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RESUMO

O Brasil € o segundo maior produtor e exportador mundial de celulose de Eucalyptus spp. e Pinus
spp., com aproximadamente 20 milhdes de toneladas por ano. A producéo convencional de celulose
gera grandes quantidades de residuos poluentes e consome volumes significativos de agua, causando
impactos ambientais negativos. Portanto, ha a necessidade de encontrar métodos mais sustentaveis
para a producdo desse material. Essa matéria prima é amplamente utilizada na producdo de papel e
tem uso nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. A celulose bacteriana é uma alternativa
a celulose vegetal, pois € 100% pura e ndo contém lignina e hemicelulose. A pesquisa envolveu a
coleta de amostras de frutas tropicais em estado de decomposic¢do na cidade de Foz do Iguagu - Pr,
seguida do isolamento dos micro-organismos presentes nessas frutas. Dentre os meios inoculados,
apenas pitaya e laranja Bahia tiveram uma producdo significativa de nanocelulose bacteriana no
intervalo de 7 a 14 dias de cultivo. A nanocelulose bacteriana isolada da pitaya demonstrou alta
organizacao com estrutura de dimensdes nanomeétricas. Ja a celulose produzida pelo isolado de laranja
Bahia, apesar de também ter estruturas nanométricas foram avaliadas como particulas maiores,
desordenadas, suspensas e com espessura nanométrica. Ambas as estruturas oferecem grande
promessa, proporcionando uma composi¢do pura em um curto espaco de tempo e com estruturas
nanométricas. Contudo, é importante ressaltar que esses isolados ndo produziram biofilme de
nanocelulose, resultando em uma suspensao de celulose que sedimenta no fundo com o minimo de

agitacdo na vidraria.

Palavras-chave: celulose bacteriana, microorganismos, bioprospecg¢ao, frutas tropicais, membrana
celulosica.
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RESUMEN

Brasil es el segundo productor y exportador mundial de celulosa de Eucalyptus spp. y Pinus spp., con
aproximadamente 20 millones de toneladas al afio. La produccion de celulosa convencional genera
grandes cantidades de residuos contaminantes y consume importantes volumenes de agua,
provocando impactos ambientales negativos. Por tanto, es necesario encontrar métodos mas
sostenibles para producir este material. Esta materia prima es muy utilizada en la produccion de papel
y se utiliza en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. La celulosa bacteriana es una
alternativa a la celulosa vegetal ya que es 100% pura y no contiene lignina ni hemicelulosa. La
investigacion implicd la recoleccion de muestras de frutas tropicales en descomposicion en la ciudad
de Foz do Iguacu - PR, seguida del aislamiento de microorganismos presentes en esas frutas. Entre
los medios inoculados, solo la pitaya y la naranja de Bahia tuvieron una produccion significativa de
nanocelulosa bacteriana dentro de los 7 a 14 dias posteriores al cultivo. La nanocelulosa bacteriana
aislada de pitaya demostrd una alta organizacion con una estructura de tamafio nanométrico. La
celulosa producida por el aislado de naranja de Bahia, a pesar de tener también estructuras
nanométricas, fue evaluada como particulas suspendidas, desordenadas y de mayor tamafio, con
espesor nanométrico. Ambas estructuras son muy prometedoras, ya que proporcionan una
composicidn pura en poco tiempo y con estructuras nanométricas. Sin embargo, es importante resaltar
que estos aislados no produjeron una biopelicula de nanocelulosa, lo que resultd en una suspension

de celulosa que se deposita en el fondo con una minima agitacion en la cristaleria.

Palabras clave: celulosa bacteriana, microorganismos, bioprospeccion, frutas tropicales, membrana
celuldsica.
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ABSTRACT

Brazil is the world's second largest producer and exporter of Eucalyptus spp cellulose. and Pinus spp.,
with approximately 20 million tons per year. Conventional cellulose production generates large
amounts of polluting waste and consumes significant volumes of water, causing negative
environmental impacts. Therefore, there is a need to find more sustainable methods for producing this
material. This raw material is widely used in paper production and is used in the food, pharmaceutical
and cosmetic industries. Bacterial cellulose is an alternative to vegetable cellulose as it is 100% pure
and does not contain lignin and hemicellulose. The research involved collecting samples of
decomposing tropical fruits in the city of Foz do Iguacu - PR, followed by the isolation of
microorganisms present in these fruits. Among the inoculated media, only pitaya and Bahia orange
had a significant production of bacterial nanocellulose within 7 to 14 days of cultivation. Bacterial
nanocellulose isolated from pitaya demonstrated high organization with a nanometer-sized structure.
The cellulose produced by the Bahia orange isolate, despite also having nanometric structures, was
evaluated as larger, disordered, suspended particles with nanometric thickness. Both structures offer
great promise, providing a pure composition in a short time and with nanosized structures. However,
it is important to highlight that these isolates did not produce a nanocellulose biofilm, resulting in a

cellulose suspension that settles to the bottom with minimal agitation in the glassware.

Key words: bacterial cellulose, microorganisms, bioprospecting, tropical fruits, cellulosic

membrane.
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1 INTRODUCAO

A celulose € o polimero mais abundante na natureza, a estimativa de sua larga producao € de
aproximadamente 1,5 trilndes de toneladas por ano, mostrando sua importancia na economia mundial
(Moyinoluwa et al., 2022). O Brasil € um dos grandes pilares dessa industria, de acordo com dados da
Associacdo Brasileira de Celulose e Papel (Bracelpa), desde 2016, é segundo o maior produtor e exportador
mundial de celulose de Eucalyptus spp. e Pinus spp., com uma producéo de cerca de 20 milhdes de toneladas
por ano (lba, 2023).

Na exploracdo do Eucalipto, a obtencao de celulose envolve processos de polpa mecanica, térmica,
quimica ou metais residuais. Esses processos liberam as fibras da madeira, com destaque para a polpacéo
quimica que dissolve a lignina, permitindo a liberacéo das fibras. No entanto, esses processos tradicionais
sdo conhecidos pelo seu alto consumo de agua e pela geragdo de residuos poluentes. Apenas cerca de 45%
de celulose é obtida apos essas etapas (Melchiors et al., 2018).

A medida que cresce a busca por alternativas sustentaveis, a investigacio de novas fontes de celulose
torna-se uma prioridade, proporcionando reducao do impacto ambiental e fornecendo matérias-primas mais
puras.

Estudos para alternativas sustentaveis, com diminuicdo de tempo e de custos, sdo, atualmente,
grande foco para producgdes em larga escala. A bioprospeccao de novas fontes produtoras de celulose é uma
das principais areas de novas pesquisas para desenvolvimento da matéria prima, diminuindo a geracédo de
residuos poluentes e fornecendo matéria prima com maior grau de pureza (Donini et al., 2010; Melchiors
etal., 2018).

A utilizacdo da celulose bacteriana apresenta um potencial promissor em uma ampla gama de
campos, incluindo medicina, meio ambiente, alimentos e cosméticos. Destaca-se especialmente em setores
que exigem elevados padrbes de pureza na matéria-prima, como € o caso de sua utilizacdo como
emulsificante, agente dispersante e agente gelificante nas industrias alimenticias, farmacéuticas e
cosmeéticas (Donini et al., 2010).

