrganismos serem capazes de promover

a capacidade de colonizacao das raizes (VASQUES et. al., 2024)
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2 OBJETIVO

Detec¢ao da formacdo de biofilmes pela linhagem de Acidobacteriota AB23 em

condicgoes in vitro.

2.1 Objetivo Especifico

1. Detec¢ao microscopica de capsula da linhagem AB23;

2. Avaliar a formag¢ao de biofilmes em meio de cultura sélido utilizando a técnica
de coloracdo com vermelho congo (CRA);

3. Quantificar a formagdo de biofilme em meio de cultura liquido através do

método de cristal violeta em placas de microtitulagio;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao e Manutencao das Bactérias

As atividades foram realizadas no Laboratorios de Microbiologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), campus de Patos de Minas, entre julho de 2025 até fevereiro de
2026. A amostra da Acidobacteria AB23 foi isolada de solo do Cerrado brasileiro, um bioma
caracterizado por solos acidos, pobres em nutrientes e com alta concentracao de aluminio. Essa
bactéria foi inicialmente identificada como uma cepa de Occallatibacter savannae, mas sua
identificacdo definitiva ainda ndo foi obtida. O isolamento foi realizado em meio VL-55 (De
CASTRO et al, 2013) utilizando xilana (0,05%) como fonte de carbono. O meio VL-55 ¢
quimicamente definido, contendo os sais: MES (3,9 g/L), MgSO4 (0,4 mM), CaCl, (0,6 mM) e
(NH4)HPO3 (0,4 mM), solugdo de vitaminas de wolfe (2 mL/L) e elementos trago de Balch (2
mL/L), com adi¢do de de AIK(SO4)2 (0,01 g/L) conforme descrito em Sait et al. (2002) e De
Castro et al (2013).

Como controle, a bactéria Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus obtidas da cole¢do de culturas da UFU, no campus de Patos de Minas,
e cultivada em meio BHI, preparado conforme especificagdes do fabricante (Fluka Analytical).

Todos os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 20 minutos antes do uso.

3.2 Coloracao da Capsula

A coloracao de capsula foi realizada conforme protocolo estabelecido por VERMELHO
(2019), utilizando as amostras de AB23, cultivadas por 2 semanas, S. epidermidis e S. Aureus,
cultivadas por 24 horas. Para a preparagao das laminas, realizou-se um esfregaco, evitando-se
a fixagdo por calor, uma vez que esse procedimento poderia danificar a estrutura da capsula
bacteriana e comprometer a observagao posterior. Empregou-se solu¢ao de cristal violeta
utilizada em coloracdo de Gram (Violeta de genciana 2%, em etanol 95% e oxalato de amonio
0,2 %, em agua). A lamina foi recoberta com a solu¢do de cristal violeta por 5 minutos. Em
seguida, procedeu-se a lavagem com solugdo de sulfato de cobre a 20%, preparada em agua

destilada.

3.3 Teste dos Meios para Coloracao com Vermelho Congo
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O meio BHI e 0o meio VL-55 (PINTO et al., 2021) foi elaborado utilizando lactose como
fonte de carbono. A ambos os meios, foi adicionada uma solucdo de Congo Red preparada
segundo Freeman et al. (1989), dissolvendo-se 0,4 g do corante em 50 mL de dgua destilada
(0,8 %). Apo6s a esterilizagdo, 10 mL dessa solugdo foram incorporados em 100 mL de BHI
antes do plaqueamento (LIMA, 2017). Para selecionar um controle positivo adequado, foram
testadas as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, incubadas por 48 horas. Todos os meios (BHI e VL-55) foram preparados em
diferentes valores de pH: 5,5; 6,0 e 6,5, com e sem a adi¢ao de Congo Red para o crescimento

de AB23, incubada por 2 semanas.

3.4 Observacao de Formacao de Biofilmes em Laminula

Preparou-se o meio VL-55 liquido (PINTO et al., 2021) para a cultura de AB23,
incubada por 1 més, e o meio BHI liquido para S. Epidermidis, incubada por 48 horas, em tubos
tipo Falcon de 50 mL. Os meios foram inoculados com as bactérias e foi adicionada uma
laminula estéril a cada frasco. As culturas foram incubadas em temperatura ambiente, sem

agitacdo, para avaliacdo do crescimento.

