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RESUMO

O carbonato de calcio € um composto quimico de férmula CaCO3;, amplamente utilizado
em diversas industrias devido as suas propriedades e versatilidade. O carbonato de calcio
pode ser obtido por extracdo de depdsitos naturais ou também por processos de
carbonatagdo. Outra forma interessante de obter carbonato de calcio é através da
bioprecipitacado. Diferentes formas de vida conseguem induzir a formacao de minerais,
secretando substancias que atuam como catalisadores ou nucleadores para sua formacao.
As bactérias endoliticas s&o microrganismos que possuem a capacidade de viver e
proliferar no interior de rochas e minerais, onde podem decompor e extrair nutrientes da
matriz mineral. Essas caracteristicas lhes conferem um grande potencial para precipitar
diversos minerais, como o carbonato de calcio. O uso de amostras e bactérias da Antartica
€ especialmente importante devido as condigdes extremas do ambiente, que podem revelar
organismos unicos com capacidades biotecnolégicas excepcionais. Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade das bactérias isoladas de trés diferentes
amostras de rocha, coletadas em diferentes locais na Antartica: 1) Pedras coletadas em
Fumarole Bay (FB), llha Deception; 2) Pedras coletadas em Ulmann Point (UP); 3) Pedras
coletadas no Refugio, ambas na llha Rei George; para precipitar carbonato de calcio, bem
como avaliar os cristais produzidos, visando sua aplicagdo na area de cosmeticos. Para
isso, foram realizados ensaios de triagem qualitativa para selecionar potenciais bactérias
indutoras da precipitagdo de carbonato de calcio, utilizando meios de cultivo contendo
indicadores de pH: 1) Meio padréao B4; 2) Meio acido B4 tamponado a pH 7; 3) Meio alcalino
B4 tamponado a pH 8,2. No total, foram isoladas 48 bactérias, das quais 45 apresentaram
formacéo de cristais. Para determinar a capacidade de bioprecipitacdo do carbonato de
calcio, foi visualizada a formacao de cristais na superficie das colénias com a ajuda do
estereomicroscoépio. Além disso, para confirmar a presenca de carbonato nos cristais
formados pelas 45 bactérias, foi realizado um teste com acido cloridrico (HCI). Este teste
consistiu em adicionar algumas gotas de HCI sobre os cristais, 0 que resultou em
efervescéncia ou borbulhamento devido a liberacdo de CO,, confirmando assim a presenca
de carbonato. As 45 amostras testadas presentaram efervescéncia nos locais onde
estavam localizados os cristais. Adicionalmente, foi realizado um teste para confirmar a
presenga de calcio nos cristais formados. Para isso, foi utilizado o microscopio eletrénico
de varredura (MEV), acoplado a um detector de espectroscopia de dispersdo de energia
(EDS). Este teste foi conduzido em 13 das amostras de cristais precipitadas por diferentes
bactérias, confirmando a presenga de calcio nas regides onde os cristais se formaram.
Quanto a identificagdo das bactérias, o sistema MALDI Biotyper Sirius One e o Sistema
VITEK® 2 COMPACT foram utilizados para identificar um total de 17 bactérias, confirmando
que varias das 45 bactérias isoladas correspondiam a mesma espécie. Esse conjunto de
analises e identificagdo permitiu caracterizar de maneira confiavel a capacidade dessas
bactérias de bioprecipitar carbonato de calcio, com resultados promissores para sua
possivel aplicacdo na industria cosmética.

Palavras-chave: Bioprospecgcao; bioprecipitacdo; carbonato de calcio; bactérias
endoliticas; cosmética.
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RESUMEN

El carbonato de calcio es un compuesto quimico con la formula CaCO3;, ampliamente
utilizado en diversas industrias debido a sus propiedades y versatilidad. El carbonato de
calcio puede obtenerse mediante la extraccion de depdsitos naturales o también por
procesos de carbonataciéon. Otra forma interesante de obtener carbonato de calcio es a
través de la bioprecipitacion. Diferentes formas de vida pueden inducir la formacion de
minerales al secretar sustancias que actuan como catalizadores o nucleadores para su
formacion. Las bacterias endoliticas son microorganismos que tienen la capacidad de vivir
y proliferar en el interior de rocas y minerales, donde pueden descomponer y extraer
nutrientes de la matriz mineral. Estas caracteristicas les confieren un gran potencial para
precipitar diversos minerales, como el carbonato de calcio. El uso de muestras y bacterias
de la Antartida es especialmente importante debido a las condiciones extremas del
ambiente, que pueden revelar organismos unicos con capacidades biotecnoldgicas
excepcionales. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de las
bacterias aisladas de tres diferentes muestras de roca, recolectadas en distintos lugares de
la Antartida: 1) Piedras recolectadas en Fumarole Bay (FB), Isla Deception; 2) Piedras
recolectadas en Ulmann Point (UP); 3) Piedras recolectadas en el Refugio, ambas en la Isla
Rey George; para precipitar carbonato de calcio, asi como evaluar los cristales producidos,
con miras a su aplicacion en el area de cosméticos. Para ello, se realizaron ensayos de
cribado cualitativo para seleccionar bacterias potenciales que inducen la precipitacion de
carbonato de calcio, utilizando medios de cultivo con indicadores de pH: 1) Medio estandar
B4; 2) Medio acido B4 tamponado a pH 7; 3) Medio alcalino B4 tamponado a pH 8,2. En
total, se aislaron 48 bacterias, de las cuales 45 presentaron formacion de cristales. Para
determinar la capacidad de bioprecipitacion del carbonato de calcio, se visualizé la
formacion de cristales en la superficie de las colonias con la ayuda del estereomicroscopio.
Ademas, para confirmar la presencia de carbonato en los cristales formados por las 45
bacterias, se realizd una prueba con acido clorhidrico (HCI). Esta prueba consistié en afadir
unas gotas de HCI sobre los cristales, lo que resulté en efervescencia o burbujeo debido a
la liberacién de CO,, confirmando asi la presencia de carbonato. Las 45 muestras probadas
presentaron efervescencia en los lugares donde estaban ubicados los cristales.
Adicionalmente, se realizé una prueba para confirmar la presencia de calcio en los cristales
formados. Para ello, se utilizé6 un microscopio electrénico de barrido (MEV), acoplado a un
detector de espectroscopia de dispersion de energia (EDS). Esta prueba se realizdé en 13
de las muestras de cristales precipitadas por diferentes bacterias, confirmando la presencia
de calcio en las regiones donde se formaron los cristales. En cuanto a la identificacion de
las bacterias, se utilizaron los sistemas MALDI Biotyper Sirius One y el Sistema VITEK® 2
COMPACT para identificar un total de 17 bacterias, confirmando que varias de las 45
bacterias aisladas correspondian a la misma especie. Este conjunto de analisis e
identificacion permitié caracterizar de manera confiable la capacidad de estas bacterias
para bioprecipitar carbonato de calcio, con resultados prometedores para su posible
aplicacion en la industria cosmética.

Palabras clave: Bioprospeccion; bioprecipitacion; carbonato de calcio; bacterias
endoliticas; productos cosméticos.
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ABSTRACT

Calcium carbonate is a chemical compound with the formula CaCOs;, widely used in various
industries due to its properties and versatility. Calcium carbonate can be obtained by
extracting natural deposits or through carbonation processes. Another interesting way to
obtain calcium carbonate is through bioprecipitation. Different life forms can induce the
formation of minerals by secreting substances that act as catalysts or nucleators for their
formation. Endolithic bacteria are microorganisms that have the ability to live and proliferate
inside rocks and minerals, where they can decompose and extract nutrients from the mineral
matrix. These characteristics give them great potential to precipitate various minerals, such
as calcium carbonate. The use of Antarctic samples and bacteria is especially important due
to the extreme environmental conditions, which can reveal unique organisms with
exceptional biotechnological capacities. In this context, the objective of this work was to
evaluate the ability of bacteria isolated from three different rock samples, collected from
various locations in Antarctica: 1) Rocks collected from Fumarole Bay (FB), Deception
Island; 2) Rocks collected from Ulmann Point (UP); 3) Rocks collected from the Refuge,
both on King George Island, to precipitate calcium carbonate, as well as to evaluate the
crystals produced, with a view to their application in the cosmetics industry. For this,
qualitative screening assays were performed to select potential bacteria capable of inducing
calcium carbonate precipitation, using culture media containing pH indicators: 1) Standard
B4 medium; 2) Acidic B4 medium buffered to pH 7; 3) Alkaline B4 medium buffered to pH
8.2. In total, 48 bacteria were isolated, of which 45 presented crystal formation. To determine
the calcium carbonate bioprecipitation capacity, crystal formation on the surface of the
colonies was visualized with the help of a stereomicroscope. Additionally, to confirm the
presence of carbonate in the crystals formed by the 45 bacteria, a test with hydrochloric acid
(HCI) was performed. This test consisted of adding a few drops of HCI onto the crystals,
which resulted in effervescence or bubbling due to the release of CO,, thus confirming the
presence of carbonate. The 45 tested samples showed effervescence in the areas where
the crystals were located. Furthermore, a test was carried out to confirm the presence of
calcium in the formed crystals. For this, a scanning electron microscope (SEM), coupled
with an energy dispersive spectroscopy (EDS) detector, was used. This test was conducted
on 13 of the crystal samples precipitated by different bacteria, confirming the presence of
calcium in the regions where the crystals had formed. Regarding the identification of the
bacteria, the MALDI Biotyper Sirius One system and the VITEK® 2 COMPACT system were
used to identify a total of 17 bacteria, confirming that several of the 45 isolated bacteria
corresponded to the same species. This set of analyses and identifications allowed for a
reliable characterization of the ability of these bacteria to bioprecipitate calcium carbonate,
with promising results for its potential application in the cosmetics industry.

Key words: Bioprospecting; bioprecipitation; calcium carbonate; endolithic bacteria;
cosmetics.

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 — Baia do Almirantado (llha Rei George, Peninsula Antartica).
Os pontos representam as seguintes areas: REF2 Refugio, Estacédo FS Ferraz,
UP Ullmann Point e BP Botany Point.............oooo 10

Figura 2 — Localizagao da Peninsula Antartica (a) e da Ilha Decepc¢éo,

com os locais geotérmicos de Fumarole Bay e Whalers Bay destacados (b).......... 11
Figura 3 — [lha DecCepetion .........cooiiiiiiii i 23
Figura 4 — 1lha Rei GEOIrge.......ccoooiiiii i 23

Figura 5 — Preparagcédo das Amostras: a) Processo de limpeza da superficie das
amostras de pedra; b) Processo de fragmentagao das amostras de pedra............. 24
Figura 6 — Processo de inoculagao das amostras de pedra no meio solido

(NA com adic&o de nistating) ... 25
Figura 7 — Processo de inoculagdo das amostras de pedra no meio liquido

(0= 1 Lo Lo T N UL 1AV o ) U 26
Figura 8 — Processo de Isolamento das Bactérias que cresceram ao redor dos
fragmentos das amostras de pedra ... 27
Figura 9 — Meios de cultura teste: B4 (padrdo); B4 acido; B4 alcalino.................... 29
Figura 10 — Processo de inoculagao das bactérias isoladas nos meios de cultura
teste (B4, B4 acido € B4 alCalin0).........ccoovviiiiiiiiiii e 30
Figura 11 — Processo de recuperagao dos cristais formados no biofilme

bacteriano: a) Processo cuidadoso de extragdo do biofilme bacteriano junto com

os cristais formados; b) Processo de aquecimento da amostra do biofilme com

os cristais em agua destilada; c) Cristais retidos no papel filtro,

0bservados NO ESTEre0SCOPIO .......uu i i aaaaa 32

Figura 12 — a) Processo de coleta e traslado dos cristais para os suportes;

b) Cristais colados nos suportes, prontos para a andlise no MEV ........................... 33
Figura 13 — Amostras prontas para serem centrifugadas................ccccceeeeieienn. 35
Figura 14 — Processo de secagem das amostras na Placa de MALDI ................... 36
Figura 15 — Esquipamento MALDI Biotyper Sirius One (Bruker) ................ooeeeee. 36
Figura 16 — Esquipamento VITEK® 2 COMPACT ........ooviiiiiiiiiiiieeeee e 37

Figura 17 — Processo de transferencia dos 3,0 mL da solucao salina estéril (NaCl)

Para 0S tUDOS A€ ENSAIO..........uuiiiiiiiiie e e e e 38

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



Figura 18 — Processo de coleta da amostra da batéria................ccccooeeei 38
Figura 19 — Processo de ajuste da densidade com ajuda do

VITEK® 2 DensiCHEK™ Plus calibrado...........ccoooeeeeiei 39
Figura 20 — Cartas GN sendo colocadas no Cassete VITEK® 2 COMPACT .......... 39
Figura 21 — Tabela especificando a densidade do in6culo de acordo com

o padrao McFarland, dependendo da carta e do microrganismo a serem
IAENtIfICAOS ..o 40
Figura 22 — Placas Petri com as 48 bactérias isoladas das diferentes amostras

(o L= o= | = TP RSRPPRPPPI 41
Figura 23 — Bactérias crescidas ao redor dos fragmentos de pedra

correspondentes as amostras de UP. E possivel observar diferencias

morfoldgicas como variagdes de Cor € forma ... 42
Figura 24 — Bactérias crescidas ao redor dos fragmentos de pedra

correspondentes as amostras do Reflgio. E notavel a diferencia de

diversidade de crescimento entre as placas, tendo em conta que contém

fragmentos da mesma amostra de pedra: a) Nessa placa € possivel observar o
crescimento de poucas col6énias mais com as mesmas caracteristicas morfologicas;
b) Por outro lado nessa placa tem um crescimento bacteriano

consideravel, é possivel observar colénias com diferencias morfoldgicas

evidentes COMO COI € fOrMA.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii i naanne 43
Figura 25 — Colbénias de bactérias crescidas na placa correspondente a diluicdo

de 1072 Pelas caracteristicas morfolégicas observadas, parece que apenas um

tipo de bactéria cresceu nesta placa ...........o.eeviiiiiiiiiiii 43
Figura 26 — Crescimento de bactérias ao redor dos fragmentos de pedra
correspondentes @ amostrade FB..........cooooiii i, 44
Figura 27 — Bactérias isoladas............cccoooiiiii 45
Figura 28 — Sistema de pontuagao, onde: - Um score superior a 2.0

sugere uma identificacao precisa a nivel de espécie; - Entre 1.7 ¢ 2.0

sugere uma identificacao confiavel a nivel de género; - Inferior a 1.7 indica

que a identificagdo € duvidosa ou falha............cccoooiiiiiiiiici 48
Figura 29 — Mudancas de cor nos meios testes (B4, B4 Acido, B4 Alcalino):

a) Meios teste recém inoculados pelas bactérias; b) Meios apds aproximadamente
10 dias de INCUDAGAO .. .....uuiiiiiiii e e 55
Figura 30 — Acidificac@0o dO MeEi0 ........coooeiiiiiiii e, 56

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



Figura 31 — Cristais precipitados pela bactéria FB1: a) Cristais formados em meio
B4; b) Cristais formados em meio B4 acido; c) Cristais formados em meio B4

=] (0721 11 o J PP PPPPPPPPPPTN 58
Figura 32 — Teste Presenca de Carbonato, com adi¢do de HCL 0.1N, nas placas
correspondentes a bactéria FB1. As imagens mostram o antes e o depois da adigéo
do HCL 0.1N, evidenciando-se a liberacao de CO, nos locais exatos onde tem
cristais formados: a) Teste em cristais formados em meio B4; b) Teste em cristais
formados em meio B4 acido; c) Teste em cristais formados em meio B4 alcalino... 62
Figura 33 — Microscopio eletrénico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10,

acoplado ao detector de espectroscopia de dispersao de energia (EDS) INCA x-act
da Oxford Instrument (modelo 51-ADDO048) ...........uuuuuiiimimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieene 64
Figura 34 — Grafico dos espectros de uma das amostras de cristais gerado pelo
microscopio eletronico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10, acoplado ao detector
de espectroscopia de dispersao de energia (EDS) INCA x-act da Oxford Instrument
(MOdelo 51-ADDO048B) ......cci i 66
Figura 35 — Cristal de Carbonato de Calcio, precipitado pela bactéria FB1,
observado com microscopio eletronico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10. Para
a obter essa imagen foi feito o processo deposi¢cao de ouro-paladio ...................... 67
Figura 36 — Cristais de Carbonato de Calcio, precipitados pela bactéria UP6,

observados e medidos implementando o microscoépio eletrénico de varredura

(MEV) Z€iSS EVO-MATD ...ttt e e e e e e e e e e e e e 67
Figura 37 — Relatdrio gerado da bactéria UP11 ... 88
Figura 38 — Relatdrio gerado da bactéria UP12.........ccevviiiiiii 88
Figura 39 — Relatério gerado da bactéria UP13..........ccooiiiiiii e, 89
Figura 40 — Relatério gerado da bactéria UP20...........ccooooiiiiiiiiiieee, 89
Figura 41 — Relatdrio gerado da bactéria UP26.............ccccooiiiiiiiiiiie 89
Figura 42 — Relatdrio gerado da bactéria R2 ... 90
Figura 43 — Relatorio gerado da bactéria R3 ..., 90
Figura 44 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria UP4.......... 91
Figura 45 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria UP19........ 91
Figura 46 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria R9 ............ 92
Figura 47 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria R11 .......... 92

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Bactérias de Ulmann Point identificadas com o sistema MALDI

BIotyper® SifUS ONE.......coooiiieeeeeee e 49
Tabela 2 — Bactérias do Refugio identificadas com o sistema MALDI Biotyper®
][V ] o1 PP PP UPPPPPPPPPTN 50

Tabela 3 — Bactérias de Fumarole Bay identificadas com o sistema MALDI

BIotyper® SifiUS ONE.......coooiieeeeeeee e 50
Tabela 4 — Classificagdo das bactérias a serem analisadas pelo sistema

VITEK® 2 COMPACT, pelo método de coloragao de Gram............cccceeeeeeevevennnnnnnnn. 51
Tabela 5 — Bactérias identificadas com o sistema VITEK® 2 COMPACT ............... 52

Tabela 6 — Evidéncias de climas onde podem ser encontradas as diferentes
bactérias identifiCadas .........cooov i 54
Tabela 7 — Resultados dos testes de formagao de cristais € mudancgas de cor no
meio de cultivo em cada uma das bactérias isoladas.............cccceevviieiiiiiiiiiiinnee, 59
Tabela 8 — Imagens e mapeamentos dos cristais implementando o microscopio
eletrénico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10, acoplado a um detector de
espectroscopia de dispersao de energia (EDS) INCA x-act da Oxford Instrument
(MOdelo 51-ADDO048) ......coiiiiiiiieeee e 65