A nanocelulose bacteriana (NCB) é produzida por bacterias do vinagre, esses microrganismos séo
promissores frente a inovacao e producéo de celulose convencional pois sdo capazes de produzir membranas
com alto grau de pureza, em pouco tempo comparado ao tempo de crescimento do Eucalyptus spp., sem
gerar residuos poluentes pois ndo necessitam passar por processos quimicos de extracdo e purificacdo pelo
seu elevado nivel de pureza, e podem ser encontradas e cultivadas com residuos, como por exemplo, frutas
(Oliveira et al., 2022).
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Nesse contexto, a nanocelulose bacteriana é um material promissor para a industria de materiais,
alinhado com os Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das Nagdes Unidas, especificamente
como metas 9.5, 9.b e 12.5. A meta 9.5 foca no fortalecimento da pesquisa cientifica e tecnoldgica, onde a
pesquisa em NCB contribui para a inovacéo e o desenvolvimento de capacidades nos setores industriais,
especialmente em paises em desenvolvimento. A meta 9.b destaca 0 apoio a pesquisa e inovacdo, onde a
pesquisa sobre nanocelulose pode diversificar industrias e agregar valor as commodities, beneficiando
paises em desenvolvimento, como o Brasil. Por fim, a meta 12.5 promove a reducdo de residuos, e as
caracteristicas e biodegradabilidade da NCB a tornam uma alternativa promissora para a reducdo de
residuos em vérias industrias.

Assim, considerando o descrito acima, este estudo tem como objetivo realizar a bioprospeccéao de
bactérias produtoras de celulose a partir de frutas tropicais em decomposicao coletadas na cidade de Foz do
Iguacu no Oeste do Parana.

2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS:

Realizar bioprospeccdo de bactérias produtoras de nanocelulose a partir de frutas tropicais em
decomposigéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Realizar a bioprospeccéo de bactérias produtoras de nanocelulose a partir de sucos de
laranja (Citrus sinensis), pitaya branca (Hylocereus undatus) e jabuticaba (Plinia
cauliflora);

« Isolar essas bactérias com potencial de produzir nanocelulose;

« Avaliar o potencial enzimético dessas cepas microbianas;

« Purificar e caracterizar a nanocelulose produzida por meio dessas culturas.

14
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3 REVISAO DA LITERATURA:

3.1 CELULOSE:

Industrialmente, na exploracdo de Eucalipto, a celulose é exportada e manipulada, principalmente
para producdo de papel. Além disso, este polimero é utilizado como emulsificador, agente dispersante e
agente gelificante nas inddstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (Donini et al., 2010).

A celulose pode ser encontrada com grande biodisponibilidade na parede celular de plantas, de onde
sdo geralmente extraidas pelas industrias do setor, mas essa producdo tradicional carrega, aléem da
morosidade, uma grande geracdo de residuos e o desmatamento. Além disso, a celulose pode ser sintetizada,
através da fermentacdo, por bactérias, denominada celulose bacteriana (CB) (Vasconcelos, 2020).

A celulose é um biopolimero linear constituido por unidades de -D-glicopiranose unidas por ligacdes
glicosidicas f-(1—4) (Figura 1), cujas cadeias paralelas sdo unidas de forma intra e intermolecular por
ligagdes de hidrogénio, formando microfibrilas de aproximadamente 4 nm de largura. (Tureck, 2027; Lima,
etal., 2015).

0 B-(1—4)
OH OH

N a OH J l OH

Tl e —, -0 J

HO N k o HO™/ T 0 N N\ HO=7 T 7 OH

0y e e e HOL N e (a1 S /

OH [ [ T l'_'lT-i- - ol [, -0y

OH OH
L A

Figura 1: Estrutura da celulose; B-D-glicopiranose unida por ligacdo glicosidica.

Fonte: Autora, 2023.

A celulose pode ser dividida em dois grupos distintos: pura ou complexa. Dentre as puras, destaca-se
a nanocelulose bacteriana, a qual ndo possui, lignina e hemicelulose na sua composicéo, sendo assim, 100%
celulose, e, portanto, promissora como matéria prima para diversas industrias. A CB apresenta a mesma

formula quimica da celulose vegetal (CV), mas suas fibras possuem dimensdes nanométricas de diametro
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1/100 em relacdo ao da CV que confere vantagens estruturais, de alta cristalinidade e polimerizacdo, diante
do polimero de origem vegetal (Sutherland, 1998). Dentre as caracteristicas mais relevantes, é possivel
destacar a elevada resisténcia mecéanica e a tracdo, boa absorcdo e capacidade de reter dgua, a alta
porosidade, boa biocompatibilidade, ndo ser toxica e a possibilidade de incorporagdo de materiais para

producdo de compositos (Oliveira et al., 2022).

3.2 EXTRACAO DA CELULOSE A PARTIR DA BIOMASSA VEGETAL:

De acordo com Donini (2010), a madeira do eucalipto tem sido uma das principais fontes industriais
de CV sendo composta por celulose (40 a 45%), lignina (25 a 30%), hemicelulose (30%) e extrativos (até
4%) (Figura 2). Na producdo de CV, a obtencdo de fibras envolve processos de polpacdo mecanicos,
térmicos, quimicos ou ainda combinacgdes destes. A polpacdo mecanica libera as fibras ao moer a madeira,
enquanto a polpacgdo quimica dissolve a lignina, liberando as fibras, que estdo fortemente aderidas a ela.
Nos processos termomecanicos (TMP), a madeira em forma de cavacos é aquecida com vapor para diminuir
a rigidez da lignina, facilitando o desfibramento mecéanico. Os processos quimio-termomecanicos (CTMP)
também sdo utilizados e envolvem uma primeira etapa quimica branda para amolecer a lignina. Ja o
processo quimico kraft, que é amplamente utilizado, trata a madeira em vasos de pressdo com hidréxido de
sodio e sulfeto de sédio para dissolver a lignina e preservar a resisténcia das fibras. Estes processos séo
responsaveis pelo gasto excessivo de agua, ao final das etapas apenas 45% de celulose é obtida e, ainda,

diversos residuos poluentes sdo gerados (Melchiors et al., 2018).
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Figura 2: Arranjo das microfibrilas de celulose na parede celular vegetal do Eucalipto.
Fonte: SILVA et al., 2019

Nos processos industriais tradicionais de processamento da madeira, € comum gerar residuos com
alto teor de matéria organica residual que incluem casca, lama de cal, lodo bioldgico, residuos celulésicos
e cinza de caldeira proveniente da queima de biomassa. Esses subprodutos representam um desafio para as
industrias, uma vez que requerem tratamento adequado para minimizar impactos ambientais negativos e
maximizar o aproveitamento de recursos (Francisco et al., 1998).