3.5 Ensaio de Formacao de Biofilmes em Placas de Microtitulacao

O ensaio foi conduzido em microplaca de 96 pocgos, utilizando-se dois meios de cultura:
caldo BHI (pH 5,5) e meio VLS55, preparado conforme descrito por Pinto et al. (2021). O
protocolo experimental seguiu as diretrizes estabelecidas por Batistao (2014), com adaptagdes.
As bactérias controle (Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis) foram incubada a
37°C por 24 horas em meio de BHI. A bactéria AB23 foi incubada em condig¢des de 27°C no
escuro, em um periodo de 15 dias para desenvolvimento do biofilme. Todo o procedimento foi
realizado sem agita¢do. No ensaio de quantificacao de biomassa utilizando cristal violeta, cada
isolado bacteriano foi inoculado em 8 pogos da microplaca.

O experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa, cada poco recebeu uma
suspensao bacteriana na proporgao de 1:10 (v/v) em relagdo ao volume do meio de cultura,
correspondente a 10 pL de inoculo bacteriano, previamente lavado com solugao de sais e 100
uL de meio.

Na segunda etapa, procedeu-se a quantificacdo da biomassa aderida. Inicialmente, os

pocos foram lavados trés vezes com solucdo salina (NaCl 0,9%). Em seguida, foram
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preenchidos com metanol puro por 15 minutos para fixagdo do biofilme. Apos esse periodo, o
metanol foi descartado por inversdo da placa, e as placas foram secas a temperatura ambiente.
Posteriormente, os pogos foram corados com cristal de violeta a 1% por 5 minutos. O corante
foi entdo removido, e os pocos foram lavados trés vezes com agua destilada e novamente secos
a temperatura ambiente. Para a solubilizag¢@o do corante retido nas células aderidas, adicionou-
se acido acético a 33% em cada poco, seguido de incubacdo por 10 minutos. Em seguida, o
conteudo de cada pogo foi transferido para uma nova microplaca, ¢ a absorbancia foi medida a
570 nm em leitor de microplacas, utilizando 4cido acético a 33% como branco.

Para a classificagdo da producdo de biofilme, adotou-se o critério estabelecido por
Batistdo (2014), que define um ponto de corte (DOc) a partir da média da DO do controle
negativo (branco) acrescida de trés vezes o seu desvio padrao. O valor do branco utilizado como
controle negativo apresentou média de 0,048 e desvio padrao de 0,001. Desta forma, o ponto
de corte (DOc) foi calculado como sendo de 0,051 Com base neste valor, os limites para as
categorias de producao de biofilme foram estabelecidos em: Nao produtor/Fraco produtor: DO
da amostra < 0,102 (2 x DOc); Moderado produtor: 0,102 < DO da amostra < 0,204 (4 x DOc)
ou Forte produtor: DO da amostra > 0,204.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise microscopica da cepa AB23, apos coloragdo de capsula, revelou a presenga
da capsula bem definida e distinto ao redor das células (Figura 2A). Este fendtipo nao foi
claramente observado nas cepas controle Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
porém foi observada uma formacao mais clara ao fundo da célula bacteriana, o que sugere a
presenca de estruturas extracelulares associadas a produgdo de polissacarideos em ambas as
bactérias (Figura 2B e Figura 2C). A morfologia da AB23, evidenciada como cocos e sendo
Gram-negativas de pequenas dimensdes (Figura 3), aliada a presenca da cépsula, fornece o

primeiro indicativo de seu potencial para a formagdo de biofilmes.

Figura 2 : Coloracdo de cépsula bacteriana. A) Coloragdo de capsula da cepa AB23, células
obtidas da cultura em meio VL 55 com lactose e vermelho congo em pH 6,5. B) Coloragao
de Staphylococcus epidermidis obtida de células em meio BHI. C) Coloragio de
Staphylococcus aureus em meio de BHI .

A) B) C)

Fonte: Propria autora (2026).

A cépsula bacteriana ¢ descrita como um envoltdério de mucopolissacarideo de alto peso
molecular que ndo ¢ essencial para a sobrevivéncia da bactéria, mas atua como um importante
fator de viruléncia. Sua fung¢do principal € inibir a fagocitose, dificultando que as células de
defesa do hospedeiro capturem e destruam a bactéria, o que facilita a propagacdo do
microrganismo e a instalagdo de processos infecciosos, mas em uma bactéria de solo como a
nossa, sua funcao esta mais ligada a protecdo contra estresses ambientais, como dessecagdo e
predagdo (MOREIRA et al., 2015). A visualizacdo nitida dessa estrutura na linhagem AB23,
cultivada em condigdes in vitro, sugere que a producdo de exopolissacarideos (EPS) ¢ uma

caracteristica intrinseca desta Acidobacteria.
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Fonte: Cedida por Cristine Chaves Barreto, originada de aula de microbiologia.