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



SUMARIO

TINTRODUGAOD ...ttt ettt e et eee s 7
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..........cooooiieeeceeeeeeeeeeee e, 9
2.1 ANTARTICA: UM CONTINENTE DE CONTRASTES GEOGRAFICOS E
CLIMATICOS ...ttt ettt n e 9
2.2 BIOPROSPECCAO NAANTARTICA......cooveeeeceeeeeeeeeeeeeeee e, 12
2.3 BIOPROSPECCAO COM BACTERIAS ENDOLITICAS .......cooveveeeeecee, 13
2.4 BIOPRECIPITACAO DE CARBONATO DE CALCIO.......ccovieeiieeeeecee, 15
2.5 CARBONATO DE CALCIO NAINDUSTRIA .....ooviiieeeeeeeee e, 18
2.5.1 Carbonato de CAlCio em COSMELICOS.........uuvruriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeaeaes 19
B U s B | [0 /. 21
G OBUETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e reeaeas 22
5 MATERIAIS E METODOS .........cooviiiieiieeeeceeeeee ettt 23
5.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDOLITICAS ASSOCIADAS A

AMOSTRAS DE PEDRAS DAANTARTICA ......cooviiiieieeceeeeee e 23
5.1.1 Preparagao das AMOSIIaS..........ciiiiieiiiiiiiiiie et 24
5.1.2 Inoculagdo em Meios de Cultura ...........ooevviiiiiiiieiiiiee e 25
5.1.3 Processo de Isolamento das Bactérias Endoliticas .............cccccevvviiiiiinnnnn. 26
5.1.3.1 Isolamento de Bactérias em Meio SOldO.............uevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennns 27
5.1.3.2 Isolamento de Bactérias em Meio Liquido..........cooevvviiiiiiiiiiiiiiiiicieee e, 27
5.2 TESTE DE BIOPRECIPITACAO DE CARBONATO DE CALCIO ................... 28
5.3 CONFIRMACAO DA PRESENCA DE CARBONATO DE CALCIO ................. 30
5.3.1 Teste de Presencga de CarbonatO.............uuuuviiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienennnnn 31
5.3.2 Teste de Presenca de CalICIo (MEV) ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 31
5.4 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS .......c.covieeeeeeeeceee e, 34
5.4.1 Identificacado pela técnica de espectrometria de massas por ionizagao e
dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS)........ccoieiiiiiniiiiiiieeenenn. 34
5.4.1.1 Preparacado das Amostras Bacterianas..............ccccooeeeviiiiieiiiiiie e 34
5.4.1.2 Extracao de Proteinas ..........uoiiii i 34
5.4.1.3 Aplicacao na Placa de MALDI e Secagem............ccccvieiiiieeiiiiiiiiiiicee e, 35

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



5.4.1.4 Identificagdo pelo MALDI-TOF MS ... 36

5.4.2 Identificagéo pelo Sistema VITEK® 2 COMPACT ........cccoooiiiiiiiiieeiiie e, 37
6 RESULTADOS E DISCUSSOES...........c.ooo i, 41
6.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDOLITICAS .......cveveveieeeee e, 41
6.1.1 Bactérias isoladas da Amostras de pedra de Ulmann Point (UP)................ 41
6.1.2 Bactérias isoladas da Amostras de pedra do Refugio.............ccccuvvvviiiinnnnnns 42
6.1.3 Bactérias isoladas da Amostras de pedra de Fumarole Bay (FB)................ 44

6.1.4 Bactérias Previamente Isoladas nas Mesmas Regides das Amostras de

PeANA ... 45
6.1.4.1 Bactérias aisladas da llha Deception............ccccovvveiiiiiiiii e 45
6.1.4.2 Bactérias aisladas da Ilha Rei George...............uuuuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennns 46
6.2 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS.........ccoeoveeeeeeeeeeeeee e, 47
6.2.1 Identificacado pelo sistema MALDI Biotyper® Sirius One ..........ccccccceeeeeeennn. 47
6.2.1.1 Bactérias identificadas das amostras de pedra de Ulmann Point (UP).....49
6.2.1.2 Bactérias identificadas das amostras de pedra do Refugio ...................... 49

6.2.1.3 Bactérias identificadas das amostras de pedra de Fumarole Bay (FB) ....50

6.2.2 Identificacado pelo Sistema VITEK® 2 COMPACT ........cccooiiiiiiiiiiiiiie e, 51
6.3 CARACTERISTICAS E CONSIDERACOES DAS BACTERIAS
IDENTIFICADAS ...ttt e e e e e e s et e e e e e e e e e e nanaanees 53
6.4 CAPACIDADE DE BIOPRECIPITACAO DE CARBONATO DE CALCIO

PELAS BACTERIAS ISOLADAS .......oooviiieeeeeeee ettt 55
6.4.1 Formacao de Cristais e Mudancgas de Cor no Meio de Cultura ................... 55
6.4.2 Confirmagao Presenca de Carbonato.........cccooveeeviiiiiiiiiiii e 60
6.4.3 Confirmagao Presencga de CAICIO ........ccovvviiiiiiiiiiiieeeii e 63
6.4.4 Consideracdes sobre a Bioprecipitacao de Carbonato de Calcio por parte

de Bactérias adaptadas a ambientes frios..........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiii 68
T CONCLUSAD. ...ttt 70
REFERENCIAS ........oooiiieeeeeeeee ettt ettt saaen e 71
ANEXOS ... . oo a e e 87
ANEXO A — RELATORIOS GERADOS PELOS SISTEMA VITEK® 2

(010 1Y/ | = O SRR 88

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



ANEXO B - ESPECTROS DE MASSAS GERADOS PELO MALDI-TOF MS......91

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



1 INTRODUGAO

Atualmente, a bioprospeccao tem demonstrado grande potencial,
permitindo a descoberta e exploragdo de compostos para o desenvolvimento de diversos
produtos relacionados as industrias de cosméticos, biotecnologia agricola, agroinsumos,
botanica, medicina farmacéutica, entre outras (Artuso, 2002; Cérdova-Albores et al., 2021;
Torres; Velho, 2009). A exploragao de diferentes biomas e suas biodiversidades promove e
incentiva a identificacdo de organismos, biomoléculas ou genes que sejam uteis para a
industria e, assim, possam gerar produtos com valor econédmico atual ou potencial (Balick;
Elisabetsky; Laird, 1996; Kozeretska et al., 2021; Mosier; Murray; Fritsen, 2007; Shah et al.,
2020).

A Antartica, apesar de ter condicbes atmosféricas extremas, abriga uma
surpreendente diversidade de vida, o que a tornou foco de interesse de pesquisadores que
nao estdo apenas interessados em estudar as adaptagbes dos microrganismos as
condicdes extremas da Antartica, mas também em avaliar possiveis usos dos metabolitos
produzidos por eles, para aplicagdo na industria (Oliart-ros et al., 2016; Yarzabal, 2016).
Um dos grupos de microrganismos que tem gerado grande interesse sdo as bactérias, pois
tem sido evidenciado como elas conseguem viver em locais com condigdes climaticas
extremas e, até, como s&o capazes de adquirir 0S recursos necessarios para crescer no
interior de rochas e minerais. Bactérias com essa capacidade de viver dentro de rochas sao
chamadas de bactérias endoliticas (Weber; Budel, 2011; Stjepko Golubic, Imre Friedmann,
Ju, 1981).

Essas bactérias tém desenvolvido adaptagcbes para sobreviver em
condicdes extremamente adversas em rochas e minerais. Uma das mais notaveis sdo as
adaptacbes metabdlicas que desenvolveram para obter nutrientes dos minerais
circundantes (Williams et al., 2024). Estas adaptagdes permitiram-lhes utilizar compostos
inorganicos como fonte de energia e carbono e algumas espécies desenvolveram a
capacidade de oxidar minerais para obter energia (Andreas, 2018). Outra capacidade que
essas bactérias podem ter como resultado de sua atividade metabdlica € a de formar
minerais extracelularmente, processo conhecido como bioprecipitacdo (Kumari et al., 2016;
Omoregie et al., 2022; Reis et al., 2017). Um dos minerais conhecidos que certas bactérias
conseguem precipitar € o carbonato de calcio (CaCOs;), Esta precipitagdo e que leva a
producdo de cristais de carbonato de calcio, é gerados a partir de ions de calcio e

bicarbonato presentes no meio ambiente (Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega
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Morales, 2015).

O carbonato de calcio (CaCO3) € um composto quimico essencial em
diversas industrias devido a sua alta pureza, brancura, baixa abrasividade e insolubilidade
em agua. Além disso, o tamanho e a forma das particulas do CaCO; s&o caracteristicas
que o tornam atraente para a industria. Atualmente, esse mineral possui uma ampla gama
de aplicagdes, incluindo nas industrias de plastico, vidro, concreto, alimenticia e, até
mesmo, na industria farmacéutica e na cosmetologia. Sua versatilidade e propriedades
unicas, como a capacidade de melhorar as propriedades mecanicas e opticas dos produtos,
o tornam indispensavel para melhorar a qualidade e eficiéncia na fabricacdo de uma ampla
gama de produtos industriais (Betancourt et al., 2007; Herrera Alvarez et al., 2020; Niu et
al., 2022).

Ainda, as propriedades abrasivas, opacificantes e reguladoras de pH do
CaCO; o tornam um componente essencial na industria cosmética. Desta forma, ¢é utilizado
em uma variedade de produtos como pasta de dente, pos faciais, sombras de olhos e
cremes, onde melhora a limpeza, proporciona um acabamento opaco e adiciona textura e
consisténcia a esses produtos (Carretero; Pozo, 2010). Gragas a sua capacidade de
absorver o excesso de 6leo e manter o pH equilibrado, este produto é perfeito para peles
oleosas e sensiveis, melhorando a eficacia e qualidade dos cosméticos. Um bom exemplo,
sao os esfoliantes que implementam o carbonato de calcio, por ter uma textura fina e suave
que pode atuar como agente esfoliante mecanico, além de melhorar sua textura e
consisténcia, tornando o produto mais facil de aplicar e distribuir na pele (Marto et al., 2020).

Diante de tudo o que foi mencionado, este trabalho buscou avaliar o
potencial de bioprecipitagcdo de carbonato de calcio, por parte de bactérias isoladas de
pedras coletadas no continente antartico, e propor seu possivel uso na industria cosmética.
Apesar de existirem numerosos estudos sobre a capacidade das bactérias de precipitar
carbonato de calcio (Kumari et al., 2016; Li; Silva; Passarini; Santos, 2017) e sua aplicagao
na recuperagao de estruturas (Ortega-Villamagua et al., 2022) e na produgdo de
bioconcreto (Song et al., 2022; Tyagi et al., 2023), ndo ha pesquisas que abordem o uso
deste carbonato de calcio bioprecipitado por bactérias na industria cosmética. Este trabalho
busca abrir novos horizontes e propor uma alternativa inovadora para a obtencdo de

carbonato de calcio, explorando sua aplicagao direta em produtos cosméticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTARTICA: UM CONTINENTE DE CONTRASTES GEOGRAFICOS E CLIMATICOS

A Antartica, considerada um dos continentes mais indspitos e extremos do
planeta, esta localizada no hemisfério sul, além do Circulo Polar Antartico (66°S), na regido
conhecida como Polo Sul. Este vasto continente, com uma extensao proxima a 14 milhdes
de quildmetros quadrados, é o quinto maior do mundo, superado apenas pela Asia, Africa,
América do Norte e América do Sul (Boger, 2011; Hopkins et al., 2006). Aproximadamente
98% do seu territorio esta coberto por uma espessa camada de gelo que contém cerca de
70% da agua doce do mundo, embora 0,35% da superficie, em areas como os Vales Secos
no leste das Montanhas Transantarticas, as zonas vulcanicas e os picos de montanhas,
que chegam a 4.000 metros de altura, permanegam livres de gelo durante parte ou todo o
ano (Hopkins et al., 2006).

O clima da Antartica é extremamente severo, com temperaturas médias no
verao que chegam a -30 °C e no inverno podem cair para -60 °C. Além disso, € uma das
regides mais aridas do mundo, com uma precipitagdo anual que varia entre 150 e 200 mm
(Cannone et al., 2022; Hopkins et al., 2006). Também é o continente mais ventoso, com
rajadas de vento que podem alcancar 327 km/h. A Antartica apresenta outras condicoes
extremas, como alta exposicédo a radiagao ultravioleta, ciclos intensos de congelamento e
descongelamento, niveis elevados de salinidade, flutuagdes de pH e baixa disponibilidade
de nutrientes, o que torna a vida nesta regido extremamente desafiadora (Arenz &
Blanchette, 2011; Bottos et al., 2014; Gongalves et al., 2012).

Sem duvida a Antartica € um continente de contrastes geograficos e
climaticos, com vastas camadas de gelo, montanhas, vales secos e areas costeiras.
Apresenta uma gama de microclimas devido a sua topografia e localizagdo: as areas
costeiras, como a Peninsula Antartica, ttm um clima mais temperado e umido, enquanto o
interior & extremamente frio e seco, com temperaturas que podem cair abaixo de -80°C
(Alcantara; Dalto; Lavrado, 2024; Turner; Marshall, 2009). Os ventos catabaticos também
criam microclimas ao afetar a temperatura e a umidade, enquanto areas protegidas por
montanhas experimentam condigbes mais quentes. A diversidade dos solos antarticos varia
consideravelmente; nas areas costeiras e nas ilhas, os solos s&o mais ricos em matéria
organica, enquanto no interior sdo pobres em nutrientes e podem estar saturados de sais

toxicos (Alcantara; Dalto; Lavrado, 2024; Bascur et al., 2021; Hopkins et al., 2006; Mosier;
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Murray; Fritsen, 2007).

Na zona do arquipélago das Shetland do Sul, na ponta norte da Peninsula
Antartica, encontra-se a llha Rei George, onde estdo localizadas diversas estagdes de
pesquisa, incluindo a Estagdo Antartica Comandante Ferraz do Brasil (Alcantara; Dalto;
Lavrado, 2024; Ruckamp et al., 2011; Setzer, Alberto W.; Harter, 2004). Ullmann Point (UP)
e Refugio sédo areas de estudo-chave na Baia Almirantado (Figura 1), llha Rei George. UP,
um cabo préoximo a Estacdo Antartica Comandante Ferraz, caracteriza-se por solos
arenosos e gravosos com baixa capacidade de reten¢ao de agua e nutrientes, enquanto o
Refugio, localizado no Inlet Mackellar, possui solos mais finos e com maior proporgéo de
lodo (mais de 59%), o que favorece uma maior retengdo de agua e nutrientes. Ambas as
regides experimentam um clima antartico severo, com baixas temperaturas, ventos fortes

e nevadas frequentes (Alcantara; Dalto; Lavrado, 2024; Bascur et al., 2021;).

Figura 1 - Baia do Aimirantado (llha Rei George, Peninsula Antartica). Os pontos
representam as seguintes areas: REF2 Refugio, Estacdo FS Ferraz, UP Ullmann Point e
BP Botany Point
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Fonte: (Alcantara; Dalto; Lavrado, 2024).

Em contraste, temos uma area conhecida como Fumarole Bay (FB),
localizada na llha Deception (Figura 2), um estratovulcdo marinho na Antartica, € uma
regiao geograficamente notavel por sua atividade geotérmica, onde fumarolas emitem
vapor e gases a temperaturas que atingem até 98 °C, criando um contraste extremo com

as areas cobertas de gelo proximas. O clima nesta zona é caracteristico da regido antartica,
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com variagbes drasticas de temperatura, permitindo a coexisténcia de organismos
adaptados a diferentes faixas térmicas, desde termdfilos, em calor intenso, até psicrofilos,
em condigdes frias (Bottos et al., 2014; Robert et al., 2020; Ruisi et al., 2007; Vaz et al.,
2011; Yergeau; Kowalchuk, 2008; Zgonik et al., 2021). O solo da FB, influenciado pela
atividade geotérmica e pela presenga de sedimentos marinhos, é rico em minerais e
nutrientes, o que favorece a colonizagdo de microrganismos extremoéfilos. Esta combinagao
de altas temperaturas e composigcdo mineral cria um ambiente propicio para a vida
microbiana, ressaltando a capacidade desses organismos para sobreviver em solos com
condigbes extremas de desidratagdo e exposigao a radiagao ultravioleta (UV) (Bendia et
al., 2018; Hidalgo-Arias et al., 2023).

Figura 2 — Localizagao da Peninsula Antartica (a) e da Ilha Decepgéao,

com os locais geotérmicos de Fumarole Bay e Whalers Bay destacados (b)
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Assim, enquanto UP e o Refugio exemplificam a vida em ambientes aridos
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e frios com solos limitados em nutrientes (Alcantara; Dalto; Lavrado, 2024), FB representa
um ecossistema onde a atividade geotérmica proporciona um ambiente rico e diversificado,
permitindo a coexisténcia de organismos que prosperam em extremos opostos de
temperatura e composigao do solo (Bendia et al., 2018; Franco et al., 2017; Musilova et al.,
2015).

2.2 BIOPROSPECGAO NAANTARTICA

A Antartica, com seu clima extremo e geografia variada, € um lugar de
grande interesse para a bioprospeccgao. Este continente apresenta habitats livres de gelo
que vao desde areas costeiras com solos ricos em nutrientes até desertos continentais e
regides de alta elevagdo com solos oligotréficos (Hopkins et al., 2006). Embora a maioria
dos ambientes terrestres na Antartica apresentem condigdes adversas, muitos solos
abrigam comunidades de microrganismos extremdfilos (Bottos et al., 2014). Esses
organismos desenvolveram adaptagcdes singulares, como proteinas anticongelantes,
enzimas eficientes a baixas temperaturas e a produgao de quimicos unicos, o que |lhes
permite sobreviver nesses ambientes desafiadores (Artuso, 2002; Bottos et al., 2014,
Robert et al., 2020; Ruisi et al., 2007; Vaz et al., 2011; Yergeau; Kowalchuk, 2008).

Essas adaptagcbes tém um grande potencial para aplicagdes na industria
da biotecnologia, como a produgédo de enzimas industriais, agentes de limpeza e outras
substancias com propriedades especiais (Artuso, 2002; Mosier; Murray; Fritsen, 2007).
Estudos tem demonstrado a presenga de uma variedade de organismos na Antartica, com
caracteristicas e capacidades de alto interesse biotecnolégico (Chown et al., 2015;
Kozeretska et al., 2021; Shah et al., 2020; Silva et al., 2021; Singh; Banik, 2013). Um dos
que mais se destacam sdo as bactérias, possuindo adaptacdes extraordinarias as
condicdes extremas deste continente. Esses microrganismos n&o apenas sobrevivem, mas
prosperam em temperaturas extremamente baixas, alta salinidade e niveis elevados de
radiagao ultravioleta (Silva et al., 2021; Smirnova et al., 2020; Rocio et al., 2021). Estudar
essas bactérias pode revelar novos mecanismos de resisténcia e adaptagao que podem
ser aplicados em diversas areas da biotecnologia (Artuso, 2002; Balick; Elisabetsky; Laird,
1996; Yarzabal, 2016).