A industria de celulose ocupa o sexto lugar em termos de poluidores ambientais, atras das industrias
de petroleo, couro, cimento, aco e téxteis (Melchiors et al., 2018). Em producéo de residuo, ha uma relacéo
de aproximadamente 48 toneladas para cada 100 toneladas de celulose produzida. Mudancgas causadas pelo
descarte indiscriminado destes residuos no solo sdo mais evidentes nos primeiros 10 cm da camada
superficial e afetam principalmente o pH e a quantidade de potassio e calcio, o que tem um impacto direto
na saturacéo de bases (V%) do solo (Francisco et al., 1998). Além dos residuos, outra questdo ambiental da
producéo da celulose vegetal sdo os recursos hidricos, principalmente devido aos elevados volumes de agua
consumidos e descartados. Industrias de celulose e papel consomem de 15 a 100 ms.T+ de &gua, e 0S
efluentes gerados tem grande potencial de prejudicar o ambiente aquatico receptor se ndo for tratado
corretamente (Melchiors et al., 2018).

De acordo com Thais Santi, na revista O Papel (2017), a indUstria de celulose precisara deixar de lado
0 conservadorismo e investir em inovagdo. Ainda na matéria, Fabricio José da Silva, gerente executivo

industrial da Suzano Papel e Celulose, chama a atencdo para a necessidade de maior integracdo dos
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processos. Ele destacou que primeiro é necessario aprimorar certos aspectos nas seguintes areas: eficiéncia
ambiental, custo e competitividade, eficiéncia energética, nas tecnologias de processos — tanto florestal
como industrial, e, em inovagdo. Essa abordagem, vindo de grandes nomes da industria e imprensa de

celulose, abre oportunidade para novas abordagens a fim de avancar pesquisas de inovacgdes da area.

3.3 ANANOCELULOSE BACTERIANA:

Estudos para alternativas sustentaveis, com diminuicdo de tempo e de custos, sdo, atualmente,
grande foco para producgdes em larga escala. A bioprospeccao de novas fontes produtoras de celulose é uma
das principais areas de novas pesquisas para desenvolvimento da matéria prima, diminuindo a geracdo de
residuos poluentes e fornecendo matéria prima com maior grau de pureza (Melchiors et al., 2018).

A utilizacdo da celulose bacteriana apresenta um potencial promissor em uma ampla gama de campos,
incluindo medicina, meio ambiente, alimentos e cosméticos (Quadro 1). Destaca-se especialmente em
setores que exigem elevados padrbes de pureza na matéria-prima, como é o caso de sua utilizacdo como
emulsificante, agente dispersante e agente gelificante nas industrias alimenticias, farmacéuticas e

cosméticas, conforme apontado por Donini (2010).

Quadro 1: Areas de aplicacédo da celulose bacteriana

Area Aplicagbes

Cosmético Estabilizador de emulsdes como cremes ténicos, condicionadores e polidores de
unhas.

Mascara de celulose bacteriana impregnada com vitamina C

Téxtil Roupas para esportes, tendas e equipamentos de camping.

Alimentos Celulose comestivel (“nata de coco”)

Filme para cobertura de alimentos, reduzindo a velocidade de amadurecimento e a
possibilidade de crescimento de micro-organismos contaminantes

Acdao como crioprotetor para preservacdo de micro-organismos probioticos em

alimentos
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Salde Engenharia de tecidos — regeneracdo de 0rgao e tecido a partir de recrutamento do
proprio paciente, em suporte polimérico de celulose, como regeneracao de pele em
feridas derivadas de perda tissular por queimaduras ou Ulceras

Constituicdo de proteses como implantes dentarios

Liberacdo controlada de antibio6ticos em sitio tissular

Laboratorios Imobilizacdo de proteinas e de células, constitui¢do de suporte para cromatografia,

meios para cultura de tecidos

Purificacdo de | Ultrafiltracdo de &gua para descontaminacgéo

esgotos

Tratamento de | Reciclagem de minerais e 6leos

lixo

Fonte: Adaptado de Coimbra (2016); Donini (2010); Amorim (2019)

A NCB é produzida por bactérias do vinagre, esses microrganismos sao promissores frente a inovacéo
e producdo de celulose convencional pois sdo capazes de produzir membranas com alto grau de pureza, em
pouco tempo comparado ao tempo de crescimento do Eucalyptus spp., sem geracdo de subprodutos
poluentes e podem ser isoladas e cultivadas a partir de residuos, como por exemplo, de frutas podres (Al-
Deresawi, 2018).

A NCB é um biopolimero biodegradavel e biocompativel, ndo tdxico e ndo alergénico, descrito por
Louis Pasteur como “produto extracelular, um tipo de pele imida, inchada, gelatinosa e escorregadia...”. A
NCB possui uma estrutura nanométrica com elevado indice de cristalinidade (60 — 90%), ou seja, altamente
ordenada, com elevado grau de polimerizacgdo, geralmente em torno de 2000 a 6000. As microfibras séo
ultrafinas com largura de 1 a 9 nm, formando uma estrutura reticulada densa estabilizada por vérias ligagdes
de hidrogénio (Lima et al., 2015). Além disso, sdo produzidas sem geracao de residuos quimicos poluentes,
pois ndo necessitam passar por processos de extracdo e purificacdo (Oliveira et al., 2022). A Figura 3 é

possivel observar um comparativo entre as estruturas da celulose bacteriana com a celulose vegetal.
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Figura 3: Estrutura de micrografia de celulose vegetal (A) e celulose bacteriana (B).
Fonte: DONINI, 2018.

Dentro da literatura, a NCB pode ser sintetizada pelos géneros Gluconacetobacter,
Komagataeibacter, Agrobacterium, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella, Acetobacter e Sarcina (Borro,
2021). Essas sdo bactérias em grande parte gram-negativas, possuem forma elipsoidal ou de bastonetes
retos, podem ser encontradas em pares, isoladas ou em cadeias com dimensdes variando de 0,5 — 1,0 um
por 2,0 — 10,0 um, sdo estritamente aerobicas, altamente tolerantes a condicdes cidas, crescendo em pH
menores que 5,0, mesdfilas, crescem em temperaturas moderadas e ndo séo patogénicas (Hommel, 2014).
A nanocelulose é obtida pelo processo de fermentacdo submersa estética, pela metabolizacdo de aglcares

como glicose, como ilustra a Figura 4 (Barros, 2021).
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Figura 4: Rota simplificada de biossintese da celulose bacteriana.
Fonte: BARROS, 2021. Adaptado.

Quando a glicose € utilizada como fonte de carbono, o metabolismo para producdo de NCB segue
quatro etapas cruciais: Na primeira etapa, a glicose é fosforilada pela enzima hexoquinase, resultando na
formacéo de glicose-6-fosfato (Glc-6-P). Em seguida, ocorre a isomerizagdo do Glc-6-P para glicose-1-
fosfato (Glc-1-P) através da acdo da fosfoglicomutase. A terceira etapa envolve a formacdo do uridina-
difosfato-glicose (UDPGlic ou UDPG) por meio da acdo da enzima UDPG-pirofosforilase (UGPase). Por
fim, na quarta etapa, a sintese da celulose é concretizada.

O UDPGIic, que é amplamente presente em muitos microrganismos, desempenha um papel
fundamental como precursor direto da celulose. Microrganismos produtores de celulose possuem cerca de
cem vezes mais UDPGIlic em comparagdo com microrganismos ndo produtores, evidenciando sua
importancia no processo de sintese da celulose (Barros, 2021).