O ensaio qualitativo em meio s6lido com o corante Vermelho Congo (CRA) demonstrou
ser eficaz para a detec¢do presuntiva da matriz exopolissacaridica em algumas bactérias.
Inicialmente, para a validacdo do método, as cepas-controle foram testadas em meio BHI
(Figura 4). Apenas S. epidermidis apresentou colonias com a coloracdo enegrecida
caracteristica, indicando a producdo de biofilme (Figura 4C), o que estd de acordo com o
descrito por Freeman et al. (1989). A auséncia do fendtipo em Pseudomonas aeruginosa e S.
aureus nas condicdes testadas ndo invalida sua conhecida capacidade de formar biofilmes, mas
ressalta a influéncia de fatores como a linhagem especifica, o estado fisioldgico do in6culo e as
condi¢des de cultivo (como temperatura e composi¢do do meio) na ativacdo das vias
metabolicas responsaveis pela sintese da matriz (LIMA et al., 2017). O estudo de Lima et al
2017 sugere também que o método CRA nio ¢ eficaz para a detec¢do presuntiva de biofilme
em Pseudomonas aeruginosa, sugerindo o teste colorimétrico com cristal violeta. A falta de
positividade pode estar associada a deficiéncia do gene pel, responsavel pela produgao da matriz
extracelular rica em glicose, capaz de se ligar ao corante vermelho Congo e alterar a coloragao
das colonias produtoras de biofilme. Estudos demonstram que isolados de Pseudomonas
aeruginosa mutantes para o gene pel nao produzem essa matriz, resultando, consequentemente,

na auséncia de reagdo positiva no teste do agar vermelho Congo.
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Figura 4: Placas de Petri contendo meio BHI Congo Red 4gar (CRA) semeadas com diferentes
microrganismos para observacao da produgdo de biofilme. A) Pseudomonas aeruginosa; B)
Staphylococcus aureus e C) Staphylococcus epidermidis.

A) B)

Fonte: Propria autora (2026).

Apo6s a validacdo do método CRA, a capacidade da cepa AB23 foi avaliada em
diferentes meios e pH. Observou-se que os meios BHI e VL55 suplementados com Vermelho
Congo e com pH inferior a 6,5 apresentaram escurecimento espontaneo do agar antes mesmo
da inoculagdo (Figura 5). Este fendmeno, também reportado por Lima et al. (2017), reforca o
papel do Vermelho Congo como um indicador de pH, limitando sua aplicabilidade em meios

mais acidos, onde a mudanga de cor pode gerar falsos positivos ou dificultar a interpretagao.

Figura 5 - Diferentes meios em cultura s6lidos, com diferentes tipos de pH, sem o inoculo. Meio
BHI A) pH 5,5.; B) pH 6.; C) BHI contendo vermelho de congo (Congo Red) em pH 6.; D) pH
6,5.; E) BHI contendo vermelho de congo (Congo Red) em pH 6,5. F) Meio VL 55 contendo
vermelho de congo (Congo Red) em pH 5,5.; G) Meio VL 55 contendo vermelho de congo
(Congo Red) em pH 6.; H) pH 6.; I) Meio VL 55 contendo vermelho de congo (Congo Red) em
pH 6,5.; J) pH 6,5.

Fonte: Propria autora (2026).
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Apesar dessa limitagdo, nos meios com pH 6,5, que se mantiveram estaveis, a
inoculacdo da AB23 resultou em crescimento apés 2 a 4 semanas de incubagdo, compativel
com seu metabolismo lento. Conforme esperado, nao houve crescimento da Acidobactéria nos
meios BHI, mesmo com o pH ajustado (Figura 6) onde as setas mostram o ponto de inoculagdao
da bactéria, confirmando que este meio nao ¢ adequado para seu cultivo, provavelmente devido
a sua composic¢ao rica em nutrientes, que nao reflete as condigdes fisiologicas de Occllatibacter
savannae. Em contraste, nos meios VLS55, particularmente nos pH 6,0 e 6,5, observou-se
desenvolvimento das colonias. Nos meios VL55 contendo Vermelho Congo (pH 6,5), as
coldonias da AB23 exibiram um escurecimento evidente ao seu redor (Figura 6H). Este resultado
¢ um forte indicativo qualitativo da producdo de uma matriz exopolissacaridica (EPS) pela
linhagem AB23, corroborando a hipdtese de sua capacidade de formar biofilme e sugerindo que
os EPS produzidos interagem com o corante de maneira similar aos de S. Epidermidis (Figura

4).