Um exemplo é o fato de que essas bactérias produzem enzimas que séo

ativas em temperaturas baixas, as quais podem ser aplicadas na industria alimenticia e em
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processos industriais nos quais se requerem condi¢des frias (Chandra et al., 2020).
Ademais, as bactérias da Antartica tém a capacidade de criar antibidticos e outros
compostos bioativos que poderiam ser empregados no campo médico para enfrentar
infecgbes que nao respondem aos tratamentos atuais (Leiva et al., 2015; Rocio et al., 2021).
A busca por bactérias na Antartica nao apenas resulta na descoberta de novos compostos
uteis, como também nos permite aprender mais sobre a vida em condi¢des extremas e
pode estimular o desenvolvimento de tecnologias e solugdes biotecnologicas inovadoras
(Artuso, 2002; Balick; Elisabetsky; Laird, 1996; Ramos et al., 2019; Yarzabal, 2016).
Devido a importédncia dos microrganismos antarticos na produgédo de
enzimas, antibiéticos, solventes e probidticos, bem como sua influéncia no crescimento
vegetal e controle biolégico, o ecossistema antartico é frequentemente utilizado para isolar
essas espécies (Leiva et al., 2015; Ramos et al., 2019; Rocio et al., 2021; Smirnova et al.,
2020; Znoj et al., 2021). A biodiversidade antartica é vasta e ha muitos aspectos ainda a
serem explorados, o que poderia resultar na descoberta de compostos bioativos inéditos. A
bioprospecgao na Antartica ja esta sendo aproveitada tanto pela ciéncia quanto pela
industria, com diversos produtos encontrados sendo utilizados em setores como a
farmacéutica e a cosmética (Leiva et al., 2015; Rocio et al., 2021; Silva et al., 2021). Isso

ressalta o imenso valor que este continente possui para ambos os setores.

2.3 BIOPROSPECGAO COM BACTERIAS ENDOLITICAS

A diversidade metabdlica das bactérias torna a bioprospecgdo com elas
fundamental, uma vez que isso possibilita a producéo de diversos compostos bioativos com
aplicacbes meédicas importantes, como antibidticos e anticancerigenos (Badgeley et al.,
2021; Leiva et al., 2015; Rocio et al., 2021). As bactérias desempenham um papel essencial
na biotecnologia moderna, sendo empregadas para a producado de biocombustiveis,
remediagdo ambiental e sintese de produtos quimicos valiosos (Brigham, 2019; Rajni Hatti-
Kaul; Mattiasson, 2016). A busca por bactérias com potencial bioldgico tem resultado na
identificacdo de medicamentos e tratamentos inovadores, o que impulsiona a
sustentabilidade ao substituir produtos quimicos sintéticos por alternativas naturais e
diminuindo assim o impacto ambiental (Cérdova-Albores et al., 2021; Torres; Velho, 2009).

Microrganismos especializados como as bactérias endoliticas tém a
habilidade unica de habitar no interior de rochas e minerais. O termo “endolitico” provém do
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grego, cujo significado € “dentro da pedra”, ja que € formado pelas palavras “endo”, que
significa dentro, e “lithos”, que se traduz como pedra (Weber; Bldel, 2011). Isso se refere
ao seu habitat que esta dentro das estruturas rochosas. As bactérias endoliticas, ao
colonizar microfissuras e poros nas rochas, podem utilizar os minerais e a umidade
presentes nesses ambientes (Omelon, 2016; Pérez; Garcia, 2020; Wegner et al., 2023).
Essas bactérias desenvolveram caracteristicas especificas para poder sobreviver e se
reproduzir em condigdes ambientais desafiadoras, tais como a falta de nutrientes, intensa
radiagcdo e temperaturas extremamente altas (Cordova-Albores et al., 2021; De Los R&-Os
et al., 2007; Dupraz et al., 2009; Omelon, 2016; Ortega-Villamagua et al., 2022; Wegner et
al., 2023).

As adaptacdes que desenvolveram as bactérias endoliticas incluem a
capacidade de metabolizar compostos inorganicos, como sulfeto de hidrogénio (H,S), ferro
(Fe?**) e amobnia (NH;), através da litotrofia, obtendo energia ao oxidar esses compostos, e
a autotrofia, que Ihes permite fixar dioxido de carbono (CO,) para a biossintese de
compostos organicos (Andreas, 2018; Gadd, 2009; Kaplan et al., 2022; Lai; Cooper, 2021;
Wani et al, 2022). Além disso, produzem substancias protetoras como pigmentos
fotoprotetores (carotenoides e melaninas) que as protegem contra a radiagao ultravioleta
(UV), e solutos crioprotetores (como trealose e glicerol) que evitam a formagao de cristais
de gelo em suas células, mantendo a integridade celular durante as flutuagdes extremas de
temperatura (Lai; Cooper, 2021; Wynn-Williams; Edwards; Farran Garcia-Pichel, 1999;
Silva et al., 2021). Essas adaptagdes também incluem ajustes na composicdo da
membrana, aumentando os acidos graxos insaturados para assegurar a fluidez da
membrana em ambientes frios (Coleine et al., 2021; Hidalgo-Arias et al., 2023; Russell,
1997; Williams et al., 2024).

Outra das capacidades e adaptagdes mais destacadas das bactérias
endoliticas € sua habilidade para precipitar minerais, particularmente carbonato de calcio
(CaCO03), através de um processo conhecido como bioprecipitagdao (Kumari et al., 2016;
Omoregie et al., 2022). Este ocorre quando as bactérias alteram as condi¢gdes quimicas do
seu entorno, facilitando a formacgao de minerais a partir de ions presentes no ambiente. Um
exemplo disso € a producdo de urease por certas bactérias endoliticas, que hidrolisa a ureia
em amoénia e didxido de carbono, aumentando o pH e favorecendo a precipitacdo de CaCO;
(Gadd, 2009; Li; Cheng; Guo, 2013; Omoregie et al., 2022; Reis et al., 2017; Silva;
Passarini; Santos, 2017).

Essa habilidade de precipitar minerais torna as bactérias endoliticas
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particularmente interessantes para a bioprospecc¢éo, especialmente em regides como a
Antartica, onde as espécies adaptadas a climas extremos possuem capacidades
biotecnoldgicas unicas com aplicagdes industriais valiosas (Bottos et al., 2014; Cdérdova-
Albores et al., 2021; Hidalgo-Arias et al., 2023; Robert et al., 2020). Estas bactérias se
destacam na biotecnologia ndo apenas pela produgcdo de compostos bioativos e enzimas
eficientes a baixas temperaturas, mas também pelo seu papel na precipitagdo mineral, que
tem aplicagdes significativas na construgao civil, na industria cosmética e na remediacao
ambiental, onde sao usadas para reparar fissuras em estruturas, compor produtos
cosméticos e precipitar metais pesados em locais contaminados, respectivamente
(Andreas, 2018; ; Silva et al., 2021; Stjepko Golubic, Imre Friedmann, Ju, 1981; Ortiz-
Galeana et al., 2018; Pérez; Garcia, 2020; Tyagi et al., 2023; Zoppas; Bernardes;
Meneguzzi, 2016).

2.4 BIOPRECIPITAGAO DE CARBONATO DE CALCIO

A bioprecipitacdo de carbonato de calcio (CaCO3) é de grande importancia
em diversas industrias. Pela sua capacidade, por exemplo, de restaurar estruturas por meio
do bioconcreto, selando automaticamente fissuras e melhorando a durabilidade das
construgbes (Ortega-Villamagua et al., 2022; Pérez; Garcia, 2020; Seifan; Samani;
Berenjian, 2016; Tyagi et al., 2023). Também é utilizada no tratamento de aguas, removendo
metais pesados e contaminantes, e na estabilizacdo de solos, aumentando sua resisténcia
e prevenindo a erosao (Song et al., 2022; Zoppas; Bernardes; Meneguzzi, 2016). Além
disso, é fundamental na biorremediacao, neutralizando solos contaminados, e na produgao
de materiais avangados com aplicagdes na medicina e eletronica. Ademais, pode contribuir
para a captura e armazenamento de carbono, ajudando a mitigar as mudancas climaticas
ao fixar CO, na forma de carbonato de calcio, tornando esse processo uma ferramenta
ecoldgica e eficiente para melhorar a sustentabilidade industrial (Herrera Alvarez et al.,
2020; Niu et al., 2022; Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015; Reis et al.,
2017; Song et al., 2022).

O processo de bioprecipitacdo, especificamente pela precipitacdo de
carbonato de calcio mediada por bactérias, envolve uma variedade de microrganismos,
diferentes rotas metabodlicas e ambientes variados. De forma geral, existem trés
mecanismos principais para a formagao de carbonato de calcio. O primeiro é a reducgao
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dissimilatéria de sulfato, realizada por bactérias redutoras de sulfato em ambientes
anoxicos, ou seja, na auséncia de oxigénio e com presenca de sulfato (Widdel, 1988). O
segundo mecanismo € a conversao metabdlica de sais de calcio em condigbes aerdbias. O
terceiro envolve a hidrélise da ureia, catalisada por enzimas presentes em bactérias
ureoliticas (Dupraz et al., 2009; Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015;
Pérez; Garcia, 2020; Reis et al., 2017).

O processo metabdlico da reducao dissimilatoria de sulfato é realizado por
bactérias redutoras de sulfato em condi¢des anaerdbicas, onde o sulfato (SO,27) atua como
aceptor final de elétrons. Essas bactérias, utilizam compostos organicos como lactato ou
acetato como doadores de elétrons para reduzir o sulfato a sulfeto de hidrogénio (H,S) e
produzir bicarbonato (HCO;~) como subproduto. O bicarbonato reage com o calcio (Ca?*)
presente no ambiente, precipitando carbonato de calcio (CaCO3;) (DUPRAZ et al., 2009;
Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015; Widdel, 1988; Shriver; Peter
William Atkins; Langford, 2007).

Por outra parte no processo de conversao metabdlica aerdbica de sais de
calcio, certas bactérias induzem a oxidacdo de um sal de calcio organico, como o acetato
de calcio (Ca(C4H¢O,)) ou o lactato de célcio (Ca(C¢H100s)), para gerar carbonato de calcio
(CaCO0;), didéxido de carbono (CO,) e agua (H,O). Esse processo ocorre sob condigbes
ambientais favoraveis, como temperatura e pH adequados, além da presenca de agua,
oxigénio e nutrientes, que s&o essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
bactérias (Dupraz et al., 2009; Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015;
Zoppas; Bernardes; Meneguzzi, 2016).

O processo de hidrolise enzimatica da ureia é catalisado pela enzima
urease, produzida por bactérias ureoliticas, que converte a ureia (CO(NH,),) em amdnia
(NH,*) e carbonato (CO3*") através de varias reagdes quimicas. Inicialmente, a ureia &
hidrolisada intracelularmente em carbamato (NH,COOH) e aménia (NH3) (Eq. 1). Em
seguida, o carbamato se hidrolisa espontaneamente para formar mais amdnia e acido
carbénico (H,CO3) (Eq. 2). O acido carbdnico se dissocia em bicarbonato (HCO;™) e ion
hidrogénio (Eq. 3), enquanto as moléculas de aménia se convertem em ions aménio (NH,")
e ions hidréxido (OH™), aumentando o pH do meio (Eq. 4). Posteriormente, as moléculas
produzidas nas equagodes 3 e 4 reagem e produzem uma molécula de carbonato (COs*") e
duas moléculas de amobnio (2NH,*) (Eq. 5) (Dupraz et al., 2009; Gadd, 2009; Li; Cheng;
Guo, 2013; Longo; Melo, 2005; Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015;
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Reis et al., 2017; Shriver; Peter William Atkins; Langford, 2007; Rodrigues et al., 2023; Silva;

Passarini; Santos, 2017).

CO(NH,); + H,0 — NH,COOH + NHj; (1)
NH,COOH + H,0 — NH; + H,CO; (2)
H,CO; — HCO;™ + H* (3)
2NH; + 2H,0 — 2NH,* + 20H" (4)
HCO;~ + H* + 2NH,* + 20H™ — CO3% + 2NH,* + 2H,0 (5)

Esse aumento de pH gera um ambiente favoravel para a precipitacao de
carbonato de calcio (CaCOs3), ja que os ions bicarbonato reagem com os ions de calcio
(Ca?*) presentes no ambiente. As bactérias, carregadas negativamente pela presenca do
ion CO32~ em sua parede celular, atraem ions de calcio, que se depositam e reagem com o
carbonato, resultando na precipitagao de CaCO; (Eq. 6 e 7) (Dupraz et al., 2009; Longo;
Melo, 2005; Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015; Reis et al., 2017;
Shriver; Peter William Atkins; Langford, 2007; Silva; Passarini; Santos, 2017).

Ca?* + Célula — Célula - Ca?* (6)

Célula - Ca** + CO3*” — Célula - CaCO; (7)

Dentre os trés mecanismos para precipitar o carbonato de calcio, a
decomposicéo da ureia pelas bactérias ureoliticas € o mais utilizado entre as pesquisas ja
desenvolvidas, devido a sua simplicidade de controle e eficiéncia operacional. Esse
processo permite um controle direto do pH local através da producdo de amoénia, o que
favorece a precipitacao rapida e eficiente de CaCO; em condig¢des alcalinas. Ao contrario
dos outros métodos, que requerem condi¢cées mais especificas e dificeis de manter, como
a presenca de oxigénio ou ambientes anaerdbicos, a hidrélise da ureia € mais flexivel e
facilmente ajustavel ao modificar a concentragdo de ureia ou a quantidade de bactérias
(Dupraz et al., 2009; Gadd, 2009; Longo; Melo, 2005; Li; Cheng; Guo, 2013; Paramo
Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015; Pérez; Garcia, 2020; Reis et al., 2017,
Rodrigues et al., 2023; Shriver; Peter William Atkins; Langford, 2007; Silva; Passarini;
Santos, 2017).

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



18

2.5 CARBONATO DE CALCIO NA INDUSTRIA

O carbonato de calcio (CaCO3;) é um composto inorganico de grande
relevancia na natureza e em diversas industrias, conhecido por suas propriedades fisico-
quimicas como a alta brancura, baixa abrasividade, pH neutro e insolubilidade em agua,
embora reaja com acidos liberando diéxido de carbono (Al Omari et al., 2016; Shriver; Peter
William Atkins; Langford, 2007). Encontra-se em rochas sedimentares como calcario,
marmore e calcita, e é utilizado em multiplas aplicacdes industriais. Na construcdo, é
empregado na fabricagdo de cimento e como enchimento em concreto; na industria
alimenticia, atua como suplemento de calcio e antiaglomerante; na fabricagcdo de papel e
plasticos, melhora a opacidade e a resisténcia mecanica; em tintas, oferece maior cobertura
e durabilidade; e na agricultura, € utilizado como corretivo de solos acidos. Além disso, é
fundamental no tratamento de aguas como neutralizador de acidez (Betancourt et al., 2007;
Herrera Alvarez et al., 2020; Niu et al., 2022; Paramo Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega
Morales, 2015; Reis et al., 2017; Song et al., 2022).

O CaCOj3 usado na industria pode ser obtido de duas formas principais:
calcita natural e carbonato de calcio precipitado (PCC). O carbonato de calcio natural é
obtido a partir de fontes minerais como calcario e marmore (Reeder, 1983). Ele passa por
um processo de trituracdo e purificacdo, que oferece beneficios como baixo custo e
abundancia. No entanto, existem desvantagens consideraveis associadas a ele, tais como
a variagcao na sua pureza. Adicionalmente, a extracdo de CaCOs; natural resulta em danos
ambientais significativos, pois implica na exploragdo e no comprometimento dos
ecossistemas presentes nas areas de mineragao, o que contribui para o desmatamento e
a perda dos habitats naturais. Além disso, o PCC pode ser sintetizado através da reagao
controlada entre CO, e hidroxido de calcio, resultando em um produto altamente puro com
tamanho das particulas meticulosamente controlado. Essas caracteristicas fazem dele a
escolha ideal para industrias como cosméticos, farmacéutica e plasticos. No entanto, o PCC
tem um custo de producdo mais elevado e, além de depender de insumos quimicos, o
processo pode gerar residuos indesejaveis, como subprodutos liquidos e sdlidos que
precisam ser adequadamente tratados para evitar impactos ambientais (Andreassen, 2005;
Carretero; Pozo, 2010; Herrera Alvarez et al., 2020; Rodriguez-Blanco; Shaw; Benning,
2011; Takabait et al., 2016; Trushina et al., 2014).
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2.5.1 Carbonato de Calcio em Cosméticos

O carbonato de calcio (CaCO3) é um ingrediente comum e versatil na
industria cosmética devido as suas propriedades fisico-quimicas, mencionadas
anteriormente, que oferecem multiplos beneficios as formulagdes de produtos de cuidado
pessoal e beleza. Entre essas propriedades destacam-se sua baixa abrasividade, pH
neutro, alta brancura, e sua capacidade de atuar como agente espessante, opacificante,
preenchedor e abrasivo suave (Herrera Alvarez et al., 2020; Niu et al., 2022; Paramo
Aguilera; Narvaez Zapata; Ortega Morales, 2015; Reis et al., 2017; Song et al., 2022;
Shriver; Peter William Atkins; Langford, 2007).

Um dos usos mais comuns do CaCO; é em cremes dentais, onde é
empregado como agente abrasivo suave. Sua principal fungao € ajudar a eliminar a placa
e as manchas superficiais dos dentes sem danificar o esmalte, o que o torna um ingrediente
ideal para produtos de cuidados dentarios. Além disso, sua capacidade de neutralizar
acidos na boca contribui para prevenir a erosdo dentaria, a0 mesmo tempo que ajuda a
manter um equilibrio adequado do pH oral, melhorando a saude bucal dos usuarios. O uso
do CaCO; no cuidado bucal & conhecido ha muitos anos e também possui certo poder
antimicrobiano, o que adiciona uma razdo extra para inclui-lo em preparagbes dentais
(Carella et al., 2021; Carretero; Pozo, 2010; Hamideh Sadat Mohammadipour et al., 2024,
Lynch; Ten Cate, 2005; Mattar et al., 2019).

Em produtos como poés faciais e maquiagens, o CaCO; é utilizado como
opacificante e preenchedor, melhorando a textura e proporcionando um acabamento mais
profissional ao produto. Sua cor branco calcario, ajuda a uniformizar a cor e a textura do
produto, além de funcionar como um potenciador estético que melhora o aspecto geral da
férmula. Além disso, oferece um efeito mate ao absorver o excesso de oleosidade e sebo
da pele, o que reduz o brilho indesejado e proporciona um acabamento uniforme e suave.
Devido ao seu pH neutro, é adequado até mesmo para produtos destinados a peles
sensiveis, pois nao irrita a pele. Além disso, funciona como aglutinante, melhorando a
capacidade de espalhamento dos pds prensados (Al Omari et al., 2016; Carretero; Pozo,
2010; Marto et al., 2020).

O uso do CaCO; em esfoliantes é particularmente importante devido a sua
baixa abrasividade, o que permite eliminar as células mortas da pele de maneira eficaz,
mas suave, sem causar irritagdo. Sua acao esfoliante é suficientemente suave para nao

danificar a pele, mas eficaz para melhorar a textura e o brilho, tornando-o um ingrediente-
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chave em esfoliantes tanto faciais quanto corporais. Além de sua fungao abrasiva, o
carbonato de calcio também atua como absorvente, ajudando a eliminar o excesso de
oleosidade e deixando a pele mais limpa e fresca (Al Omari et al., 2016; Carella et al., 2021;
Carretero; Pozo, 2010; Kuhimann, 2001; Marto et al., 2020; Shriver; Peter William Atkins;
Langford, 2007);

No caso de cremes e logdes, o CaCO; funciona como espessante e agente
amortecedor, melhorando a consisténcia do produto e estabilizando a férmula, evitando a
separagao dos ingredientes ativos. Além disso, proporciona uma sensagao suave e
agradavel ao toque, tornando a aplicagdo do produto mais confortavel. Nos desodorantes,
o carbonato de calcio atua como um agente absorvente que neutraliza odores e absorve a
umidade, oferecendo uma opcdo suave e nao irritante em comparagdo com outros
compostos mais agressivos. Sua capacidade de manter o pH equilibrado também o torna
ideal para produtos destinados a peles sensiveis, evitando irritagdes e garantindo um uso
mais confortavel. Todas essas propriedades mencionadas fazem do CaCO; um ingrediente
essencial em diversas formulagdes cosméticas, melhorando a funcionalidade, a estética e
a experiéncia geral do usuario, ao mesmo tempo que estabiliza e otimiza a performance
dos produtos (Carretero; Pozo, 2010; Di Maiuta; Schwarzentruber, 2011; Kuhimann, 2001;
Marto et al., 2020).