O meio de cultura sintético mais comum para a producéo de celulose bacteriana é o HS (Hestrin e
Schramm), composto por glicose, peptona e extrato de levedura como fontes de carbono e nitrogénio e
outros nutrientes para o crescimento celular. A agua proveniente do processo de trituracdo do milho foi
identificada como uma fonte alternativa eficaz de nitrogénio para o meio de cultura, quando adicionada em

pequenas proporc¢des, foi capaz de promover a producdo de celulose bacteriana. Adicionalmente, foi
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observado que adi¢cdo de etanol ao meio de cultura pode contribuir para suprimir a mutacdo natural das
bactérias, auxiliando na producéo de celulose bacteriana (Generoso, 2021).

Apos sua formacdo, as cadeias de glicose séo liberadas por poros presentes na membrana plasmatica
e, em seguida, interagem umas com as outras por meio de ligacdes de hidrogénio. Essa interacao resulta na

formacéo de uma rede nanoestruturada de microfibrilas de celulose (Figura 5) (Barros, 2021).

Regiao '
amorfa Regiao
cristalina

Fibra de celulose

Figura 5: Estrutura da fibra de nanocelulose.
Fonte: Autora, 2023.

A producdo de NCB foi identificada primeiramente por Brown (1996), que observou que a bactéria
Gluconacetobacter € capaz de realizar a formacdo de uma camada gelatinosa durante o processo de
fermentacao do vinagre na presenca de glicose e oxigénio.

A NCB produzida pela bactéria desempenha diferentes funcdes, incluindo seu uso como mecanismo
de flotagdo, permitindo que a bactéria permaneca na interface entre o meio de cultura e o ar, facilitando a
obtengdo de oxigénio. Além disso, a membrana celuldsica atua como uma barreira de prote¢do contra
radiacdo ultravioleta, fornecendo uma camada de protecdo para a bactéria. A NCB também ajuda a prevenir
a desidratacdo do substrato, garantindo a manutencéo da umidade do meio de cultivo (Williams, 1989).

A producdo de NCB é uma vantagem evolutiva, descrita por Williams (1989), para a colonizacéo da
superficie da fruta. Além de conferir vantagens pela caracteristica higroscopica e protecdo contra os raios
UV, tem a capacidade de reduzir a oportunidade de organismos competirem com sucesso pelo mesmo
recurso limitado. A matriz de celulose cria um ambiente especifico que favorece o crescimento das bactérias
produtoras de celulose. O autor ainda provou que a NCB pode prevenir ou reduzir a colonizagdo de um
substrato natural, nesse caso fatias de maca, por bolores e outras bactérias. Isso significa que as bactérias
que produzem celulose tém uma vantagem na exploracdo dos recursos disponiveis, garantindo sua
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo.

Bactérias produtoras de nanocelulose podem ser isoladas de diversas fontes como frutas, vegetais,

flores, vinagre e bebidas fermentadas. Alguns géneros, como Gluconacetobacter e Komagataeibacter
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foram encontrados e isolados de frutas maduras, como por exemplo, liméo, abacaxi, laranja e maméao. Al-
Deresawi (2018), por exemplo, realizou a bioprospeccgéo e isolamento de bactérias produtoras de celulose
a partir de frutas em decomposicdo obtidas no Iraque e tem como destaque dos resultados em termos de
biomassa as bactérias Komagataeibacter xylinum isolada de lim&o, que apresentou a maior produtividade,
22,8 g de celulose a cada 200 ml de meio. Vieira (2013) apresenta a obtencdo de uma biomembrana de
celulose de forma simples, utilizando culturas estaticas e meios de cultivo naturais, como chéa verde e sucos
de frutas, como maméo, laranja e abacaxi, tornando o processo acessivel devido ao baixo custo desses
meios. Os resultados destacam a eficacia dos sucos de frutas, especialmente no caso do mamao com suco
de laranja, que alcangou uma produtividade de 13,71 g de celulose por dia por litro de meio de cultivo e
uma massa de 78 g em 15 dias. A adicdo de colageno aumentou a massa da biomembrana, e a substituicéo
de sacarose por suco de beterraba foi bem-sucedida. Segundo Ubina (2021) afirma que o cultivo estatico é
um método simples e comumente usados para a sintese de NBC, sendo a membrana produzida na interface

ar/liquido da solucgéo nutritiva.

4 METODOLOGIA:

4.1 COLETA DE FRUTAS:

Para o isolamento das bactérias foram selecionadas quatro frutas tropicais, pitaya (Hylocereus
megalanthus), laranja Bahia (Citrus sinensis sp), ciriguela (Spondias purpurea) e jabuticaba (Plinia

cauliflora) coletadas na cidade de Foz do Iguacu, localizada no Oeste do Parand - Brasil.

4.2 PREPARO DO EXTRATO DE FRUTAS:

Em um liquidificador 100 g da fruta madura foram colocados com 200 mL de agua de torneira e
misturados até se obter uma mistura homogénea, que foi entdo filtrada com auxilio de tecido de algodao
para retirar 0 excesso de fibras e residuos maiores (Al-Deresawi, 2018).

O extrato foi coletado em tubo Falcon estéril de 15 mL e armazenado em geladeira até a inoculacdo em

meio liquido.

23

Versdo Final Honol ogada
01/11/2023 12:15



3.3 MEIO DE CULTIVO:

O meio liquido Hestrin-Schramm (HS) modificado foi preparado com (% m/v) 2% glicose dextrose;
0,5% extrato de levedura; 0,5% peptona; 0,27% fosfato dibasico; 0,115% acido citrico (SCHRAMM, 1954
e STIMULATION, 1953), e entdo o pH foi ajustado para 4,5 com &cido citrico e foi adicionado 1 mL de

nistatina para evitar crescimento de fungos e leveduras. O meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C.

3.4 ISOLAMENTO BACTERIANO:

Em um Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 100 mL do meio HS e 15 mL do extrato de fruta.
O Erlenmeyer foi entdo fechado com um tampéo e a mistura foi mantida em incubadora estatica a 29°C por
14 dias.

Ap0s este periodo, com o auxilio de uma al¢a de inoculacédo, foram retiradas aliquotas dos meios de
cultivo liquidos que apresentaram granulos brancos na superficie, indicando a presenca de celulose. O
material retirado foi entdo inoculado em placas de meio HS sélido pelo método de estrias. Todas as placas
foram incubadas a uma temperatura de 30 °C por 72 horas, até que as col6nias pudessem ser observadas.
ApoOs este periodo, foram realizados repiques sucessivos das colbnias bacterianas em placas com meio
solido.
Em seguida, as placas contendo repique dos isolados bacterianos puros foram incubadas a 30 °C por 72

horas, e mantido em geladeira até 0 momento de uso.