Figura 6: Avaliacdo da presenc¢a de biofilme em O. savanae AB23 em meio s6lido. Meio BHI
A) pH 5,5.; B) pH 6.; C) pH 6,5.; D) BHI contendo vermelho de congo (Congo Red) em pH
6,5. E) Meio VL 55 F) pH 6.; G) pH 6,5.; H) pH 6,5 com vermelho congo..

A) B) C) D)

Fonte: Propria autora (2026).

A avaliag@o da formacdo de biofilme em meio liquido, que consistia na incubacao de
laminulas em meio para observagao da adesdo bacteriana, ndo apresentou crescimento aderido
a laminula, embora o crescimento tenha sido observado visualmente no tubo. Isso pode ter
ocorrido devido a baixa adesdo da linhagem a esse tipo de superficie de vidro nas condig¢des

testadas.
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Para uma avaliagdo mais aprofundada e padronizada da capacidade de formacdo de
biofilme, as linhagens foram submetidas ao ensaio quantitativo em microplaca de 96 pogos. A
analise dos dados do ensaio em microplaca permitiu uma visao mais detalhada da formacgao de
biofilme em condi¢des controladas. Podemos concluir que as linhagens controle apresentaram
comportamento distinto, onde S. epidermidis apresentou um maior valor de absorbancia (Figura
6). Estes dados estdo de acordo com a variabilidade conhecida na literatura da sua capacidade
de formacao de biofilme entre diferentes espécies € mesmo entre linhagens da mesma espécie,
que pode ser influenciada por fatores genéticos e ambientais (LIMA et al., 2017).

Ao analisar a cepa AB23, observou-se uma absorbancia comparavel aos dos
microrganismos controle (Figura 6) quando a bactéria foi crescida em meio VL-55. No entanto,
ao avaliar os resultados obtidos com a inoculagdo da AB23 em caldo BHI com pH 5,5,
observou-se um resultado de absorbancia baixo, uma vez que ndo houve crescimento
bacteriano, conforme demonstrado em meio sélido (Figura 5). Diante disso, sugere-se que o
resultado possa ter sido obtido no momento da inoculagao, considerando a possibilidade de que,

além das células, parte do biofilme formado também tenha sido transferida para o meio.

Figura 6: Ensaio de formagao de biofilme em microplaca de 96 pocos. As barras indicam
valores das médias.

Densidade Optica Ensaio de Biofilmes
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000
1 2 3 -
Meio VL-55 com Meio BHI com S. epidermidis S. aureus
AB23 AB23

Fonte: Propria autora (2026).

Considerando a classificagdo proposta por Batistao (2014), o valor do branco foi 0,048
com desvio padrdo de 0,001, sendo o ponto de corte calculado como 0,051. Dessa forma, todas

as amostras analisadas apresentaram valores de densidade Optica superiores ao limite
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estabelecido para a categoria de forte produtor de biofilme (DO > 0,204).A amostra de AB23
cultivada em meio VL-55 exibiu a maior média de biomassa, com DO de 2,680, enquanto em
meio BHI, AB23 apresentou da DO de 1,782). Dentre os controles, S. epidermidis apresentou
DO de 1,978 e S. aureus DO de 1,218. Estes resultados indicam que, nas condig¢des
experimentais avaliadas, todas as cepas estudadas sdo capazes de formar biofilme, sendo

classificadas como fortemente produtoras.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, os resultados obtidos sugerem que a linhagem Acidobacteria AB23 ¢
capaz de criar biofilmes in vitro. Uma técnica qualitativa de agar vermelho do Congo revelou
a formacao de uma matriz de exopolissacarideos em meios sélidos; a analise microscopica
evidenciou a presenga de estruturas capsulares ao redor das células; adicionalmente, o ensaio
quantitativo em microplaca de 96 pogos com cristal violeta corroborou os achados qualitativos,
sugerindo a capacidade da cepa AB23 de produzir biomassa aderida em meio liquido.

Esses resultados sugerem a hipotese inicial e destacam a importancia ecoldgica desse
fen6tipo na sobrevivéncia da AB23 em solos. Além disso, abrem caminho para futuras
pesquisas sobre o potencial biotecnologico dessa linhagem, possivelmente para o
desenvolvimento de biopolimeros e/ou suas aplicagdes em ambientes ambientais.

Para dar continuidade ao presente estudo e corroborar a hipdtese levantada, recomenda-
se, em pesquisas futuras, o emprego da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para a
caracterizacdo morfoldgica da matriz de EPS e a andlise molecular por sequenciamento para a

identificacdo dos genes associados a sua producao.
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