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



21

3 JUSTIFICATIVA

O carbonato de calcio € amplamente utilizado em diversas industrias devido
as suas propriedades versateis, como opacidade e absor¢do de umidade, especialmente
na industria cosmética. No entanto, sua extragcdo a partir de depdsitos naturais, como
calcario, apresenta desvantagens significativas, incluindo a destruigdo de habitats, a perda
da biodiversidade local e a contribuicdo para o aumento das emissdes de gases de efeito
estufa, devido ao processo intensivo de mineragao e producgao. Além disso, esses métodos

tradicionais exigem grande consumo de energia e geram impactos ambientais irreversiveis.

Embora existam alternativas como o PCC (carbonato de calcio precipitado),
que pode ser considerada uma abordagem mais sustentavel, este processo também
apresenta desafios. A produgdo de subprodutos e residuos exige um gerenciamento
cuidadoso para evitar danos ao meio ambiente. Nesse contexto, o desenvolvimento de

novas técnicas biotecnologicas que reduzam esses impactos é crucial.

A bioprospeccao e a biotecnologia tém como objetivo principal a busca por
solugcdes mais sustentaveis e inovadoras. Este trabalho propde a utilizacdo de bactérias
endoliticas na produgao de carbonato de calcio, uma abordagem que busca minimizar os
impactos ambientais e atender a demanda da industria cosmética por ingredientes mais
sustentaveis. A aplicagdo de microrganismos para a bioprecipitagao de carbonato de calcio
nao apenas oferece uma alternativa ecoldgica, mas também pode resultar em processos
de produgdo mais eficientes e com menor geragdo de residuos, contribuindo para a

economia circular e a preservagao do meio ambiente.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial de bioprecipitagao de carbonato de calcio por bactérias
endoliticas isoladas de amostras de pedras da Antartica para sua aplicagdo na industria
cosmeética.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar bactérias endoliticas presentes em trés diferentes
amostras de pedras coletadas na Antartica: Fumarole Bay, Ullmann Point e Refugio.

- Realizar a bioprospecc¢ao de bactérias endoliticas em amostras de pedras
da Antartica, identificando e selecionando cepas com potencial biotecnolégico para a
bioprecipitacdo de carbonato de calcio.

- Avaliar a capacidade dessas bactérias de bioprecipitar carbonato de
calcio em diferentes condi¢gdes de pH, utilizando meios de cultura especificos.

- Analisar a morfologia e o tamanho dos cristais de carbonato de calcio
formados pelas bactérias, utilizando estereomicroscopia e técnicas de caracterizagao
mineral.

- Confirmar a presenca de carbonato de calcio nos cristais formados,

através de testes quimicos e microscopia eletrénica de varredura.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDOLITICAS ASSOCIADAS AAMOSTRAS DE
PEDRAS DA ANTARTICA

Para o isolamento de bactérias endoliticas, foram utilizadas trés amostras
de pedras coletadas durante a Expedigdo Antartica (OPERANTAR 41), em diferentes
localidades da Antartica: Fumarole Bay (FB), llha Decepetion (Figuras 2 e 3); Ulmann Point
(UP), llha Rei George e Refugio, Ilha Rei George (Figuras 1 e 4). Essas amostras foram
transportadas e armazenadas sob congelamento para preservar sua integridade e

minimizar a contaminacao.

Figura 3 - llha Decepetion

Fonte: (“Deception Island | | Alluring World”, 2018).

Figura 4 - lIha Rei George

Fonte: (National Geographic, 2020).
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5.1.1 Preparagédo das Amostras

Inicialmente, as amostras de pedras foram retiradas do congelador onde
haviam sido preservadas. As amostras estavam cuidadosamente embaladas para evitar
qualquer tipo de contaminagao durante a manipulagdo. Uma vez fora do congelador, as
pedras foram transferidas para uma cabine de fluxo laminar previamente desinfetada. A
cabine foi limpa com alcool a 70% e esterilizada por meio da aplicacédo de luz ultravioleta
(UV) durante um periodo adequado para garantir um ambiente livre de contaminantes.

Dentro da cabine de fluxo laminar, procedeu-se ao desempacotamento de
cada amostra de pedra com cuidado, colocando-a em um recipiente desinfetado. Para
eliminar qualquer possivel contaminagao superficial, as amostras foram cuidadosamente
limpas com toques suaves na superficie, utilizando um pedago de papel umedecido em
alcool a 70%, garantindo que as bactérias isoladas proviessem do interior das pedras e néo
da superficie externa (Figura 5).

Em seguida, procedeu-se a fragmentagdo das amostras de pedra.
Utilizando um martelo e uma chave de fenda de ponta plana desinfetados, as pedras foram
quebradas em pequenos fragmentos (Figura 5). Esta etapa foi essencial para acessar as
bactérias endoliticas localizadas no interior das amostras, permitindo que estivessem mais

expostas e em contato direto com os meios de cultura utilizados para seu crescimento.

Figura 5 - Preparacado das Amostras: a) Processo de limpeza da superficie das amostras

de pedra; b) Processo de fragmentagao das amostras de pedra

Fonte: Autora, 2023.
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5.1.2 Inoculagdo em Meios de Cultura

Os fragmentos obtidos foram inoculados em meios de cultura tanto liquidos
quanto sélidos para favorecer o crescimento bacteriano. Para a inoculacdo em meio sélido,
foram utilizadas placas de Petri contendo Agar Nutritivo (NA) (extrato de carne 3 g L";
peptona 5 g L'; agar 15 g L") com adigdo de 10.000 U L™ de nistatina para evitar o
crescimento de fungos. Em cada placa de Petri, foram colocados trés pequenos fragmentos
de pedra, posicionados o mais afastados possivel entre si (Figura 6). Ao colocar os
fragmentos no meio de cultura, pressionou-se levemente cada pedra contra o meio NA,
garantindo uma boa fixacdo e um contato eficiente dos fragmentos com os nutrientes do

meio. Este procedimento foi repetido em triplicata para cada amostra de pedra.

Figura 6 — Processo de inoculagado das amostras de pedra no meio solido (NA com

adicao de nistatina)

Fonte: Autora, 2023.

Para a inoculagédo em meio liquido, foram utilizados frascos Erlenmeyer de
50 mL contendo 30 mL de Caldo Nutritivo (Extrato de Carne 1,0 g L'; Extrato de Levedura
2,0 g L'; Peptona 5,0 g L'; Cloreto de Sadio 5,0 g L™"). Dentro de cada Erlenmeyer foi
depositado um fragmento de pedra (Figura 7). Este processo também foi repetido em

triplicata para as trés diferentes amostras de pedra.
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Figura 7 — Processo de inoculagao das amostras de pedra no meio liquido (Caldo

Nutritivo)

Fonte: Autora, 2023.

Apos a inoculagao, tanto as placas de Petri quanto os frascos Erlenmeyer
foram incubados em condi¢cdes adequadas para cada tipo de amostra, sem agitacao para
os Erlenmeyer contendo meio liquido e fragmentos de pedra (Figura 7). As amostras foram
mantidas nas temperaturas adequadas de acordo com suas origens. As amostras
correspondentes as pedras de Ulmann Point (UP) e do Refugio foram colocadas para
crescer em refrigerador a aproximadamente 12 °C, com um tempo de incubagéo de 72
horas, considerando que essas amostras provém de um clima frio. Por outro lado, as
amostras de pedra extraidas de Fumarole Bay (FB) foram incubadas em estufa a uma
temperatura mais elevada (24 °C), com um tempo de incubagao de 48 horas, levando em
conta que esta amostra provém de um solo vulcanico, cuja temperatura é ligeiramente

superior em comparagao com os solos de UP e Refugio.

5.1.3 Processo de Isolamento das Bactérias Endoliticas

Apos um periodo de incubacao de 48 horas, as amostras correspondentes
a Fumarole Bay (FB) foram retiradas da estufa para analisar o crescimento bacteriano e
proceder com o isolamento. A seguir, sdo detalhados os procedimentos realizados tanto

para as bactérias que cresceram em meio solido quanto para aquelas que se
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desenvolveram em meio liquido:

5.1.3.1 Isolamento de Bactérias em Meio Sdlido

Para o isolamento em meio sdlido, foram selecionadas pequenas por¢oes
de cada colbdnia diferenciada que cresceram ao redor dos fragmentos de pedra nas placas
de Petri com Agar Nutritivo (NA) e nistatina (Figura 8). Essas col6nias se caracterizavam
por apresentar diferencas morfolégicas em termos de tamanho, cor, forma e borda.
Utilizando uma alga bacteriologica estéril, foi retirada uma pequena porgéo de cada colénia
e inoculada em uma nova placa de Petri com meio NA e nistatina, empregando o método
de estria por esgotamento. Procurando, assim, obter cultivos puros de cada tipo de bactéria,
garantindo o crescimento de um unico tipo de microrganismo nas novas placas. Este
processo foi repetido para cada placa com fragmentos de pedra, assegurando o isolamento

de todas as morfologias bacterianas observadas ao redor dos fragmentos.

Figura 8 — Processo de Isolamento das Bactérias que cresceram ao redor

dos fragmentos das amostras de pedra

Fonte: Autora, 2023.

5.1.3.2 Isolamento de Bactérias em Meio Liquido

Para as bactérias que cresceram em meio liquido, foi realizada uma série

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



28

de diluicbes antes de transferi-las para meios sélidos. Foram preparados quatro tubos do
tipo Falcon estéreis, cada um contendo 9 mL de diluente estéril (0,1% de peptona). Os tubos
foram rotulados com as respectivas diluigdes (107", 1072, 107 e 107*). A partir de cada
Erlenmeyer com o caldo nutritivo e as bactérias, foi retirado 1 mL e transferido para o
primeiro tubo, correspondente a diluicdo 107", e foi homogeneizado cuidadosamente. Dessa
primeira diluicdo, foi retirado 1 mL e transferido para o segundo tubo (1072), repetindo este
procedimento até alcangar a diluicdo 1074,

Em seguida, foi retirado 1 mL de cada uma das diluigdes (107", 1072, 1073, 107*) e transferido
para placas de Petri estéreis com meio NA e nistatina. Utilizando uma al¢a de Drigalski, a
amostra foi espalhada por toda a superficie do meio, assegurando uma distribuigao
uniforme das bactérias. Posteriormente, todas as placas foram incubadas novamente na
estufa na mesma temperatura utilizada previamente.

O mesmo procedimento descrito anteriormente foi realizado com as
amostras de Ulmann Point (UP) e Refugio, com a diferenca de que estas foram deixadas
incubando por mais um dia no refrigerador a aproximadamente 12 °C. Isso se deve ao fato
de que essas amostras, ao crescerem em uma temperatura mais baixa, requerem um
tempo de incubagdo mais prolongado para que se observe um crescimento bacteriano

ideal.

5.2 TESTE DE BIOPRECIPITACAO DE CARBONATO DE CALCIO

Apods o isolamento das diferentes bactérias, procedeu-se a realizacao de
testes para verificar a capacidade dessas bactérias de bioprecipitar carbonato de calcio.
Para isso, cada bactéria isolada foi cultivada em trés diferentes meios de cultura (Figura 9),
conforme procedimentos descritos por Marvasi; Davila-Vazquez; Martinez (2013) e Marvasi
et al. (2010).

1) Meio padrdo B4: Contendo 4 g L™ de extrato de levedura, 14 g L™ de agar
bacterioldgico, 2,5 mL L™" de solugéo de vermelho de fenol, 12,5 mL L™ de glicose a
40% e 25 mL L™ de acetato de calcio a 10% (Figura 9).

2) Meio acido B4 tamponado a pH 7: Composto por 4 g L™" de extrato de levedura, 12

g L™" de TRIS, 14 g L™ de agar bacteriologico, 2,5 mL L™ de solugao de vermelho
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de fenol, 12,5 mL L™" de glicose a 40%, 25 mL L™ de acetato de calcio a 10%, pH
ajustado para 7 com HCI 1N (Figura 9).

3) Meio basico B4 tamponado a pH 8,2: Contendo 4 g L™" de extrato de levedura, 12 g
L™" de TRIS, 14 g L™ de agar bacteriologico, 2,5 mL L™ de solu¢do de vermelho de
fenol, 12,5 mL L™ de glicose a 40%, 25 mL L™ de acetato de calcio a 10%, pH
ajustado para 8,2 com HCI 1N (Figura 9).

Figura 9 — Meios de cultura teste: B4 (padréo); B4 acido; B4 alcalino

Fonte: Autora, 2024.

Cada bactéria isolada foi inoculada nos trés meios de cultura mencionados
(Figura 10). As placas de Petri foram incubadas em condigdes de temperatura especificas,
conforme o local de origem da amostra de pedra de onde a bactéria foi isolada, mantendo-
se as temperaturas de incubacao utilizadas no processo inicial de isolamento: 12°C para
as amostras de Ulmann Point (UP) e Refugio, e 24°C para as amostras de Fumarole Bay
(FB).
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Figura 10 —Processo de inoculagao das bactérias isoladas nos meios de cultura teste
(B4, B4 acido e B4 alcalino)

a) b)
Fonte: Autora, 2024.

Durante o periodo de incubacgao, foi realizado um monitoramento periédico
das placas para observar o desenvolvimento e as alteracbes nos meios de cultura. As
observagbes foram realizadas nos seguintes intervalos: 3 dias apos a inoculagao, 7 dias
apo6s a inoculacéao e, por fim, 10 dias apds a inoculacdo. Durante estas avaliacdes, foram
analisadas possiveis mudangas no meio de cultura, como variagao de cor, e o aparecimento
de cristais na superficie das coldnias bacterianas.

Para a analise das placas, foi utilizado um estereoscépio (Carl Zeiss Stemi
305) o que permitiu a observacdo detalhada da formagao de cristais na superficie das
colénias bacterianas. Além disso, foi possivel correlacionar a formagéao dos cristais com
alteragdes de cor nos diferentes meios de cultura, indicando a capacidade das bactérias de

induzir a precipitagao de carbonato de calcio em diferentes condi¢gbes de pH.

5.3 CONFIRMAGCAO DA PRESENCA DE CARBONATO DE CALCIO

Apods o periodo de incubagao de 10 dias, durante o qual ja era possivel

visualizar a formacgao de cristais na superficie do biofilme bacteriano, foram realizados dois
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testes para confirmar a presencga de carbonato de calcio: um para identificar a presenga do

ion carbonato e outro para detectar o calcio.

5.3.1 Teste de Presenca de Carbonato

O primeiro teste consistiu na adicdo de acido cloridrico (HCI) diretamente
nas placas onde se evidenciava a maior formagao de cristais. Utilizando uma pipeta
Pasteur, aplicou-se uma pequena quantidade de HCI 0.1N na area da placa com maior
concentragao de cristais visiveis. A formag¢ao imediata de bolhas (efervescéncia) na regiao
em contato com o acido indicou a presenca de carbonato de calcio, como € descrito por

Marvasi; Davila-Vazquez; Martinez (2013) e Marvasi et al. (2010).

5.3.2 Teste de Presenca de Calcio (MEV)

Para confirmar a presencga de calcio, os cristais formados pelas bactérias
foram analisados com um microscopio eletronico de varredura (MEV) (Zeiss EVO-
MA10) acoplado a um detector de espectroscopia de dispersao de energia (EDS) (INCA x-
act da Oxford Instrument modelo 51-ADD0048). Inicialmente, foi necessario recuperar os
cristais formados no biofilme bacteriano, conforme procedimentos descritos por Marvasi;
Davila-Vazquez; Martinez (2013). Para isso, o biofilme contendo os cristais foi
cuidadosamente coletado utilizando uma alga bacterioldgica de ponta redonda (Figura 9
(a)). Aamostra de bactérias e cristais foi depositada em um béquer de 150 mL contendo 80
mL de agua destilada. Esta solugao foi entdo aquecida por 20 minutos a uma temperatura
de 100°C (Figura 11 (b)). Apds o aquecimento, a solugéo foi filtrada fazendo uso de um
sistema de filtracdo a vacuo com discos de papel filtro, no qual os cristais ficaram retidos
(Figura 11 (c) e (d)). Essa etapa de recuperagao dos cristais, foi realizada no Laboratério

de Pesquisa G011, Jardim Universitario, Unila.

Figura 11 — Processo de recuperagao dos cristais formados no biofilme bacteriano: a)
Processo cuidadoso de extragao do biofilme bacteriano junto com os cristais formados; b)
Processo de aquecimento da amostra do biofilme com os cristais em agua destilada; c)

Cristais retidos no papel filtro, observados no estereoscopio
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Fonte: Autora, 2024.

Os discos de papel filtro contendo apenas os cristais foram secos em estufa
a 40 °C para garantir que a amostra estivesse completamente seca antes de serem
montados nos suportes especificos para analise no MEV. Cuidadosamente, os cristais
secos foram colocados nos suportes (Figura 12) e levados para o MEV acoplado ao
detector de Espectroscopia por energia dispersiva (EDS). Com o uso do microscépio de
varredura, foi possivel obterimagens detalhadas dos cristais formados, permitindo inclusive
a medigao do tamanho de alguns deles. Através do detector EDS, analisou-se a emisséo
de raios-X por dispersdo de energias na amostra de cristais, permitindo a identificagao
elementar das areas selecionadas e confirmando, assim, a presenga de calcio. Essa etapa
de analises no MEV acoplado ao detector EDS, foi realizada no laboratério de Microscopia

Eletrénica, Itaiputec, Unila.
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Figura 12 — Processo de recuperagao dos cristais formados: a) Processo de coleta e
traslado dos cristais para os suportes; b) Cristais colados nos suportes, prontos para a

analise no MEV

Fonte: Autora, 2024.

Apos a realizagdo da analise com o microscopio eletrénico de varredura
(MEV) acoplado ao espectrometro de dispersdao de energia (EDS) para confirmar a
presenga de calcio nas amostras de cristais, algumas amostras foram submetidas a um
processo adicional de metalizagao. Este processo consistiu na deposicédo de uma camada
de ouro-paladio com uma espessura de 6 a 9 nm, utilizando o equipamento SC7620
Quorum Mini Sputter Coater/Glow Discharge System. A metalizagcéo foi realizada para
melhorar a conducgao elétrica das amostras, o que é essencial para evitar o acumulo de
carga e, consequentemente, permitir a formacao de imagens de alta qualidade durante a
analise no MEV.