3.5 CULTIVO E PRESERVACAO:

Em Erlenmeyer s de 250 mL previamente autoclavados, foram adicionados 75 mL de meio de
cultura HS com pH 6. Em duplicata, 5 colénias puras foram inoculadas em cada Erlenmeyer e entéo

incubadas a 29°C por 14 dias. Esse procedimento foi realizado em duplicata com o isolado de cada fruta.
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3.6 COLORACAO DE GRAM:

Foram pipetados 10 uL do meio inoculado em uma lamina e espalhado uniformemente no centro
com auxilio de uma al¢a de inoculacdo, o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar. Depois
de secar naturalmente, em uma bancada previamente limpa, foi realizado o procedimento de coloracéo. Foi
adicionado 3 gotas de cristal violeta no esfregaco bacteriano e aguardado 1 minuto para a coloragdo. Apds
este periodo, foi realizada a lavagem da ldamina com agua destilada corrente e foram adicionadas 3 gotas do
reagente lugol e aguardado o tempo de 1 minuto para a reacdo. As laminas foram entdo lavadas com agua
destilada e depois descorado duas vezes, rapidamente, com alcool 70% com a lamina na vertical e entéo,
novamente, lavado com &gua destilada. Em seguida, foi adicionado o complexo de corante de fucsina e
apo6s 1 min o excesso do reagente foi retirado o excesso com agua destilada e aguardado a secagem na

capela de fluxo laminar para a observacéo.

3.7. MEIO DE RUGAI COM LISINA:

Foram separados 12 tubos contendo meio de rugai com lisina adquiridos do laboratério NewPro.
Com os tubos previamente rotulados, em uma capela de fluxo laminar, foram inoculados com uma agulha
bacteriol6gica uma coldnia de cada meio, inoculado através de picada até o final do tubo, e, entdo, aplicada
a técnica de estriamento ao final do meio. Na tampa foi adicionado um pedaco de algodéo estéril com 3
gotas do reagente Reativo de Kovacs e entdo tampado, deixando a tampa frouxa para passagem de ar. O
procedimento foi realizado em duplicata para cada indculo. Os tubos foram incubados por 24 horas a 35°C
para a realizacao da leitura dos resultados.

3.8. ENSAIO DE CATALASE:

Na capela de fluxo laminar, com o auxilio de uma alca de inoculacg&o, foi coletada uma colénia
bacteriana a qual foi espalhada dentro do limite de circulos desenhados em uma laminula de vidro. Entéo,

com uma pipeta pasteur, em cada circulo, foi adicionado trés gotas de perdxido de hidrogénio 3%. A
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formacéo de bolhas de oxigénio indica teste positivo para catalase. O procedimento foi repetido para cada

bactéria isolada das frutas.

3.9. PURIFICACAO DA NANOCELULOSE:

Para a purificagdo da nanocelulose bacteriana o0 meio de cultivo foi transferido para tubos Falcon de
15 mL e centrifugado por 3 minutos a 3000 rpm. Ao fim da centrifugacdo o sobrenadante foi vertido e
posteriormente descartado. Ao material solido remanescente nos tubos Falcon foi entéo foi adicionado 8mL
de uma solucéo de NaOH 0,1 M, agitado e entdo colocado a 90°C por 20 minutos para remover as impurezas
bacterianas e possiveis contaminantes. Apds este periodo, a solugdo contendo a nanocelulose foi
centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm e o sobrenadante descartado.

A massa de nanocelulose obtida passou por ciclos de lavagem e centrifugacdo com agua destilada,
sendo repetidas até que se atingisse um pH neutro, mantendo as condi¢Ges de tempo e consistentes ao longo
do processo.

Apos a purificacdo a nanocelulose foi congelada a -80°C por 24 horas e liofilizada no equipamento
SL-4049 (Solab).

3.10. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV):

As amostras foram colocadas em uma fita adesiva dupla face de carbono fixada em um suporte
(stub) e metalizada com ouro-paladdio por 1 minuto e meio até chegar numa espessura de 6-9 nm
aproximadamente, utilizando-se o sputter SC7620 Quorum Mini Sputter Coater/Glow Discharge System.
Posteriormente, as amostras foram submetidas & observagdo microscépica utilizando o escopo de varredura
Zeiss EVO-MAL0, operando com uma tensdo de 10 kV. Durante a anélise, foram feitas observaces em

diferentes niveis de zoom para uma visualizacdo detalhada das amostras.

3.11 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX):
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Os difratogramas de raios X foram obtidos utilizando-se um difratdbmetro EMPYREAN com
radiagdo CuKa, entre os angulos 26 5° a 80°, tempo de contagem de 96,390 segundos ¢ passo de 0,0262606

para ambas as amostras de celulose extraida do isolado de Laranja Bahia e Pitaya.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO:

4.1. ISOLAMENTO DAS CEPAS BACTERIANAS DO SUCO DE FRUTA:

Apbs 14 dias do suco de frutas inoculado no meio de cultura HS, frascos contendo granulos brancos
suspensos no fundo da vidraria e na superficie do meio foram selecionados para realizar o estriamento e

formacéo de colonias, pois indicaram formagéo de celulose (Figura 6).

Figura 6: Granulos brancos na superficie do meio.

Fonte: Autora, 2023.

Os inoculos selecionados para a técnica de estriamento foram pitaya (Hylocereus megalanthus),
laranja Bahia (Citrus sinensis) e jabuticaba (Plinia cauliflora). O frasco contendo o suco de seriguela
(Spondias purpurea) inoculado ndo foi selecionado para a técnica pois houve contaminacdo de fungos

esporulados. E importante ressaltar que esta contaminacdo persistiu, mesmo quando foi utilizada a
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quantidade recomendada do reagente antifingico nistatina, conforme especificado pelo fabricante, foi
incluida no meio de cultivo.

O método escolhido para observacdo dos microrganismos presentes no meio de cultura é o
estriamento por esgotamento, onde pode-se observar a morfologia das coldnias das bactérias presentes no
indculo em 48 horas dentro dos parametros de temperatura e incubacdo estatica (Ubina et al., 2021).

A identificacdo do género bacteriano encontrado é de suma importancia para melhorar as condicdes
de cultivo, resultando em uma maior producéo de biomassa de celulose bacteriana no menor tempo possivel.
As varidveis criticas, como temperatura, pH e fonte de carbono no meio de cultura, podem variar
significativamente, influenciando diretamente na eficiéncia do processo (Urbina et al., 2021).

O tempo de incubacdo varia entre 7 e 14 dias (Al-Deresawi, 2018). Ap6s esse periodo, ocorre 0
acumulo de metabolitos secundarios, causado por uma concentracao suficientemente baixa de nutrientes ao
longo do gradiente de nutrientes estabelecido em todo o biofilme (Winston, Garcin, 2002). Apos esse
intervalo, alguns desses metabdlitos, como os acidos glicolico e férmico, descritos como inibidores de
fermentacao, podem exercer um efeito inibitorio na producéo de nanocelulose (Urbina et al., 2021).

Ap0s 48 horas, as placas de petri foram retiradas da incubadora e observou-se as coldnias formadas.
Foram selecionadas 3 coldnias de cada fruta com as caracteristicas morfoldgicas da tabela 1 para realizar o

isolamento bacteriano.

Caracteristicas Observacao

Cor/Aspecto Cremoso

Forma Circular

Elevacéo Convexo
Superficie Suave
Margem Inteiro
Textura Suave
Forma da célula Haste
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Diametro da colbnia 4mm

Tabela 1: Caracteristicas microscopicas do isolado bacteriano.
Fonte: Singh, 2017.