5.4 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS

5.4.1 |dentificagéo pela técnica de espectrometria de massas por ionizagao e dessorgao a
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS)

As bactérias isoladas das diferentes amostras de pedras foram
identificadas utilizando o sistema MALDI Biotyper Sirius One (Bruker). O processo de
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identificacdo envolveu a preparacdo das amostras bacterianas e a extragao de proteinas
para analise. Essa etapa foi realizada no Laboratério Ambiental, Itaipu. A seguir, detalham-
se os procedimentos realizados, conforme indica o Guia Rapido: Fluxo de Trabalho e
Procedimentos Operacionais. Bruker Daltonik GmbH, proporcionada pelo préprio MALDI
Biotyper (MALDI Biotyper, 2024):

5.4.1.1 Preparagéo das Amostras Bacterianas

Uma pequena porgéo de cada cultura bacteriana isolada foi retirada com
uma alca de inoculagao estéril e transferida para um tubo do tipo Eppendorf contendo 300
ML de agua grau HPLC. As amostras foram entdo homogeneizadas utilizando um agitador
tipo vortex por, pelo menos, um minuto, garantindo uma suspensao uniforme das células
bacterianas (MALDI Biotyper, 2024).

5.4.1.2 Extragdo de Proteinas

Apds a homogeneizagdo, foram adicionados 900 pL de etanol puro a
suspensao bacteriana, e a mistura foi agitada novamente no vortex por mais um minuto. A
seguir, os tubos do tipo Eppendorf contendo as amostras foram centrifugados a 13.000 rpm
por 2 minutos (Figura 13), sendo o sobrenadante cuidadosamente removido com uma
micropipeta. Este passo foi repetido uma vez mais para garantir a remogao completa da
solucao etandlica (MALDI Biotyper, 2024).

Figura 13 — Amostras prontas para serem centrifugadas

Fonte: Autora, 2024.
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Com o pellet bacteriano resultante, foi realizada a extracdo de proteinas
adicionando 50 pL de acido formico a 70% ao tubo Eppendorf, seguido de agitacdo no
vortex até completa homogeneizagdo. Em seguida, foram adicionados 50 pL de acetonitrila,
e a mistura foi novamente agitada no voértex. Para garantir a separagdo adequada das
proteinas, as amostras foram centrifugadas por 2 minutos a 13.000 rpm, obtendo-se assim

o extrato proteico de cada bactéria (MALDI Biotyper, 2024).

5.4.1.3 Aplicagéo na Placa de MALDI e Secagem

Apos a extracao, foi transferido 1uL de cada extrato proteico para uma
placa de MALDI limpa, depositando a amostra no local especifico correspondente na placa.
As amostras foram deixadas secar em temperatura ambiente controlada até que todo o
solvente evaporasse completamente. Quando as amostras estavam secas, foi adicionado
1uL de solugdo matriz IVD HCCA (a-ciano-4-hidroxicindmico) sobre cada amostra,
cobrindo-as cuidadosamente. A placa foi novamente deixada secar em temperatura
ambiente controlada até que a matriz cristalizasse sobre as amostras (Figura 14) (MALDI
Biotyper, 2024).

Figura 14 — Processo de secagem das amostras na Placa de MALDI

Fonte: Autora, 2024.
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5.4.1.4 Identificagdo pelo MALDI-TOF MS

Apods a secagem completa das amostras com a matriz, a placa foi inserida
no equipamento MALDI Biotyper Sirius One (Figura 15) para a classificagéo e identificacao
das bactérias. Através da técnica de espectrometria de massas por ionizagao e dessorgao
a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), os espectros de massa gerados foram
comparados com uma biblioteca de referéncia, permitindo a identificacdo precisa das

espeécies bacterianas com base no perfil proteico de cada isolado (MALDI Biotyper, 2024).

Figura 15 — Esquipamento MALDI Biotyper Sirius One (Bruker)

Fonte: Autora, 2024.

5.4.2 Identificagéo pelo Sistema VITEK® 2 COMPACT

As bactérias que ndo puderam ser diretamente identificadas na biblioteca
de referéncia do sistema MALDI Biotyper® sirius one ou que apresentaram um baixo escore
de identificacéo foram submetidas a analises adicionais. Os dados gerados pelo MALDI-
TOF MS foram transferidos para serem analisados em diferentes bancos de dados
alternativos, a fim de tentar obter uma identificacdo mais precisa. No entanto, para as
poucas bactérias que nao foram encontradas nos bancos de dados consultados, foi

realizado um novo tipo de analise utilizando o sistema VITEK® 2 COMPACT (Figura 16).
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Figura 16 — Esquipamento VITEK® 2 COMPACT
\ ' |

Fonte: Autora, 2024.

Para o uso do sistema VITEK® 2 COMPACT, foi necessario inicialmente
realizar a coloragao de Gram nas amostras, a fim de determinar se as bactérias eram Gram-
positivas ou Gram-negativas e, assim, seguir o protocolo apropriado para cada caso. As
bactérias identificadas como Gram-negativas (GN) foram preparadas conforme o
procedimento indicado no manual com as informagdes dos produtos VITEK® 2 Systems
(bioMérieux, 2013):

- Foram transferidos assepticamente 3,0 mL de solugéo salina estéril (NaCl
aquoso a 0,45% a 0,50%, pH 4,5 a 7,0) para um tubo de ensaio de plastico transparente

(poliestireno) de 12 mm x 75 mm (Figura 17) (bioMérieux, 2013).

Figura 17 — Processo de transferencia dos 3,0 mL da solugdo salina estéril (NaCl)

para os tubos de ensaio

Fonte: Autora, 2024.
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- Com uma zaragatoa estéril, foi transferido um numero suficiente de
colonias bacterianas para o tubo contendo a solugdo salina preparada, formando uma

suspensao homogénea de microrganismos (Figura 18) (bioMérieux, 2013).

Figura 18 — Processo de coleta da amostra da batéria

Fonte: Autora, 2024.

- A densidade da suspensao foi ajustada para corresponder ao padrao
McFarland N.° 0,50 a 0,63, utilizando o dispositivo VITEK® 2 DensiCHEK™ Plus calibrado
(bioMérieux, 2013) (Figura 19).

Figura 19 — Processo de ajuste da densidade com ajuda do VITEK® 2 DensiCHEK™

Plus calibrado

Fonte: Autora, 2024.
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ApOs a preparagao, os tubos com as suspensdes bacterianas e as cartas
GN foram colocados no Cassete VITEK® 2 COMPACT (Figura 20). O Cassete foi entdo
inserido no sistema VITEK® 2 COMPACT (Figura 14) para iniciar o processo automatizado
de classificacado e identificacdo das bactérias, proporcionando uma identificacdo mais
precisa das amostras que ndo puderam ser classificadas pelo método MALDI-TOF MS
(bioMérieux, 2013).

Figura 20 — Cartas GN sendo colocadas no Cassete VITEK® 2 COMPACT

Fonte: Autora, 2024.

Para as bactérias identificadas como Gram-positivas (GP) apds a coloragao
de Gram, foi seguido um protocolo distinto de preparacéo e identificagdo utilizando o
sistema VITEK® 2 COMPACT, comparado ao das bactérias Gram-negativas (GN). A
principal diferengca esta na densidade bacteriana, que deve ser ajustada ao padrao
McFarland N.° 2,70 a 3,30, em vez do padréao 0,50 a 0,63 utilizado para GN (Figura 21),
devido a maior espessura da parede celular das Gram-positivas. Além disso, foi utilizada a
Carta BCL (Bacillus, Corynebacterium, Lactobacillus), projetada especificamente para
grupos de Gram-positivas, contendo substratos e testes bioquimicos otimizados para suas
caracteristicas metabdlicas. Apds ajustar a densidade, as suspensdes bacterianas em
solucgéo salina estéril (NaCl 0,45%-0,50%, pH 4,5-7,0) foram inseridas, juntamente com as
cartas BCL, no Cassete VITEK® 2 COMPACT, permitindo a leitura automatizada das
reagdes bioquimicas e a identificacdo precisa dessas bactérias, adaptando-se as suas

particularidades em relagéo as Gram-negativas (bioMérieux, 2013).
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Figura 21 — Tabela especificando a densidade do inéculo de acordo com o padréo

McFarland, dependendo da carta e do microrganismo a serem identificados

1,80-2,20

Fonte: Autora, 2024.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 ISOLAMENTO DE BACTERIAS ENDOLITICAS

O processo de isolamento de bactérias endoliticas resultou na obtengao de
um total de 48 isolados bacterianos das diferentes amostras de pedras coletadas na
Antartica (Figura 22). De modo geral, observou-se um crescimento bacteriano limitado nas
placas de Petri, indicando que o numero de microrganismos endoliticos presentes nas
amostras pode ser relativamente baixo, ou que as condi¢cdes de cultivo ndo foram ideais

para a proliferagdo de um maior numero de espécies.

Figura 22 — Placas Petri com as 48 bactérias isoladas das diferentes amostras de pedra

Fonte: Autora, 2023.

A seguir, detalha-se mais a respeito do isolamento das bactérias em cada

amostra de pedra:

6.1.1 Bactérias isoladas da Amostras de pedra de Ulmann Point (UP)

A maioria dos isolados (28) foi obtida das amostras de pedras provenientes
de Ulmann Point. O crescimento bacteriano mais expressivo nestas amostras foi observado
nas placas onde os fragmentos de pedra foram diretamente colocados em meio sélido (NA
com nistatina). Por outro lado, as placas inoculadas com as diluigbes seriadas dos meios
liquidos apresentaram um crescimento bacteriano insignificante. Em muitas destas placas,
nao houve o desenvolvimento de colbnias, e nas poucas que apresentaram crescimento,
as colénias exibiram caracteristicas morfolégicas muito semelhantes as das colénias

isoladas diretamente dos fragmentos de pedra. Entretanto, foi nas amostras de UP que se
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observou uma maior diversidade morfoldgica entre as coldnias isoladas, com variagdes
evidentes de cor e forma, incluindo colbnias de cores diferentes, como amarelo, laranja e

branco (Figura 23).

Figura 23 — Bactérias crescidas ao redor dos fragmentos de pedra
correspondentes as amostras de UP. E possivel observar diferencias morfoldgicas

como variagdes de cor e forma

Vedvas VR,
b3/08 | 2073 i‘;?:

Fonte: Autora, 2023.

6.1.2 Bactérias isoladas da Amostras de pedra do Refugio

Das amostras de pedra coletadas no Refugio, foram isoladas 11 bactérias.
Assim como em UP, o crescimento bacteriano foi mais notavel nas placas onde os
fragmentos de pedra foram diretamente inoculados no meio sélido. As placas com diluiges
seriadas ndo apresentaram variedade de crescimento significativo (Figura 25) e, em
algumas, ndao houve desenvolvimento de colénias. Nas poucas placas que exibiram
crescimento, as colénias eram morfologicamente similares as observadas nas placas de
fragmentos. No entanto, também nas amostras do Refugio, foi possivel isolar bactérias com
caracteristicas morfolégicas claramente distintas, como diferengcas de cor e textura,
indicando uma relativa diversidade microbiana. Assim como em UP, observou-se uma
variagado de cores entre as coldnias, incluindo tons amarelados e esbranquigados (Figura
24).

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



43

Figura 24 — Bactérias crescidas ao redor dos fragmentos de pedra
correspondentes as amostras do Reflgio. E notavel a diferencia de diversidade de
crescimento entre as placas, tendo em conta que contém fragmentos da mesma
amostra de pedra: a) Nessa placa é possivel observar o crescimento de poucas
colénias mais com as mesmas caracteristicas morfologicas; b) Por outro lado
nessa placa tem um crescimento bacteriano consideravel, é possivel observar

colénias com diferencias morfologicas evidentes como cor e forma

Fonte: Autora, 2023.

Figura 25 — Colbnias de bactérias crescidas na placa correspondente a diluicdo de 1072
Pelas caracteristicas morfolégicas observadas, parece que apenas um tipo de bactéria

cresceu nesta placa

Fonte: Autora, 2023.
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6.1.3 Bactérias isoladas da Amostras de pedra de Fumarole Bay (FB)

Apenas 9 isolados foram obtidos das amostras de pedra de Fumarole Bay.
Diferente das amostras de UP e Refugio, nas amostras de FB, todas as colénias isoladas
apresentaram caracteristicas morfoldégicas muito semelhantes, com colbénias de aparéncia
uniforme, geralmente de cor esbranquicada e com bordas lisas. Nao foram observadas
variagbes significativas de cor ou morfologia nas colénias provenientes das diluicdes
seriadas em comparagdo com aquelas isoladas diretamente dos fragmentos de pedra
(Figura 26). Este resultado sugere uma menor diversidade bacteriana nas amostras de FB
ou uma predominancia de uma unica espécie adaptada as condicbes extremas deste

ambiente.

Figura 26 — Crescimento de bactérias ao redor dos fragmentos de pedra correspondentes

a amostra de FB

Fonte: Autora, 2023.

Embora o numero total de isolados tenha sido relativamente baixo, as
amostras de UP e Refugio apresentaram maior diversidade morfoldgica entre as colénias
bacterianas isoladas (Figura 23, 24 e 27). Em contraste, nas amostras de FB, as col6nias
isoladas eram morfologicamente muito semelhantes, sugerindo a presenga de uma
comunidade bacteriana mais homogénea ou menos diversificada. As placas inoculadas
com diluicdes seriadas dos meios liquidos, por sua vez, ndo se mostraram eficazes para o
isolamento de novas morfologias, ja que as coldnias crescidas eram morfologicamente
semelhantes as dos fragmentos de pedra, sem apresentar caracteristicas diferenciadas.

Em alguns casos, as placas de diluicbes sequer apresentaram crescimento, reforgando a
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hipétese de que a concentragdo de microrganismos liberados nos meios liquidos era
insuficiente para gerar uma diversidade significativa. Esses resultados destacam a
importancia de otimizar as condi¢des de cultivo e isolamento para maximizar a recuperagao

de uma maior diversidade de microrganismos desses ambientes extremos.

Figura 27 — Bactérias isoladas

Fonte: Autora, 2023.

6.1.4 Bactérias Previamente Isoladas nas Mesmas Regides das Amostras de Pedra

6.1.4.1 Bactérias aisladas da llha Deception

A llha Deception, localizada na Antartica, € mundialmente conhecida por
suas condicdes extremas, representando um dos ambientes mais desafiadores do planeta.
No entanto, mesmo em meio a esse cenario indspito, foram identificadas diversas bactérias
altamente adaptadas, capazes de prosperar em condi¢gdes severas (Marquez; Blamey,
2019). Entre essas bactérias destacam-se espécies do género Geobacillus, famosas por
sua habilidade de degradar hidrocarbonetos e produzir biossurfactantes (Schultz et al,,
2022; Silva et al., 2022), e Bacillus, que apresentam adaptagdes tanto a temperaturas frias
quanto a condigdes de calor intenso (Llarch et al., 1997).

Além disso, foram isoladas Pseudomonas, microrganismos notaveis pela
sua versatilidade na degradag¢ao de compostos organicos, e arqueias, que habitam regides

com gradientes extremos de temperatura e salinidade (Carrasco et al., 2023). Em Fumarole
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Bay, uma area especifica da Ilha Deception, a cepa termofilica Geobacillus LEMMJ02 foi
isolada (Schultz et al., 2019), demonstrando uma capacidade excepcional de fixacao de
carbono e resisténcia a condigbes extremas. Juntamente com ela, varias cepas de Bacillus
também foram encontradas, revelando seu potencial biotecnologico significativo, com
aplicagdes em biorremediagao, produgao de enzimas e estudos evolutivos (Schultz et al.,
2019; Schultz et al., 2022).

Inclusive, foram encontradas bactérias especificamente nas rochas
vulcanicas dessa zona. Além das Cyanobacteria, que sdo os organismos endoliticos mais
amplamente distribuidos, foram identificadas Proteobacteria e Actinobacteria, ambas
desempenhando papéis cruciais ha adaptagdo aos ambientes hostis da llha Deception. As
Proteobacteria sao conhecidas por sua versatilidade metabdlica e capacidade de degradar
uma ampla gama de compostos orgéanicos, o que as torna importantes para processos de
biorremediacao. As Actinobacteria, por outro lado, sdo reconhecidas por sua habilidade de
produzir compostos bioativos, incluindo antibidticos e enzimas industriais, demonstrando

seu enorme potencial biotecnoldgico (Hidalgo-Arias et al., 2023).

6.1.4.2 Bactérias aisladas da llha Rei George

A llha King George, situada na regiao maritima da Antartica, é reconhecida
por abrigar uma impressionante diversidade microbiana, adaptada as rigorosas condi¢des
extremas de seu ambiente. Estudos realizados na ilha revelaram uma variedade notavel de
bactérias, demonstrando como esses microrganismos se ajustam para sobreviver em
climas severos.

Nos sedimentos costeiros da Maxwell Bay, por exemplo, foram identificadas
bactérias produtoras de proteases, pertencentes aos filos Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes e Proteobacteria, com destaque para géneros como Bacillus, Flavobacterium
e Lacinutrix. Essas bactérias desempenham um papel fundamental na decomposicéao do
nitrogénio organico presente nos sedimentos, reforcando sua importancia no ciclo de
nutrientes desses ecossistemas unicos (Zhou et al., 2013).

Além disso, um estudo conduzido na Peninsula Fildes identificou 26
filétipos de bactérias cultivaveis, distribuidos em trés clados principais, sugerindo que a
historia de colonizagdo da Antartica e a classificacdo das espécies influenciam diretamente

a diversidade microbiana. Ja em um lago perioddico da llha King George, as Actinobacteria
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foram as mais abundantes, representando 45% dos isolados, apesar de constituirem
apenas 4% da comunidade total. Esse cenario se alterou significativamente com a adicao
de escoamento, resultando no aumento das Firmicutes e na diminui¢ao das Cyanobacteria,
demonstrando o impacto de fatores ambientais na dindmica bacteriana (Tomasz Krucon;
Dziewit; Drewniak, 2021).

A diversidade bacteriana na ilha também inclui microrganismos adaptados
a condigbes extremas, como os encontrados no estudo de Lopes et al. (2024). Nele, 215
microrganismos foram isolados de amostras de solo, musgo, permafrost e sedimentos
marinhos, com 118 identificados molecularmente. Desses, 24 cepas mostraram resisténcia
a congelacao, incluindo espécies de Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Cryobacterium sp.
e Acinetobacter sp. Essas bactérias produzem proteinas anticongelantes (AFP), que
alteram a estrutura do gelo, reduzindo seu ponto de congelamento e inibindo a
recristalizagdo, o que reforga sua incrivel adaptabilidade e valor biotecnoldgico (Lopes et
al., 2024).

Outro estudo notavel, realizado por Gonzalez-Rocha et al. (2017), destacou
a riqgueza de Actinobacteria nos sedimentos marinhos da ilha. Foram isoladas 45 cepas,
principalmente dos géneros Streptomyces, Nocardiopsis e Micromonospora, que
demonstraram  significativa atividade antimicrobiana contra patégenos como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sublinhando seu potencial para o
desenvolvimento de novos antibiéticos (Gonzalez-Rocha et al., 2017).

A riqueza microbiana da llha King George, composta por bactérias
altamente adaptadas e com ampla gama de capacidades biotecnoldgicas, continua a
surpreender os pesquisadores. A exploracdo continua dessas espécies oferece
oportunidades valiosas para aplicagbes em biotecnologia e novos insights sobre a

sobrevivéncia em condigbes extremas.

6.2 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS

6.2.1 Identificagédo pelo sistema MALDI Biotyper® Sirius One

O sistema MALDI Biotyper® sirius one € uma ferramenta avangada para a
identificacdo de microrganismos baseada em espectrometria de massas MALDI-TOF

(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight). Ele funciona analisando o perfil
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proteico de cada bactéria e comparando-o com um banco de dados de referéncia,
permitindo identificar com precisdo a espécie bacteriana em minutos. O sistema utiliza
tecnologia de laser smartbeam™ para ionizar as proteinas bacterianas, gerando um
espectro de massas unico que é comparado com uma biblioteca para obter o resultado
(“MALDI Biotyper® sirius one System”, 2024; Mellmann et al., 2009; Wan et al., 2023).

A importancia do seu uso na identificagao bacteriana reside na capacidade
de fornecer resultados rapidos e confiaveis, mesmo com amostras complexas, facilitando a
tomada de decisbes em investigagbes microbiologicas. Neste estudo, gragcas ao MALDI
Biotyper® sirius one, foram identificadas 33 cepas bacterianas das amostras isoladas, das
quais 22 obtiveram uma pontuacao superior a 2. Este score indica uma identificacao

confiavel a nivel de espécie (Figura 28).

Figura 28 — Sistema de pontuagao, onde: - Um score superior a 2.0 sugere uma
identificacao precisa a nivel de espécie; - Entre 1.7 e 2.0 sugere uma identificagcao

confiavel a nivel de género; - Inferior a 1.7 indica que a identificagao € duvidosa ou falha

Meaning of log(score) Values

for Sample Type Sample

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 High Confidence Identification (+++) green
1.70-1.99 Low Confidence Identification (+) yellow

0.00-1.69 _ (_) rec

Fonte: (Bruker MALDI Biotyper Identification Results, 2024)

Para as bactérias que ndo puderam ser identificadas diretamente na
biblioteca de referéncia do sistema MALDI Biotyper® sirius one (marcadas em vermelho) e
aquelas com um score mais baixo (amarelo), foram realizadas analises adicionais. Os
espectros de massas gerados pelo MALDI-TOF MS foram analisados na base de dados
MicrobeNet. Como resultado, das 15 bactérias que inicialmente ndo foram identificadas na
biblioteca de referéncia (score vermelho), 8 foram identificadas com sucesso na base de
dados MicrobeNet. Além disso, para as bactérias com score intermediario (amarelo), a
identificacao foi confirmada pela mesma base de dados (MicrobeNet), muitas vezes com

um score superior, validando assim os resultados obtidos inicialmente.
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A seguir, sdo apresentados os resultados do processo de identificagdo das
bactérias isoladas de cada amostra de pedra: UP, FB e Refugio. Incluindo tanto as
identificacbes realizadas pela biblioteca de referéncia do sistema MALDI Biotyper® sirius
one quanto aquelas obtidas a partir da base de dados MicrobeNet, utilizando os espectros
de massas gerados pelo MALDI-TOF MS. Vale destacar que todas as bactérias foram
nomeadas e numeradas conforme a amostra de origem antes da identificagdo. Por
exemplo, os isolados de Ulmann Point (UP) foram designados como UP1, UP2, UP3, e
assim sucessivamente, até UP28. O mesmo sistema foi aplicado as amostras de Fumarole
Bay (FB) e Refugio, nomeando as bactérias como FB1, FB2, etc., e R1, R2, etc., de acordo

com o total isolado de cada local.

6.2.1.1 Bactérias identificadas das amostras de pedra de Ulmann Point (UP)

Durante o processo de isolamento das bactérias das amostras de pedra de
Ulmann Point (UP), muitas apresentavam caracteristicas morfolégicas semelhantes. A
tabela a seguir (Tabela 1) apresenta os resultados da identificagdo das bactérias isoladas
das amostras de pedras de Ulmann Point (UP) utilizando o sistema MALDI Biotyper® sirius

one.

Tabela 1 — Bactérias de Ulmann Point identificadas com o sistema MALDI Biotyper® sirius

one
Cadigo Inicial Bactéria Identificada
UP1 e UP6 Arthrobacter psychrolactophilus
upP2 Arthrobacter stackebrandtii

UP3, UP4, UP5, UP7, UP9, UP10, UP14, | Pseudomonas frederiksbergensis
UP15, UP16, UP18, UP19, UP21, UP22,
UP23, UP25, UP27 e UP28

UP8 Pseudarthrobacter chlorophenolicus
UP17 Pseudomonas libanensis
uUP24 Pseudomonas fluorescens

Fonte: Autora, 2024.
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6.2.1.2 Bactérias identificadas das amostras de pedra do Refugio

Assim como nas amostras de Ulmann Point (UP), varias das bactérias
isoladas das pedras do Refugio apresentavam morfologias muito semelhantes. Apds a
identificacao, verificou-se que algumas dessas bactérias pertenciam a mesma espécie
(Tabela 2).

Tabela 2 — Bactérias do Refugio identificadas com o sistema MALDI Biotyper® sirius one

Cadigo Inicial Bactéria Identificada

R1 Brevundimonas intermedia
R4 Cytobacillus horneckiae
R5 e R8 Bacillus thuringiensis

R6 Paenibacillus tylopili

R7 Bacillus cereus

R9 e R10 Bacillus wiedmannii

R11 Niallia circulans

Fonte: Autora, 2024.

6.2.1.3 Bactérias identificadas das amostras de pedra de Fumarole Bay (FB)

Nas amostras de Fumarole Bay (FB), conforme ja discutido no processo de
isolamento, ndo foram observadas muitas diferengas morfoldgicas entre as bactérias. As
colbnias apresentavam cor e forma muito semelhantes. Apds a identificagao, foi confirmado
que todas as 9 bactérias isoladas pertenciam a mesma espécie, Stenotfrophomonas
rhizophila (Tabela 3). Essa identificagao foi realizada através dos espectros de massas
gerados pelo MALDI-TOF MS e analisados na base de dados MicrobeNet. O uso dessa
ferramenta foi essencial, ja que na biblioteca referencial do MALDI Biotyper® sirius one as
bactérias obtiveram um score baixo (vermelho), possivelmente porque essa espécie nao

estava incluida na biblioteca.
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Tabela 3 — Bactérias de Fumarole Bay identificadas com o sistema MALDI Biotyper®

sirius one
Cadigo Inicial ‘ Bactéria Identificada
FB1, FB2, FB3, FB4, FB5, FB6, FB7, | Stenotrophomonas rhizophila

FB8 e FB9
Fonte: Autora, 2024.

6.2.2 ldentificagcédo pelo Sistema VITEK® 2 COMPACT

As sete bactérias que nao puderam ser identificadas pelo sistema MALDI
Biotyper® Sirius One, nem encontradas na base de dados MicrobeNet: UP11, UP12, UP13,
UP20, UP26, R2 e R3; foram submetidas a uma analise adicional utilizando o sistema
VITEK® 2 COMPACT. Esse sistema automatizado € amplamente utilizado em microbiologia
clinica para identificar com precisao bactérias e fungos, baseado em perfis bioquimicos. Ele
avalia a reagdo dos microrganismos em 64 ensaios bioquimicos, comparando os perfis
gerados com uma extensa base de dados, oferecendo resultados rapidos e precisos,
mesmo para organismos nao identificados por outros métodos (Ochiuzzi et al., 2014,
Torrecillas et al., 2020; “VITEK® 2 Compact’, [s.d.])

Para iniciar o processo de identificagdo das bactérias no sistema VITEK®
2 COMPACT, a coloracao de Gram foi um passo essencial. Esse procedimento é importante
porque define a metodologia subsequente, uma vez que as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas possuem diferentes caracteristicas bioquimicas. Apds a coloragao, 4 das

7 bactérias foram classificadas como Gram-negativas, e 3 como Gram-positivas (Tabela 4).

Tabela 4 — Classificacdo das bactérias a serem analisadas pelo sistema VITEK® 2

COMPACT, pelo método de coloragcao de Gram

Cédigo Inicial Classificagao
UP11 Gram-positivas
UP12 Gram-positivas
UP13 Gram-positivas
uUP20 Gram-negativas
UP26 Gram-negativas
R2 Gram-negativas
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R3 Gram-negativas
Fonte: Autora, 2024.
Para as Gram-negativas, foi utilizada a carta GN, e a densidade da

suspensao foi ajustada ao padrdao McFarland N.° 0,50 a 0,63, essencial para garantir uma
quantidade uniforme de células bacterianas, facilitando a correta leitura bioquimica. A
densidade padronizada assegura que a quantidade de células em cada teste seja suficiente
para gerar reagdes confiaveis nas diferentes cartas bioquimicas utilizadas pelo sistema. No
caso das bactérias Gram-positivas, foi seguida a metodologia apropriada, usando a carta
BCL e ajustando a densidade ao padrao McFarland N.° 2,70 a 3,30, garantindo preciséo na
identificagao.

Apds a analise das bactérias pelo sistema VITEK® 2 COMPACT, os
resultados indicaram que UP11, UP12 e UP13 correspondiam a espécie Alicyclobacillus
acidoterrestris/acidocaldarius, com excelente nivel de confianca. No entanto, essa
identificacdo foi considerada uma classificagcdo taxonémica pseudo-multiopcional,
sugerindo a necessidade de testes adicionais, como o teste de crescimento a 60-63°C, para
diferenciar as duas espécies.

As cepas identificadas como UP20 e UP26 apresentaram resultados muito
semelhantes, com baixa discriminagao, sugerindo que poderiam pertencer a dois ou trés
grupos taxondémicos, especificamente Aeromonas salmonicida ou Oligella ureolytica. O
sistema VITEK® 2 COMPACT recomendou a realizagao de testes adicionais, como os de
urease e DNAse, para confirmar a identificagcdo. Se a bactéria for Aeromonas salmonicida,
nao mostrara atividade ureolitica, mas apresentara resultados positivos no teste de DNAse.
Por outro lado, se for Oligella ureolytica, sera positiva para o teste de urease e negativa
para o teste de DNAse.

Por fim, as cepas R2 e R3 apresentaram resultados com excelente grau de

confianga, identificadas como Sphingomonas paucimobilis.

Tabela 5 — Bactérias identificadas com o sistema VITEK® 2 COMPACT

Caddigo Inicial Bactéria Identificada

UP11, UP12 e UP13 Alicyclobacillus
acidoterrestris/acidocaldarius

UP20 e UP26 Aeromonas salmonicida ou Oligella
ureolytica

R2 e R3 Sphingomonas paucimobilis
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Fonte: Autora, 2024.

Mesmo com os bons resultados de identificacdo proporcionados pelos
sistemas MALDI Biotyper® Sirius One e VITEK® 2 COMPACT, ambos apresentando scores
e niveis de confianga satisfatorios, € necessario complementar essas identificagdes com
outras analises, especialmente ao identificar bactérias a nivel de espécie. A sequenciagao
genética é fundamental, pois permite confirmar a identificagdo ao nivel molecular,
garantindo precisdo ao analisar o DNA bacteriano. Além disso, seria interessante criar e
avaliar dendrogramas, que auxiliariam na visualizagdo das relagdes filogenéticas entre as

bactérias isoladas, proporcionando uma analise evolutiva mais detalhada.

6.3 CARACTERISTICAS E CONSIDERACOES DAS BACTERIAS IDENTIFICADAS

As bactérias identificadas apresentam uma diversidade de espécies,
muitas das quais sao adaptadas a climas frios. Espécies como Arthrobacter
psychrolactophilus, Pseudomonas frederiksbergensis e Pseudarthrobacter
chlorophenolicus sao conhecidas por habitar ambientes polares, mostrando uma notavel
capacidade de adaptagéo a condi¢des extremas de temperatura (Binish Mechirackal Balan
et al., 2018; Kallayanee Naloka et al., 2024; Wang et al., 2009). A maioria dessas bactérias
€ psicrofila ou psicrotrofica, ou seja, cresce bem em temperaturas baixas. Além disso,
algumas dessas espécies, como Bacillus cereus, € reconhecida por sua atividade ureolitica,
e capacidade de bioprecipitar de carbonato de calcio, caracteristicas ideais para seu uso
em diferentes industrias, inclusive na industria cosmética (Xu et al., 2023; Yang et al., 2022).
No entanto, € importante levar em consideracéo que Bacillus cereus é conhecido por causar
intoxicacdes alimentares e infec¢des oportunistas (Lentz et al., 2018).

Portanto, além do potencial biotecnoldgico, € importante considerar o risco
patogénico de algumas dessas espécies ao utiliza-las em aplicagbes industriais. Por
exemplo, Aeromonas salmonicida € um patégeno de peixes que também pode afetar
humanos imunocomprometidos (Almeida et al., 2023). O género Pseudomonas, inclui
varias espécies patogénicas. Pseudomonas aeruginosa, uma das mais conhecidas, é um
patégeno oportunista que causa infecgdes graves, especialmente em pessoas com sistema
imunolégico debilitado (Bush; Vazquez-Pertejo, 2022). Embora Pseudomonas fluorescens

seja principalmente ambiental, existem casos raros em que foi associada a infecgdes
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humanas, tornando o género digno de atengdo em termos de biossegurancga (Scales et al.,
2014). Por outro lado, o género Arthrobacter € geralmente considerado n&o patogénico,
sendo predominantemente ambiental, com pouca ou nenhuma associagdo a doengas
humanas (Li et al., 2021). Sua principal relevancia esta no uso biotecnologico, dada a sua
versatilidade metabdlica e capacidade de sobrevivéncia em ambientes extremos (Ganzert
et al., 2010; Wang et al., 2009). No género Stenotrophomonas, embora também seja
conhecido por possuir espeécies principalmente ambientais, observa-se a espécie
Stenotrophomonas maltophilia, um patégeno oportunista em ambientes hospitalares
(Rodrigues; Gioia; Rossi, 2011).

A tabela a seguir apresenta uma pesquisa detalhada na qual foram
buscados artigos que evidenciam a presenga de cada uma das bactérias identificadas em
climas frios. Destaca-se que, durante a pesquisa, foram encontrados artigos que confirmam
a ocorréncia de varias dessas bactérias na Antartica, local de onde foram extraidas as
amostras das quais as bactérias foram isoladas. Além disso, também foram encontrados
estudos interessantes que relatam a presenca de algumas dessas espécies em ambientes
com temperaturas extremamente baixas, semelhantes as condigdes encontradas na

Antartica, reforcando a adaptacido dessas bactérias a climas polares e extremos.

Tabela 6 — Evidéncias de climas onde podem ser encontradas as diferentes bactérias

identificadas
Bactéria Evidéncia de crescimento em Referéncias
ambientes frios
Arthrobacter psychrolactophilus SIM** (Wang et al., 2009), (Shen et
al., 2021)
Arthrobacter stackebrandltii SIM (Ganzert et al., 2010)
Pseudomonas SIM* (Binish Mechirackal Balan et
frederiksbergensis al., 2018)
Pseudarthrobacter SIM (Kallayanee Naloka et al.,
chlorophenolicus 2024)
Pseudomonas libanensis SIM (Souza-Alonso et al., 2021),
(Mai-Prochnow et al., 2016)
Pseudomonas fluorescens SIM** (Reddy, 2004)
Brevundimonas intermedia NAO (Huang et al., 2022)
Cytobacillus horneckiae NAO (Zammuto et al., 2021)
Bacillus thuringiensis SIM** (Forsyth; Logan, 2000),
(Prabhakar; Bishop, 2011)

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



55

Paenibacillus tylopili SIM* (Yadav et al., 2015)
Bacillus cereus SIM** (Timmery; Hu; Mahillon, 2011)
Bacillus wiedmannii SIM* (Wu et al., 2019)
Niallia circulans NAO (Srivastava; Dafale, 2023)
Stenotrophomonas rhizophila SIM* (Chen, 2014)
Alicyclobacillus NAO (Groenewald; Gouws;
acidoterrestris/acidocaldarius Witthuhn, 2009)
Aeromonas salmonicida SIM (Long et al., 2023)
Sphingomonas paucimobilis SIM (Rob Van Houdt et al., 2008)

(**) — Bactérias encontradas na Antartica
(*) — Bactérias encontradas em climas parecidos com a Antartica
Fonte: Autora, 2024.

6.4 CAPACIDADE DE BIOPRECIPITACAO DE CARBONATO DE CALCIO PELAS
BACTERIAS ISOLADAS

6.4.1 Formacao de Cristais e Mudancgas de Cor no Meio de Cultura

Os resultados dos testes para avaliar a capacidade de bioprecipitagao de
carbonato de calcio pelas bactérias endoliticas isoladas foram bastante variados e
satisfatérios. Em 45 das 48 bactérias testadas, observou-se a formagao de cristais e uma
mudanca de cor no meio de cultura, indicando atividade ureolitica. O vermelho de fenal,
presente nos meios, € um indicador de pH que muda de cor conforme o ambiente se
alcaliniza ou acidifica, sendo utilizado justamente para confirmar a atividade ureolitica. O
aumento do pH foi observado nas bactérias que precipitaram carbonato de calcio,
mostrando que a alcalinizagdo, causada pela producdo de amoénio e carbonato através da
urease, foi o mecanismo que permitiu a formagao dos cristais (Figura 29) (Marvasi et al.,
2010; (Marvasi; Martinez; Davila-Vazquez, 2013).

Figura 29 — Mudancas de cor nos meios testes (B4, B4 Acido, B4 Alcalino): a) Meios teste

recém inoculados pelas bactérias; b) Meios apds aproximadamente 10 dias de incubagéao
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Fonte: Autora, 2024.

Apesar de a maioria das bactérias apresentar precipitacao de carbonato de
calcio, os resultados variaram entre elas. Nem todas as bactérias formaram cristais da
mesma forma, com diferencas de tamanho, forma, quantidade e até no meio em que
cresceram. Mesmo dentro do mesmo teste, algumas bactérias ndo formaram cristais em
todos os meios (B4, B4 acido e B4 alcalino). Em certos casos, observou-se acidificagdo do
meio (Figura 30), o que pode ser causado pela fermentagdo de agucares presentes no
meio, levando a producgdo de acidos organicos que baixam o pH, impedindo a precipitacdo
de carbonato (Caycedo Lozano; Corrales Ramirez; Trujillo Suarez, 2021). Esses resultados
indicam que o processo de bioprecipitacdo pode ser influenciado por multiplos fatores,

como a composi¢ao do meio e o metabolismo especifico de cada bactéria.

Figura 30 — Acidificagdo do meio

Fonte: Autora, 2024.
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Nos meios B4 e B4 alcalino, em geral, observou-se uma alcalinizagao
completa e formagao consideravel de cristais. A principal diferenga entre a formacao de
cristais nesses dois meios residia no fato de que, no meio B4, a maioria das placas
apresentava cristais predominantemente superficiais, formando-se principalmente na
superficie do biofilme (Figura 31 (a)). Em contraste, nas placas do meio B4 alcalino, a
maioria dos cristais formava-se mais no interior do biofilme (Figura 31 (c)). Além disso, os
cristais observados no meio B4 eram visivelmente maiores do que os cristais formados no
meio B4 alcalino. No entanto, apesar de os cristais no meio B4 alcalino serem menores,
observou-se uma quantidade significativamente maior de cristais formados nesse meio.