Apdbs uma série de 3 repiques consecutivos, com objetivo de isolamento das coldnias com padrao
similar de morfologia descrito por Singh (2017), foi possivel isolar trés cepas bacterianas de cada meio de
cultura. As cepas isoladas foram inoculadas em meio HS e foram selecionadas os in6culos com producéo
de celulose entdo plaqueado uma cepa bacteriana isolada em duplicata para realizagéo de testes bioquimicos
(coloracdo de gram, teste de catalase e rugai com lisina) para identificacdo a nivel de género bacteriano,
conforme descrito no Manual de Bergey (2002).

Os resultados dos isolados obtidos e as col6nias bacterianas formadas e estriadas a partir do

inoculo ja isolado pode ser observado na Figura 6:

A

Figura 6: placas de Petri contendo col6nias bacterianas isoladas e puras a partir de suco de (A) Pitaya, (B) Laranja Bahiae ( C)
Jabuticaba.

4.2. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS:
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4.2.1. Coloracgéo de gram:

A coloracéo de gram é uma técnica utilizada para diferenciar as espécies bacterianas em dois grandes
grupos, Gram-positivas e Gram-negativas, com base nas propriedades quimicas e fisicas de suas paredes
celulares. Foi originalmente desenvolvido por Hans Christian Gram em 1882 para discriminar entre
pneumococos e bactérias Klebsiella pneumoniae no tecido pulmonar (Santos et al., 2016).

Na coloracdo de Gram, a coloracdo primaria, realizada com o corante cristal violeta, é usada para
tornar todas as bactérias uniformemente violetas. Em seguida, o reagente fixador lugol forma um complexo
insoltvel corante-iodo no citoplasma. O descolorante, como o alcool, remove o corante de algumas
bactérias, enquanto outras a retém. Finalmente, uma contracoloragcdo, o como carbol fucsina é usada para
colorir as bactérias descoloridas, permitindo a diferenciagdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (Bhumbla, 2018).

As bactérias Gram-positivas adquirem uma cor violeta ou roxa. Isso ocorre porque as bactérias gram
positivas possuem uma parede celular mais espessa, composta principalmente de peptidoglicano e acido
teidico (Figura 7), que ndo é removido facilmente com o &lcool e retém o corante cristal violeta durante o
processo de coloracao (Santos, et al., 2016).

Estrutura de
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Figura 7: Estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas

Fonte: Biorender modificado, 2023.

As bactérias Gram-negativas, por outro lado, apresentam uma coloracdo vermelha ou rosa distintiva
apos o procedimento de coloracdo de Gram. Isso deve ter caracteristicas Unicas de sua parede celular, que
sdo mais finas em comparagdo com as bactérias Gram-positivas. Essa parede celular possui uma alta
concentracdo de lipidios em sua membrana mais externa (Figura 8), que € facilmente dissolvida pelo &lcool
durante a etapa de coloracdo. Esse processo resulta na formacédo de poros significativos na parede celular,
compostos principalmente por &cidos graxos. Além disso, as bactérias Gram-negativas apresentam uma
camada externa composta de lipopolissacarideos e proteinas, tornando-as suscetiveis a lavagem do corante
durante o procedimento e, consequentemente, sensiveis ao corante de contraste (Souza, 2011).

Estrutura da parede celular de bactérias Estrutura do lipopolissacarideo
Gram negativas T

Oligossacarideos

Polissacarideo
central

Lipidio A

Lipidio A Porina Proteina de
superficie

Outra membrana

Peptidoglicano

Periplasma
POSOSONOSS0S00S0S00R0AR000000000000000800000000000000( 7

Membrana
interna

(1Ll DLttt Il Ayl ll il iyl rlllll i

Citosol

Figura 8: Estrutura da parede celular de bactérias Gram negativas

Fonte: Biorender modificado, 2023.

A Figura 9 apresenta os resultados da coloracdo de Gram das bactérias isoladas a partir de amostras
de suco de fruta. Em A, podemos identificar as bactérias Gram-positivas, coradas em roxo, que foram
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isoladas do suco de pitaya. Em B, as bactérias Gram-negativas, originarias do suco de laranja Bahia, sdo
claramente visualizadas devido a sua coloracdo em vermelho. Por fim, na uGltima secdo da Figura,
observamos as bactérias Gram-positivas obtidas do suco de jabuticaba ( C) inoculado.

A celulose bacteriana pode ser sintetizada por diversas espécies de bactérias Gram-negativas
pertencentes aos géneros Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter, Alcaligenes, Enterobacter,
Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella e Sarcina. Esse biopolissacarideo é predominantemente sintetizado
por espécies Gram-negativas, mas também pode ser produzido por gram-positivas, como algumas espécies
do género Gluconoacetobacter, como, por exemplo, Gluconoacetobacter hansenii (Lee, 2014).

Figura 9: Resultado da coloracédo de gram dos isolados. Resultado da (A) Pitaya (gram positiva), (B) Laranja Bahia (gram

negativa) e ( C) Jabuticaba (gram positiva).

4.2.2. Teste catalase:

O teste bioguimico enzimatico de catalase é usado para determinar a presenca da enzima catalase
em bactérias. A catalase é uma enzima que desempenha um papel importante na protecéo das células contra
danos oxidativos, pois ajuda a decompor o peréxido de hidrogénio H>O>, uma espécie reativa de oxigénio

que pode ser toxica para as células quando presente em concentracdes elevadas.
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A alta reatividade do H20 pode resultar na oxidagéo prejudicial de biomoléculas essenciais, como
proteinas, lipidios e DNA, levando a disfuncéo celular e até a morte. Além disso, danifica enzimas criticas
para 0 metabolismo bacteriano, prejudicando os processos celulares, desestabiliza o equilibrio redox nas
células e gera espécies reativas de oxigénio (ROS), contribuindo ainda mais para o dano oxidativo e lesbes
celulares. Esse composto quimico representa uma ameaca consideravel para as células bacterianas e destaca
a importancia do controle rigoroso de sua concentracdo para manter a homeostase e a integridade celular
(Wu, 2020).

A reacdo que a enzima desempenha é a reducdo do perdxido de hidrogénio em &gua (H20) e
oxigénio (O.), substancias ndo reativas. Quando a bactéria é catalase-positiva, entra em contato com o
H220, 3%, é possivel observar a formagéo de bolhas de oxigénio efervescentes, isto por que a catalase
presente na bactéria inicia a reacdo de degradacao do perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio, conforme
a enzima catalase age, a concentracdo de peroxido de hidrogénio na solucdo diminui, tornando-a menos
toxica para as bactérias (Camussi, 2021).

Os testes de catalase revelaram que as bactérias presentes nas Pitaya, Laranja Bahia e Jabuticaba
sdo catalase-positivas. Isso ficou evidente quando os isolados dessas trés frutas entraram em contato com
peréxido de hidrogénio, resultando na efervescéncia e na liberacdo de gas oxigénio, como mostra a Figura
10. Esse fendmeno confirma o processo de reducdo do H202 em H20 e Oz, demonstrando a presenca da

enzima catalase nas bactérias isoladas nessas frutas.
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Figura 10: Resultado do catalase dos isolados. (A) Pitaya (positiva), (B) Laranja Bahia (positiva) e ( C) Jabuticaba (positiva).

4.2.3. Teste rugai com lisina:

O teste de rugai com lisina utiliza meios de cultura especificos para realizacdo de ensaios
bioguimicos para diferenciacdo de género das bactérias gram negativas (Oliver, 2004). Dentre os testes
bioquimicos presente no meio de cultura incluem a ocorréncia de indol (IND), desaminagdo de aminoacido
L-triptofano (LTD), fermentacdo de sacarose (SAC), producéo de sulfeto de hidrogénio (H2S), producao
de gas (GAS), hidrdlise de uréia (URE), fermentacdo da glicose (GLI), descarboxilacdo da lisina (LIS) e
motilidade (MOT) (Laborclin, 2022).

O teste de rugai com lisina, além de realizar provas bioquimicas de bactérias gram negativas, ainda
investiga a nivel de género a familia Enterobacteriaceae. que conta com mais de 27 géneros, 102 espécies
e 8 grupos indefinidos (Laborclin, 2022). Essas sdo bacilos com colora¢do gram-negativa, ndo formam
esporos e podem exibir motilidade variavel. Sdo tipicamente oxidase-negativas e prosperam em diversos
tipos de meios, incluindo meios basicos, meios ricos e meios seletivos. Possuem uma natureza de anaerébios
facultativos, o que significa que podem crescer tanto em ambientes com oxigénio (aerdbios) quanto em
ambientes sem oxigénio (anaerdbios) (Rodrigues, 2017). Demonstram a capacidade de fermentar a glicose,
podendo ou ndo produzir gas durante esse processo. Além disso, sdo positivos para a enzima catalase e tém
capacidade de reduzir nitrato a nitrito (Laborclin, 2022).

Dentre as 102 espécies, a literatura descreve Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca como
produtoras de celulose em meio de cultura especifico (Rodrigues, 2017; Zogaj et al., 2003; Urbina et al.,
2021).

Essas bactérias sdo comumente encontradas no sistema gastrointestinal e tém capacidades e
caracteristicas diferentes na produgdo do biofilme. As principais substancias que compdem a matriz
extracelular da E. coli e Salmonella typhimurium sdo a fimbria curli (estruturas bacterianas filamentares
envolvidas na adesdo e agregacao de bactérias) e a celulose. Além de promover a adeséo, as curli também
sdo criticas para a estabilidade de biofilmes, pois formam uma matriz tridimensional que mantém as
bactérias unidas (Zogaj et al., 2003).

As fimbrias tipo 3 e a composicdo dos polissacaridos capsulares sdo as principais estruturas

superficiais envolvidas no processo de producdo de biofilmes. As fimbrias sdo responsaveis pela adesao
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estavel das células, enquanto a composicdo dos polissacaridos capsulares influencia a comunicagédo entre
as células e a arquitetura do biofilme. Biofilmes formados por Klebsiella fornecem uma protecéo parcial
contra as defesas do sistema imunoldgico, pois a matriz do biofilme bloqueia o acesso de anticorpos e
peptideos antibacterianos, proporcionando a eficiéncia do complemento e da fagocitose. 1sso destaca a
importancia das estruturas extracelulares na formacao e na defesa dos biofilmes (Piperaki, 2017).

Os testes bioquimicos foram realizados em todas as amostras (Figura 11) com o objetivo de coletar
informagdes bioquimicas que auxiliassem na identificacdo dos géneros bacterianos potenciais na literatura,

seguindo o Manual de Bergey (2002) para identificacdo bacteriana.

Figura 11: Resultado teste de rugai e lugol de (A) Pitaya, (B) Laranja Bahia e ( C) Jabuticaba.
No entanto, é importante observar que apenas a amostra de laranja Bahia, devido a sua caracteristica

gram-negativa, pode estar associada a familia Enterobacteriaceae. Os resultados dos testes bioquimicos
prolongados sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultado dos testes bioquimicos Gram, Catalase e Rugai com Lisina.

Amostra Gram Catalase Indol LTD Sacarose Glicose Gas Uréia H2S Lisina Motilidade
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Pitaya +

Laranja Bahia -

Jabuticaba +

Fonte: Autora, 2023.

Dentro do software disponibilizado pela NewProv, foram inseridos os resultados do teste de Rugai

com lisina, conforme apresentado na Tabela 2, com o objetivo de determinar a taxa de semelhanca entre o

bacteriano isolado da laranja Bahia e enterobactérias. Os resultados obtidos pelo software apontaram uma

semelhanca bioguimica significativa, atingindo a marca de 61,78% com a espécie Klebsiella pneumoniae

(Figura 12). Esse resultado sugere uma semelhanca entre o isolado proveniente da laranja Bahia e a K.

pneumoniae. Essa informacéo pode ser crucial para a identificacdo precisa do organismo em estudo e pode

ter implicagdes importantes na melhora das caracteristicas de cultivo e fonte de carbono.

=]

File Help

Best scored taxas

Score
61,78%
21,01%
8,21%
3,32%
1,87%

1,84%

Taxa

Klebsiella pneumoniae
Yersinia pseudotuberculosis
Yersinia enterocoliticia
Hafnia alvei
Enterobacter gergoviae

Serratia rubidaea

Recomended undone tests

Se... Test
0 Ornitina
0 Lactose
0 Citrato
0 Ramnose
0 DNase
0 Rafinose

View summary

Figura 12: Anélise de Semelhanga entre Isolado de Laranja Bahia e Enterobactérias: Resultados do Software.

Versdo Final Honol ogada
01/11/2023 12:15

Test name

Triptofano desaminase
H25

Indol

Gas (glicose)
Lisina
Ornitina
Motilidade
Lactose
Citrato
Ramnose
DNase
Rafinose
Sorbitol
Arabinose
Recomendation method: Adonitol

(O alvs. al @) Bestvs. Al

Fonte: NewProv, 2023.

Clear results

sl © -1 @

0 OO

00000000O

36



Os testes bioguimicos, embora sejam uma ferramenta eficaz na identificacdo bacteriana, muitas
vezes ndo conseguem distinguir entre diferentes géneros bacterianos ou podem gerar resultados ambiguos.
Os testes bioquimicos sdo baseados em respostas de diferentes microrganismos a determinados substratos
ou condicBes de cultivo. No entanto, esses testes nem sempre sdo conclusivos, especialmente quando se
trata de bactérias menos comuns ou espécies que apresentam caracteristicas semelhantes em termos de
crescimento e metabolismo. Por isso, a investigacdo genotipica torna-se uma etapa crucial no processo de
identificacdo. Essa andlise permite examinar sequéncias especificas de DNA, identificar marcadores
genéticos diferentes e compara-los com bancos de dados gendmicos para determinar a camada de isolados
com outras espécies bacterianas. Essa abordagem pode fornecer resultados mais definitivos, permitindo a

identificacdo precisa da bactéria em questéo.