Outra diferenga notavel foi a textura dos cristais. No meio B4, os cristais se
apresentavam mais rugosos, com texturas menos uniformes (Figura 31 (a)). Em contraste,
no meio B4 alcalino, foram observados tanto cristais com superficies rugosas e menos
uniformes quanto cristais mais arredondados, com superficies mais lisas e uniformes.
Essas variagdes na textura e na localizagao dos cristais sugerem que as condigdes do meio
influenciam significativamente a morfologia e a precipitacéo dos cristais de carbonato de
calcio, afetando tanto o tamanho quanto a qualidade superficial dos mesmos (Liu et al.,
2023; Sandra Patricia Chaparro-Acufia et al., 2018).

Além disso, uma caracteristica em que os meios diferiram foi o crescimento
bacteriano. No meio B4, as bactérias cresceram vigorosamente em quase todas as placas,
enquanto, em muitas das placas do meio B4 alcalino, evidenciou-se um crescimento
bacteriano menos vigoroso. Isso pode ser atribuido justamente ao ambiente alcalino, que
exige mais energia para o metabolismo bacteriano, dificultando o crescimento ideal
(Jiménez-Delgadillo et al., 2018).

Por outro lado, no meio B4 acido, os resultados foram variados. Na maioria
das placas, observou-se uma alcalinizacdo completa, com o meio adquirindo um tom
vermelho intenso (Figura 29 (b)). No entanto, algumas placas mostraram pouco
crescimento bacteriano e uma acidificagdo mais acentuada, onde o meio ficou
completamente amarelo (Figura 30). Essa variagao pode estar relacionada as diferentes
respostas das bactérias as condicdes acidas do meio. A formacao de cristais nos meios B4
acidos nao foi tao evidente como no meio B4 padrdo. As bactérias nos meios B4 acidos
produziram significativamente menos cristais em comparagdo com os outros meios (B4 e
B4 alcalino). Os cristais formados nos meios acidos caracterizavam-se por serem menores,
com uma textura e forma mais uniforme (Figura 31 (b)). Em contraste, os cristais formados

nos outros meios apresentavam maior variagdo em tamanho e textura, destacando-se
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cristais com uma aparéncia mais rugosa, menos uniforme e menos arredondada.

Figura 31 — Cristais precipitados pela bactéria FB1: a) Cristais formados em meio B4; b)

Cristais formados em meio B4 acido; c¢) Cristais formados em meio B4 alcalino

c)
Fonte: Autora, 2024.

A seguir, é apresentada uma tabela onde foram registrados os resultados
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do teste de bioprecipitacdo de carbonato de calcio com cada uma das bactérias isoladas
(Tabela 7). Nesta tabela, foram anotadas as observagdes sobre as mudangas de cor no
meio de cultivo, assim como os niveis de formacgao de cristais observados em cada caso.
As variacoes de cor refletem a alteracdo no pH do meio causada pela atividade metabdlica
das bactérias, enquanto os niveis de cristalizagdo indicam o grau de bioprecipitacdo de
carbonato de calcio obtido para cada bactéria testada. Esses dados sao fundamentais para
entender como cada isolado bacteriano contribui para o processo de formagao de cristais

e a alteracao nas condi¢cdes do meio.

Tabela 7 — Resultados dos testes de formacao de cristais e mudangas de cor no meio de

cultivo em cada uma das bactérias isoladas

. . L. . Meios B4
Cédigo Inicial Bactéria Identificada Padrao Acido Alcalino
UP1 e UP6 Arthrobacter CB***; CB***, CB***;
psychrolactophilus FC***, FC*; FC*
A*** A*** A***
up2 Arthrobacter stackebrandtii CB**; CB***, CB***;
NFC; FC~*; FC*
AC*** A*** A***
UP3, UP4, UP5, UP7, UP9, Pseudomonas CB**, CB**, CB**;
UP10, UP14, UP15, UP16, frederiksbergensis FC**, FC*, FC**,
UP18, UP19, UP21, UP22, AFF* AFF* ARr*
UP23, UP25, UP27 e UP28
UP8 Pseudarthrobacter CB***; CB**; CB**;
chlorophenolicus FC**: NFC; FC**;
A** AC*** A***
UP11, UP12 e UP13 Alicyclobacillus cB*, CB***; cB*,
acidoterrestris/ FCx**, NFC; FC*;
acidocaldarius AxE* AxE* AFRF*
uP17 Pseudomonas libanensis CB* CB* CB**;
NFC; NFC; FC*;
AC*** AC*** A***
UP24 Pseudomonas fluorescens CB*, CB*, CB**;
NFC; NFC; FC**;
AC*** AC*** A***
UP20 e UP26 Aeromonas salmonicida ou CB**; CB**; CB**;
Oligella ureolytica NFC; NFC; FC*,
AC*** AC* A*-k
R1 Brevundimonas intermedia CB**; CB**; CB*,
NFC; NFC; NFC;
A* A* Ax*
R2 e R3 Sphingomonas paucimobilis CB*, CB*; CB*,
NFC; NFC; FC*;
A* AC** A**
R4 Cytobacillus horneckiae CB*; CB*; CB~
NFC; NFC; FC*;
A* A** A**
R5 e R8 Bacillus thuringiensis CB*, CB~ CB~
FCx**, NFC; FC*;
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A*** AC*** A***

R6 Paenibacillus tylopili CB; CB; CB*;

NFC; NFC; NFC;

AC*** AC*** A**

R7 Bacillus cereus CB**; CB**; CB*,

FC**, NFC; FC*

A*-k* A* A*-k

R9 e R10 Bacillus wiedmannii CB** CB**; CB*,
FC***: NFC; FC*;

A*-k* A*-k A*-k*

R11 Niallia circulans CB*; CB*, CB*,

NFC; NFC; NFC;
AC*** AC*** AC***

FB1, FB2, FB3, FB4, FB5, FB6, Stenotrophomonas CB**; CB*; CB*,
FB7, FB8 e FB9 rhizophila. FC* FC*; FC**,
A*** A*** A***

(*) — Intensidade da caracteristica: (*) - Baixa, (**) - Média, (***) - Alta; Crescimento Bacteriano: CB —
Cresceu a bactéria, NCB — Nao cresceu a bactéria; Formagao de Cristais: FC — Formou Cristais, NFC — Nao
Formou Cristais; Mudanga de pH: A — Alcalinizagao do meio, AC — Acidificagdo do meio

Fonte: Autora, 2024.

Das 48 bactérias isoladas no total, 45 apresentaram formacao de cristais.
No entanto, trés das bactérias testadas, identificadas como R1, R6 e R11, ndo mostraram
precipitacdo de cristais em nenhum dos meios testados (B4, B4 acido e B4 alcalino). Isso
sugere que essas cepas, ao contrario das demais, podem nao ter a capacidade de
bioprecipitar carbonato de calcio sob as condigdes experimentais estabelecidas. Este fato
ressalta a variabilidade metabdlica entre os isolados bacterianos e a importancia de
explorar diferentes fatores ambientais e condi¢des de cultivo para maximizar o potencial de

bioprecipitagao (Sandra Patricia Chaparro-Acuia et al., 2018; Wang et al., 2022).

6.4.2 Confirmacao da Presenca de Carbonato

Para confirmar que os cristais formados correspondiam de fato a carbonato
de calcio, foram realizados dois testes: um para verificar a presencga de carbonato e outro
para confirmar a presenca de calcio. No entanto, além desses testes, existem analises mais
detalhadas que poderiam confirmar com maior precisao a composi¢ao dos cristais, como a
Analise Termogravimétrica (TGA).

A TGA é uma técnica importante para a caracterizacdo de materiais, que
mede a variacdo de massa de uma amostra a medida que ela é aquecida, permitindo
identificar perdas de massa relacionadas a decomposic¢ao térmica, volatilizagdo ou outras

mudancas fisicas e quimicas. No caso da confirmagao de carbonato de calcio, a TGA pode

Versdo Final Honol ogada
11/ 11/ 2024 14:52



61

detectar a perda de massa devido a decomposicdo do carbonato de calcio em 6xido de
calcio e didxido de carbono em temperaturas especificas (cerca de 800-900°C) (Yao et al.,
2022). Essa analise é fundamental para garantir que os cristais formados pelas bactérias
sao de fato compostos por carbonato de calcio e ndo por outros minerais com propriedades
semelhantes.

Como neste estudo nao foi possivel realizar especificamente a analise
termogravimétrica (TGA), foram implementadas outras técnicas para confirmar a presencga
de carbonato nos cristais formados. Para isso, utilizou-se um método simples e rapido,
amplamente empregado em estudos de bioprecipitacdo de carbonato de calcio. Embora
essa técnica pareca basica, ela é eficaz e frequentemente utilizada para confirmar a
presenga de carbonato de calcio em amostras (Marvasi et al., 2010; Marvasi; Martinez;
Davila-Vazquez, 2013).

Nos estudos sobre bioprecipitacdo de carbonato de calcio por bactérias, é
comum adicionar acido cloridrico (HCI) aos cristais formados para verificar a presenca de
carbonato. A reagéo entre o carbonato de calcio (CaCOs;) e o acido cloridrico gera didxido
de carbono (CO,), o que resulta em um burbujeo visivel. Esse burbujeo € um indicativo

claro da decomposi¢ao do carbonato de calcio pela liberagdo de CO, (Eq 8).

CaCO5(s) + 2HCl(aq) — CaCl,(aq) + CO,(g) + H,0(D) (8)

Nesta reacao (Eq. 8), o acido cloridrico reage com o carbonato de calcio,
resultando em cloreto de calcio (CaCl,), agua (H,O) e diéxido de carbono (CO,). Aliberagao
de CO, em forma de gas € o que causa o burbujeo visivel, confirmando a presenca de
carbonato na amostra.

Apds a adicdo de HCI 0.1N na superficie dos cristais, foi extremamente
evidente a formacao de bolhas em todas as 45 bactérias que presentaram formacao de
cristais. Em todas as placas onde se observou a formagao de cristais, aplicou-se este
meétodo para confirmar a presenca de carbonato, e os resultados foram positivos em todos
os casos (Figura 32). A quantidade de bolhas formadas estava diretamente relacionada a
gquantidade de cristais presentes na amostra, ao tamanho dos cristais e, principalmente, ao
contato direto entre o cristal e o HCI. Nas placas com meio B4 alcalino, onde os cristais
estavam mais cobertos pelo biofilme e nao tao superficiais, a reagao de formacao de bolhas
nao foi tdo evidente (Figura 32 (c)). Neste caso, foi necessario, com a ajuda de uma alga,

espalhar parte do biofilme para expor melhor os cristais e permitir o contato direto com o
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HCI.

Figura 32 — Teste Presenca de Carbonato, com adicédo de HCL 0.1N, nas placas
correspondentes a bactéria FB1. As imagens mostram o antes e o depois da adigdo do
HCL 0.1N, evidenciando-se a liberagao de CO, nos locais exatos onde tem cristais

formados: a) Teste em cristais formados em meio B4; b) Teste em cristais formados em

meio B4 acido; c) Teste em cristais formados em meio B4 alcalino
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c)
Fonte: Autora, 2024.

Embora os resultados tenham sido bastante satisfatorios, confirmando a
presenca de carbonato, € importante destacar que este método, utilizado em diversos
estudos de referéncia, confirma apenas a presenga de carbonato de forma geral.
Quimicamente, a reagdo com HCI poderia ocorrer com qualquer tipo de carbonato, ndo
apenas com o carbonato de calcio (Kokot ZJ, 2024). Assim, a formag¢ao de bolhas néo é
suficiente para afirmar que o composto seja exclusivamente carbonato de calcio. Por essa
razao, foi decidido realizar um teste adicional para confirmar a presenga de calcio nos

cristais formados, garantindo maior precisao nos resultados.

6.4.3 Confirmacéo da Presenca de Calcio

Para confirmar a presenca de calcio nas amostras dos cristais formados e,
assim, garantir de maneira mais confiavel que os cristais correspondem ao carbonato de
calcio, as amostras foram O EDS, acoplado ao MEV, é uma técnica poderosa que permite
a deteccao de elementos quimicos em uma amostra, identificando a composigao elementar
com grande precisao (Figura 33). Isso ocorre porque o feixe de elétrons do MEV, ao interagir
com a amostra, excita os atomos presentes, gerando raios-X caracteristicos de cada
elemento. A partir desses raios-X, o EDS consegue identificar os elementos e sua
distribuicdo na amostra (Mendonga et al., 2022).

Esta anélise com o MEV acoplado ao EDS foi realizada em 13 amostras,
correspondentes aos cristais formados pelas seguintes bactérias: UP2, UP5, UP6, UPS,
UP9, UP11, UP24, UP26, R4, R7, R8, R9 e FB1.
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Figura 33 — Microscopio eletrénico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10, acoplado ao

detector de espectroscopia de dispersédo de energia (EDS) INCA x-act da Oxford

Instrument (modelo 51-ADD0048)
3 "

Fonte: Autora, 2024.

A importancia dessa técnica reside em sua capacidade de fornecer uma
analise elementar detalhada, permitindo a confirmagao exata da presenca de calcio nas
areas onde os cristais se formaram. Para todas as amostras de cristais precipitados por
cada uma das bactérias testadas, foi confirmada a presenca de calcio nas areas
correspondentes a formacao dos cristais.

Na tabela a seguir (Tabela 8), é possivel observar e comparar algumas das
imagens obtidas com o MEV acoplado ao EDS, além de mostrar o mapeamento das regioes
com presenca de calcio. Destaca-se que, para esta analise, as amostras nao foram
metalizadas, ou seja, ndo houve deposi¢cdo de ouro-paladio, o que demonstra que a
condutividade natural das amostras foi suficiente para a obtengédo de imagens claras e um
mapeamento preciso dos elementos. Foi evidente a concentracdo de calcio nas regides
correspondentes aos cristais, reforcando a eficacia da técnica e confirmando a formacgao

de carbonato de calcio pelas bactérias testadas (Tabela 8).
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Tabela 8 — Imagens e mapeamentos dos cristais implementando o microscopio eletronico

de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10, acoplado a um detector de espectroscopia de
dispersao de energia (EDS) INCA x-act da Oxford Instrument (modelo 51-ADD0048)

Fotos de amostras de cristais obtidas com o

MEYV acoplado ao EDS.

Mapeamento de concentragao de Calcio nas

amostras

UP2:

UP2:
Ca Kal

v e—— |

500pum

UPG6:

500um

UPG6:
Ca Kal

T ——

500pum

e |
500pm

R4:
Ca Kal

 conm
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R7:

Ca Kal

M 500pm !

Fonte: Autora, 2024.

Além das imagens detalhadas geradas pelo MEV, a andlise EDS nao
apenas mapeou as regides de concentracao de calcio, mas também gerou graficos que
mostravam os diferentes elementos presentes na area selecionada para analise, indicando
o percentual de cada um (Figura 34). Essa analise detalhada mostrou, de forma clara, a

predominancia de calcio nos cristais formados.

Figura 34 — Grafico dos espectros de uma das amostras de cristais gerado pelo
microscopio eletrénico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10, acoplado ao detector de
espectroscopia de dispersao de energia (EDS) INCA x-act da Oxford Instrument (modelo
51-ADD0048)

. Espectro de Soma de Mapas
Wt% o
834 0.2
145 02
20 01
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Fonte: Imagens extraidas do relatério gerado apds a analise pelo microscopio eletrdnico de varredura
(MEV) Zeiss EVO-MA10, acoplado ao detector de espectroscopia de dispersao de energia (EDS) INCA x-act
da Oxford Instrument (modelo 51-ADD0048), 2024.

O MEV também possibilitou observar os cristais em detalhes, revelando
sua morfologia, estrutura superficial e até mesmo permitindo a medi¢cdo de alguns deles
(Figura 36). E importante destacar que depois de ter feito a analise de presenca de calcio
com o EDS, algumas das amostras foram metalizadas, fazendo um processo de deposigao
de ouro-paladio com uma espessura de 6-9nm, utilizando-se o equipamento SC7620
Quorum Mini Sputter Coater/Glow Discharge System, para melhorar a condugéo elétrica e,
assim, permitir a formagao de imagens de alta qualidade (Figura 35). Isso ocorre porque o
MEV usa um feixe de elétrons para escanear a superficie da amostra e, para que os elétrons
interajam corretamente com a amostra e produzam uma imagem clara, a superficie precisa

ser condutora de eletricidade (Lewczuk; Szyrynska, 2021).

Figura 35 — Cristal de Carbonato de Calcio, precipitado pela bactéria UP2, observado

com microscopio eletronico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10. Para a obter essa

imagen foi feito o processo deposi¢ao de ouro-paladio

> zmer=

10 ym Detector=SE1  EHT=10.00kV |Probe= 100 pA Date :13 Sep 2024
— Spot Size=390 WD =20.0mm Aperture Size = 30.00 ym Time :16:17:50 'UNILA
Mag= 800X Fill= 2460 A Beam Curment= 30.0 uA

Fonte: Imagens geradas implementando o microscdpio eletrdnico de varredura Zeiss EVO-MA10, 2024.

Figura 36 — Cristais de Carbonato de Calcio, precipitados pela bactéria UP6, observados

e medidos implementando o microscépio eletrdnico de varredura (MEV) Zeiss EVO-MA10
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o S
100 ym Detector=SE1  EHT=10.00kV /Probe= 100 pA Date :13 Sep 2024
F———  SpotSize=390 WD=19.5mm Aperture Size=30.00um  Time :15:58:08
Mag= 117X Fill= 2460 A Beam Curent= 30.0 yA

Spot Size=390 WD =20.0mm Aperure Size = 30.00 ym Time :16:14:42

20um Detector=SE1 ~ EHT=10.00kV |Probe= 100 pA Date :13 Sep 2024
= UNiLA
Mag= 148X Fill= 2460A Beam Cument= 30.0uA

b)

Fonte: Imagens geradas implementando o microscopio eletronico de varredura Zeiss EVO-MA10, 2024.

Tanto o teste com HCI, que confirmou a presenca de carbonato, quanto a
analise MEV-EDS, que comprovou a presenga de calcio, contribuiram significativamente
para uma confirmacdo completa de que os cristais formados pelas bactérias testadas
correspondem ao carbonato de calcio, reforcando os resultados obtidos e a relevancia do
estudo.

6.4.4 Consideragdes sobre a Bioprecipitagdo de Carbonato de Calcio por parte de

Bactérias adaptadas a ambientes frios

Ao longo da realizagao deste trabalho, ndo foram encontrados estudos que
avaliassem especificamente a capacidade de bioprecipitagdo de carbonato de calcio por
parte de bactérias isoladas da Antartica. No entanto, existem diversos estudos que

investigam essa capacidade em bactérias que demonstraram evidéncias de estarem
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presentes na Antartica ou em outros ambientes frios. Um exemplo claro é o género Bacillus,
que tem sido foco de varios estudos sobre bioprecipitacdo de carbonato de calcio. Esse
género demonstrou uma notavel capacidade para precipitar esse mineral em diferentes
condicdes, e ha também evidéncias sélidas de sua presenga na Antartica, tornando-se um
foco importante de pesquisa no contexto de climas frios (Forsyth; Logan, 2000; Jung et al.,
2020; Prabhakar; Bishop, 2011; Sandra Patricia Chaparro-Acufia et al., 2018; Timmery; Hu;
Mabhillon, 2011; Wu et al., 2019; Yadav et al., 2015; Yang et al., 2022).