4.3 CARACTERIZACAO DA NANOCELULOSE:

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV):

A morfologia da NCB produzida foi avaliada com microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Durante esta analise, foi possivel notar uma estrutura notavelmente organizada e intrigante da nanocelulose
produzida através do isolado de pitaya. Na Figura 13 podemos observar a estrutura que se destacou por sua
notavel regularidade e organizacdo. Além disso, a estrutura do NCB revelou um tamanho na ordem de 665
nm, um indicativo de propriedades Unicas e promissorias. Sua organizagéo estrutural e tamanho na escala
nanométrica tornam um recurso valioso para o desenvolvimento de tecnologias inovadoras e sustentaveis,
com grande potencial de aplicagdo em diversos campos, desde a nanotecnologia até a farmacéutica (Donini
etal., 2010).
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Figura 13: Avaliagdo da nanocelulose produzida pelo isolado de pitaya no MEV.

Também foi realizada a avaliagdo do material produzido a partir do isolado de laranja Bahia. Durante
a analise, foi possivel constatar a presenca de uma estrutura de menor tamanho, chegando a
aproximadamente 588 nm. Mostrando semelhanca ao tamanho da estrutura do material obtido a partir do
isolado da pitaya.

Em contrapartida, a estrutura avaliada de laranja Bahia é altamente desordenada, ainda com o
processo de liofilizagdo nos mesmos pardmetros da amostra de pitaya, demonstrou particulas suspensas de

celulose com espessuras nanomeétricas.

s i 4 R = y X
1um Detector= SE1 EHT=10.00kV [Probe= 50pA Date :9 Oct 2023 10 um Detector= SE1 EHT=10.00kV |Probe= 50pA Date :9 Oct 2023
[ Spot Size=351  WD= 8.0mm Aperture Size=30.00pym  Time 14:43:36 una Spot Size=351  WD= 7.5mm Aperture Size=30.00pym  Time :14:49:25 UNLA
Mag= 10.00 KX Fill= 2460 A Beam Curent= 30.0 yA Mag= 1.00KX Fiff= 2460 A Beam Current= 30.0 pA

Figura 14: Avaliacdo da nanocelulose produzida pelo isolado de Laranja Bahia no MEV.
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Um ponto de destaque nesse processo de analise é que, apesar das minuciosas investigacdes com o
MEV, néo foi possivel visualizar nenhuma cepa bacteriana presente na amostra. Esse resultado ressalta a
eficacia das etapas de purificacdo na producdo da nanocelulose. A auséncia de contaminacdo bacteriana
demonstra a alta qualidade e pureza do produto, tornando-o adequado para uma ampla gama de aplicacdes.
Contudo, vale ressaltar que maiores estudos sdo necessarios para confirmar a obtencdo de materiais

nanoestruturados de celulose.

4.3.2 Difracdo de Raio-X (DRX):

Na Figura 15 pode ser observado o resultado obtido pela difragdo de raios X (DRX) com picos
correspondentes ao material presente na amostra. Geralmente, a celulose é constituida por uma combinacéo
de fases Io ¢ IP, e a proporg¢ao entre essas fases varia conforme a espécie de origem. Entretanto, € importante
destacar que a estrutura lo prevalece na celulose gerada por algas e bactérias (Duarte, 2012). De acordo
com Lima, (2015) trés picos sdo caracteristicos da celulose I a angulos de difracdo 20 de 14° a 23°. Na
Figura, em A, pode ser observado picos a 19,0°, 22,6° e 30,7°, j4 em B pode-se observar picos a 15,6°, 22,8°
e 31,1°, caracteristicos da celulose.

Ou seja, o difratograma tipico de celulose I, apresenta picos na regido amorfa (18° <20 < 19°) e
pico maximo na regido cristalina (22° <26 < 23°) (Bilcati, 2022). Esses picos sdo indicativos da presenca
da forma cristalina da celulose. A posic¢do e a intensidade desses picos caracteristicos fornecem dados para
a caracterizacao e comparacdo das diferentes amostras de celulose, bem como a organizacédo das unidades
de glicose nas fibrilas celulésicas. Os ruidos presentes nos graficos correspondem a caracteristica amorfa,
isto porque a celulose produzida pelas bactérias ndo corresponde ao formato de membrana, e sim de celulose

suspensa compactada.

39

Versdo Final Honol ogada
01/11/2023 12:15



Intensidade (u.a.)
F-
8
1

A

Nanocelulose bacteriana: isclado de Pitaya

Intensidade (u.a.)

700 4

600

500 4

400 4

300 4

200 4

B

Nanocelulose bacteriana: isolado de Laranja Bahia

",
200+ .
'Mwlﬁ . 100 4

i
LU R T

T T T T T T T T T 1 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0 10 20 30 40 50 60 70 810 90 ..
Angulo (20)

Angulo (26)

Figura 15: Difracéo de Raios X das amostras de nanocelulose bacteriana. O material da laranja Bahia parece mais cristalino, 0s

picos estdo mais definidos

6 CONSIDERACOES FINAIS:

Dentre os meios inoculados, apenas pitaya e laranja Bahia tiveram uma producéo significativa de
nanocelulose bacteriana no intervalo de 7 a 14 dias de cultivo. A NCB isolado da pitaya demonstrou alta
organizacdo com estrutura de dimensdes nanométricas. J& a celulose produzida pelo isolado de laranja
Bahia, apesar de também ter estruturas nanométricas foram avaliadas como particulas grandes de celulose,
desordenadas e suspensas. As duas estruturas sao promissoras para diferentes aplicac@es industriais frente
a composicdo de alta pureza de celulose tipo | demonstrado pelos resultados obtidos no DRX, em curto
periodo e com estruturas nanomeétricas.

Os isolados ndo produziram biofilme de nanocelulose, mas obteve celulose suspensa, forma
promissora de aplicagdo como materia-prima em areas como cosmética e farmacéutica. Para a auséncia de
formacao de pelicula, a falta de incubadoras com luz e, consequentemente, a auséncia de estimulo a radiagéo
ultravioleta, pode ter sido a raz&o pela qual o biofilme ndo se formou na superficie do meio de cultura.

Para uma identificacdo mais embasada dos géneros bacterianos dos isolados, torna-se necesséria a
utilizacdo de técnicas de avaliacdo genotipica, complementando os resultados dos testes bioquimicos. Além

disso, mais estudos com a NCB sdo necessarios para o aprimoramento das técnicas para a formacédo de
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celulose, como repetir o cultivo com variagdes de fonte de carbono, condi¢fes de luminosidade e pH para
a aprimoracdo da produtividade. E técnicas de caracterizacdo da cristalinidade e da composicdo da NCB
realizando anélises como termogravimétrica (TG) e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR).

Esses estudos podem ajudar a identificar novos isolados bacterianos que produzem NCB de alta
qualidade e a otimizar as condi¢des de cultivo para aumentar a produtividade das bactérias advindas da
bioprospeccdo das frutas. Além disso, os estudos com a nanocelulose podem contribuir para o
desenvolvimento de novas técnicas para a producao de celulose a partir de fontes renovaveis, como residuos
agricolas e florestais. Isso ndo apenas promove a sustentabilidade, mas também reduz a dependéncia de

fontes de celulose que geram altos niveis de residuos poluentes e materiais derivados do petroleo.
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