Além de Bacillus, outros géneros bacterianos que demonstraram
capacidade de precipitar carbonato de calcio e que apresentam adaptacgdes ao frio incluem
Pseudomonas e Arthrobacter. Essas bactérias sdo conhecidas nao apenas por sua
capacidade de precipitar minerais, mas também pela sua habilidade de crescer em
condigdes ambientais adversas, como as baixas temperaturas caracteristicas das regides
polares (Binish Mechirackal Balan et al., 2018; Cohen-Cymberknoh et al., 2022; Daskalakis
et al., 2013; Parthasarathy Baskaran Suijiritha et al., 2024; Shen et al., 2021; Wang et al.,
2009, Zhang et al., 2020).

Diversos estudos destacam que as condi¢gdes do meio desempenham um
papel fundamental no processo de bioprecipitacdo de carbonato de calcio induzido por
bactérias. Um fator chave que influencia esse processo € a temperatura, ja que ela afeta
diretamente a atividade ureolitica das bactérias. De fato, pesquisas avaliaram o efeito da
temperatura na bioprecipitagao, indicando que temperaturas extremamente baixas podem
afetar negativamente o processo. Segundo esses estudos, o processo € favorecido em uma
faixa de temperatura entre 20 e 37°C, pois € nesse intervalo que se observa uma hidrélise
enzimatica 6tima da ureia, condigdo essencial para a bioprecipitacdo de carbonato de calcio
(Liu et al., 2023; Mitchell; Ferris, 2005; Sandra Patricia Chaparro-Acufia et al., 2018; Wang
et al., 2022).

Esse referencial tedrico permite discutir os resultados obtidos neste estudo
para as diferentes bactérias isoladas das amostras de rocha da Antartica. As bactérias
isoladas e testadas a partir das amostras de rocha de Fumarole Bay (FB) mostraram uma
excelente atividade ureolitica e uma notavel capacidade de precipitar carbonato de calcio.
Considerando os estudos anteriores, pode-se sugerir que essas bactérias foram
favorecidas pelo fato de terem crescido a uma temperatura mais elevada (24°C), o que se
encontra dentro da faixa 6tima para a atividade ureolitica (Sandra Patricia Chaparro-Acufia
et al., 2018).

Por outro lado, as bactérias isoladas de Ulmann Point (UP) e do Refugio
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também mostraram resultados satisfatorios na precipitacdo de carbonato de calcio, embora
se tenha observado que o crescimento bacteriano e a formacao de cristais foram mais
lentos em comparagao com as bactérias de FB. Isso pode ser devido ao fato de que essas
bactérias foram incubadas a uma temperatura mais baixa (12°C), o que, de acordo com a
literatura, poderia ter retardado o processo de bioprecipitagdo. Portanto, sugere-se realizar
estudos futuros para testar a capacidade de bioprecipitacdo dessas bactérias a diferentes
temperaturas, a fim de determinar se um aumento na temperatura poderia melhorar sua

eficiéncia na precipitacdo de carbonato de calcio.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo obteve resultados bastante interessantes, satisfatorios
e promissores, abrindo um grande panorama para futuras pesquisas. Embora existam
inumeros estudos sobre a capacidade de bactérias em bioprecipitar carbonato de calcio,
sua aplicagdao tem sido amplamente explorada na area de bioconcreto. Durante a
investigacao, nao foram encontrados estudos que tratassem da aplicagdo desse carbonato
de calcio bioprecipitado por bactérias especificamente na industria cosmética.

Embora este trabalho tenha mostrado que as bactérias endoliticas isoladas
conseguem precipitar carbonato de calcio, mais analises s&o necessarias para confirmar a
adequagao desse carbonato para uso em cosméticos. Alguns testes importantes que
poderiam ser realizados incluem analises de pureza, granulometria e seguranga para uso
topico, além de testes que garantam a estabilidade e compatibilidade do carbonato de calcio
bioprecipitado com outros ingredientes cosméticos. Além disso, seria interessante realizar
uma comparagao detalhada entre o carbonato de calcio bioprecipitado pelas bactérias e o
carbonato de calcio convencionalmente usado na industria, avaliando suas propriedades
fisico-quimicas e eficacia em diferentes formulagbes cosméticas.

Portanto, este estudo ndo sé abre novos horizontes na pesquisa de
bioprospecgao, como também propde uma alternativa inovadora e sustentavel para a

obtencao de carbonato de calcio, sugerindo seu uso potencial na industria cosmética.
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ANEXO A — RELATORIOS GERADOS PELOS SISTEMA VITEK® 2 COMPACT

A seguir, serao anexadas as imagens dos relatorios gerados pelo sistema VITEK® 2
COMPACT, os quais correspondem aos testes bioquimicos realizados para identificar as 7

bactérias que n&o puderam ser identificadas pelo sistema MALDI Biotyper® Sirius One.

Figura 37 — Relatdrio gerado da bactéria UP11.

Carta: BCL N° de Lote: 2392436203 Data de 28/Jul/2024 11:00 BRT
Informacdes da Validade:
Identificacio N - .

Estado: Final Hora da Andlise: 13,90 Horas Concluido: 17/Set/2023 23:56 BRT
Origem do VITEK 2
microrganismo
Microrganismo 98% Probabilidade Alicyclobacillus acidoterrestris/acidocaldarius
Selecci 1 Bionti 0703100000000000 Confianca: Excelente identificagio

Microrganismos de Andlise e Testes a Separar:
Alicyclobacillus acidoterresiris/

acidocaldarius

Alicyclobacillus acidocaldarius 60-63C(100),
Alicyclobacillus acidoterrestris ~ 60-63C(0),

Mensagens da Anilise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolagico(s) Tipico(s)
Alicyclobacillus acidoterrestris/ PyrA(70),ELLM(80),
acidocaldarius

Detalhes Bioguimicos

1 BXYL |- 3 LysA - 4 AspA - 5 LeuA + |7 PheA + |8 ProA +
9 BGAL |- 10 |PyrA - 11 [AGAL |- 12 |AlaA + |13 [TyrA + 14 |BNAG |-
15 [APPA + 18 |CDEX |- 19 |dGAL - 21 |GLYG |- 22 |[INO - 24 |MdG
25 |ELLM |- 26 |MdX - 27 |AMAN |- 29 |MTE - 30 |GlyA - 31 |dMAN
32 |dMNE |- 34 |dMLZ - 36 |NAG - 37 |PLE - 39 [IRHA - 41 |BGLU
43 |BMAN |- 44 |PHC - 45 [PVATE |- 46 |AGLU |- 47 |dTAG - 48 |dTRE
50 |INU - 53 |[dGLU - 54 |dRIB - 56 |PSCNa (- 58 |NaCl - 39 |KAN
6.5%
60 |OLD - 61 |ESC - 62 |TTZ - 63 |POLYB |-

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).

Figura 38 — Relatério gerado da bactéria UP12.

Carta: BCL N° de Lote: 2392436203 |Data de 28/Jul/2024 11:00 BRT
Informacdes da Validade:
Identificacio - - -

Estado: Final Hora da Anilise: 13,88 Horas Concluido: 17/Set/2023 23:55 BRT
Origem do VITEK 2
micror i
Microrganismo 98% Probabilidade Alicyclobacillus acidoterrestris/acidocaldarius
Seleccionado Biontimero: 0703 100000000000 Confianca: Excelente identificagio

Microrganismos de Anilise e Testes a Separar:
Alicyclobacillus acidoterrestris/

acidoca
Alicyclobacillus acidocaldarius ~ 60-63C(100),
Alicyclobacillus acidoterrestris  60-63C(0),

Mensagens da Anlise:

Contradizem o(s) Perfi(I)(s) Biologico(s) Tipico(s)
Alicyclobacillus acidoterrestris/ ~ PyrA(70),ELLM(80),
acidocaldarius

Detalhes Bioquimicos

1 BXYL |- 3 LysA - 4 AspA - 5 LeuA + |7 PheA + |8 ProA +
9 BGAL |- 10 |PyrA - 11 |AGAL |- 12 |AlaA + |13 [TyrA + 14 |BNAG |-
15 |APPA + 18 |CDEX |- 19 |dGAL - 21 [GLYG |- 22 |INO - 24 [MdG -
25 |ELLM |- 26 |MdX - 27 |AMAN |- 29 [MTE - 30 |GlyA - 31 |[dMAN |-
32 [dMNE |- 34 |dMLZ - 36 |[NAG - 37 |PLE - 39 |IRHA - 41 [BGLU |-
43 [BMAN |- 44 |PHC = 45 |PVATE [(-) |46 |AGLU |- 47 |dTAG - 48 |dTRE -
50 |INU - 53 |dGLU - 54 |dRIB - 56 |PSCNa |- 58 |NaCl - 59 |KAN -
6.5%
60 |OLD - 61 |ESC - 62 |TTZ - 63 [POLYB K-

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).
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Figura 39 — Relatorio gerado da bactéria UP13.

Seleccionado

Carta: BCL N de Lote: 2392436203 Data de 28/Jul/’2024 11:00 BRT
Informacdes da Validade:
Identificagi -

Estado: Final Hora da A 13,88 Horas C 17/Set/2023 23:55 BRT
Origem do VITEK 2
microrganismo
Microrganismo 98% Probabilidade Alicy i acidoterr i i us

Biontmero: 0703100000000000 Confianga: Excelente identifi

Microrganismos de Anilise e Testes a Separar:
Alicyclobacillus acidoterrestris/

acidocaldarius

Alicyclobacillus acidocaldarius ~ 60-63C(100),
Alicyclobacillus acidoterrestris 60-63C(0),

Mensagens da Andlise:

Contradizem ofs) Perfi(l)(s) Biologico(s) Tipico(s)
Alicyclobacillus acidoterrestris/  PyrA(70),ELLM(80),
acidocaldarius

Detalhes Bioquimicos

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).

1 BXYL - 3 LysA - 4 AspA - 5 LeuA + 7 PheA + 8 ProA +
9 BGAL |- 10 [PyrA - 11 |AGAL |- 12 |AlaA + |13 |TyrA + |14 |BNAG |-
15 |APPA |+ [18 |CDEX |- 19 |dGAL |- |21 [GLYG |- |22 [INO - [24  [MdG -
25 |ELLM - 26 |MdX - 27 |AMAN |- 29  [MTE - 30 [GlyA - 31 [dMAN |-
32 |dMNE |- 34 [dMLZ |- |36 |NAG - |37 |PLE - |39 [IRHA - |41 |[BGLU |-
43 |BMAN |- 44 |PHC - 45 |PVATE |- 46 |AGLU - 47 [dTAG - 48 |dTRE -
50 |INU - 53 [dGLU |- |54 |dRIB - |56 |PSCNa |- |58 [NaCl - |59 |KAN -
6.5%
60 |OLD - 61 [ESC - |62 |TTZ - |63 |POLYB K-

Figura 40 — Relatério gerado da bactéria UP20.

Carta: GN N°de Lote: 2412507503 |Data de 7/0ur/2024 11:00 BRT
Informacdes da Validade:
Identificaciio "

Estado:  Final Hora da Anilise: 9,97 Horas Concluido: 17/Set/2023 20:00 BRT
Origem do VITEK 2
microrganismo
Microrganismo Low Discrimination
Seleccionado Biontmero: 0000001000000000 Confianca: Baixa Discriminagio

Microrganismos de An:lise e Testes a Separar:

Low Discrimination Organism

Aeromonas salmonicida UREASE(1),DNAse(99),
Oligella ureolytica UREASE(99),DNAse(1),

Mensagens da Anilise:

Contradizem o(s) Perfi(1)(s) Biologico(s) Tipico(s)
Oligella urcolytica GGT(93),URE(85),

Detalhes Bioquimicos

2 APPA - 3 ADO - 4 PyrA - 5 1ARL - 7 dCEL - 9 BGAL -
10 [H2S - 11 |BNAG |- 12 |AGLTp |- 13 |dGLU |- 14 |GGT - 15 |OFF -
17 |BGLU |- 18 |dMAL |- 19 |dMAN |- |20 |dMNE |- |21 |BXYL |- [22 |[BAlap |-
23 [ProA + |26 |LIP - |27 |PLE - |29 |TyrA - |31 |URE - 32 |dSOR -
33 [SsAC - 34 |dTAG |- |35 |dTRE - |36 |CIT - |37 [MNT - 39 |5KG -
40 [ILATk |- |41 [AGLU |- |42 [SUCT |- |43 |NAGA |[- |44 |AGAL |- |45 |PHOS |-
46 |GlyA - |47 _|OoDC - |48 |LDC - |53 |IHISa - |56 |[CMT - 57 |BGUR |-
58 [O0129R |- 59 |GGAA |- |61 |IMLTa |- |62 |ELLM |- |64 [ILATa |-

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).

Figura 41 — Relatério gerado da bactéria

UP26.

Carta: GN N° de Lote: 2412507503 |Data de 7/0uv2024 11:00 BRT
Informacdes da Validade:
Identificagio - -

Estado: Final Hora da Andlise: 9,95 Horas Concluido: 17/Set/2023 19:59 BRT
Origem do VITEK 2
microrganismo
Microrganismo Low Discrimination
Seleccionado Bionimero: 0000001000000000 Confianga: Baixa Discriminagio

Microrganismos de Anilise e Testes a Separar:

Low Discrimination Organism

Aeromonas salmonicida UREASE(1),DNAse(99),
Oligella ureolytica UREASE(99) DNAse(1),

Mensagens da Andlise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biologico(s) Tipico(s)
Oligella ureolytica GGT(93),URE(85),

Detalhes Bioquimicos

2 APPA - 3 ADO - |4 PyrA - 5 IARL - 7 dCEL - 9 BGAL ()
10 |H2S - 11 _|BNAG |- 12 |AGLTp |- 13 |dGLU - 14 |GGT - 15 |OFF -
17 |BGLU |- 18 |dMAL |- 19 |dMAN |- 20 |dMNE |- 21 |BXYL |- 22 [BAlap |-
23 [ProA + |26 |LIP - 27 |PLE - 29 |TyrA - 31 |URE - 32 |dSOR -
33 [SAC - 34 |dTAG - 35 |dTRE - 36 |CIT - 37 |MNT - 39 |SKG -
40 [ILATk |- 41 |AGLU |- |42 |SUCT |- 43 |NAGA |- 44 |AGAL |- 45 [PHOS -
46  |GlyA - 47 |ODC - |48 |LDC - 53 |IHISa - 56 |CMT - 57 |BGUR |-
58 [OI129R |- 59 |GGAA |- 61 |IMLTa |- 62 |ELLM |- 64 |ILATa |-

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).
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Figura 42 — Relatério gerado da bactéria R2.

Carta: GN N" de Lote: 2412507503 Data de T/Our/2024 11:00 BRT
Informacdes da Validade:
Identificacdio " -
Estado: Final Hora da Andlise: 5,85 Horas Concluido: 17/Set/2023 15:54 BRT
Origem do VITEK 2
microrgani;
Microrganismo 98% Probabilidade Sphingomonas paucimobilis
i Bionii »: 0000120100000000 Confianga: Excelente identificacio

Microrganismos de Anilise e Testes a Separar:

Mensagens da Anilise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biolégico(s) Tipico(s)

Detalhes Bioquimicos

2 APPA - 3 ADO - 4 PyrA - 5 IARL - 7 dCEL - 9 BGAL
10 |H28 - 11 |BNAG |- 12 |AGLTp |- 13 |dGLU - 14 [GGT - 15 |OFF
17 |BGLU |+ 18 |dMAL |- 19 |dMAN |- 20 |dMNE |- 21 |BXYL [+ |22 |BAlap
23 [ProA - 26 |LIP - 27 |PLE - 29 |TyrA + (31 |URE - 32 |dSOR
33 [SAC - 34 |dTAG - 35 [dTRE - 36 |CIT - 37 |[MNT - 39 |5KG
40 |ILATk |- 41 JAGLU |(-) [42 |SUCT - 43 INAGA |- 44 |AGAL |- 45 |PHOS
46 |GlyA - 47 _|OoDC - 48 |LDC - 53 |lHISa - 36 |CMT - 57 __|BGUR
58 |OI29R |- 59 |GGAA |- 61 [IMLTa |- 62 |ELLM |- 64 |ILATa |-

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).

Figura 43 — Relatorio gerado da bactéria R3.

Carta: GN N° de Lote: 2412507503 Data de 7/0ur/2024 11:00 BRT
Informacgdes da Validade:
Identificaciio " " B P

Estado: Final Hora da Andlise: 4,87 Horas Concluido: 17/Set/2023 14:55 BRT
Origem do VITEK 2
micror i
Microrganismo 98% Probabilidade Sphingomonas paucimobilis
Seleccionado Bionimero: 0000120100200000 Confianca: Excelente identificagio

Microrganismos de Anilise e Testes a Separar:

Mensagens da Anilise:

Contradizem o(s) Perfi(l)(s) Biologico(s) Tipico(s)

Detalhes Bioquimicos

2 APPA - 3 ADO - 4 PyrA - 5 IARL - 7 dCEL - 9 BGAL
10 |H28 - 11 |BNAG |- 12 |AGLTp |- 13 [dGLU - 14 [GGT - 15 |OFF
17 |BGLU |+ 18 |dMAL |- 19 |dMAN |- 20 |dMNE |- 21 |BXYL [+ [22 |BAlap
23 |ProA - 26 |LIP = 27 |PLE - 29 |TyrA + |31 |URE - 32 |dSOR
33 [SAC - 34 |dTAG - 35 |dTRE - 36 |CIT - 37 |MNT - 39 |5KG
40 [ILATk |- 41 |AGLU |+ [42 |SUCT - 43 INAGA |- 44 JAGAL |- 45 [PHOS
46 |GlyA - 47 |ODC - 48 |LDC - 53 |IHISa - 56 |CMT - 57 |BGUR
58 |OI29R |- 59 |GGAA |- 61 |IMLTa |- 62 |ELLM |- 64 |ILATa |-

Fonte: (BIO MERIEUX, 2024).

ANEXO B — ESPECTROS DE MASSAS GERADOS PELO MALDI-TOF MS

A seguir, sdo anexadas as imagens de alguns graficos dos espectros de
massas gerados pelo sistema. Esses graficos correspondem as leituras que obtiveram os
melhores scores, identificados como scores verdes, indicando uma identificagdo confiavel

das bactérias analisadas.
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Figura 44 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria UP4.
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Fonte: (Bruker MALDI Biotyper Identification Results, 2024)

Figura 45 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria UP19.
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Fonte: (Bruker MALDI Biotyper Identification Results, 2024)
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Figura 46 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria R9.
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Fonte: (Bruker MALDI Biotyper Identification Results, 2024)

Figura 47 — Grafico do espectro de massa, correspondente a bactéria R11
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Fonte: (Bruker MALDI Biotyper Identification Results, 2024)
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