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apresentado pelas NFCs assume valores abaixo de 30 mV em mddulo, o que caracteriza um sistema ele-
tronicamente instavel (Figura 1A). Esse comportamento pode explicar o aumento do tamanho das NFCs
ao longo do tempo (Figura 2B). A consequéncia desse fenomeno pode ser a diminuig¢do da obstrucdo da
parede celular das microalgas favorecendo seu crescimento. Portanto, a porcentagem de células viaveis
em maiores tempos de exposi¢do pode estar relacionada com o aumento da agregagdo das NFCs.

4 CONCLUSAO

Os resultados confirmam que a exposi¢do das microalgas K. flaccidum as NFCs afetam a via-
bilidade celular, principalmente nas primeiras 24 e 48h. Todavia, devido a instabilidade eletrostatica
apresentada pela NFCs, a viabilidade tende a aumentar nas concentragdes de 1 e 100ug ml* NFC, em
fun¢do da agregagdo das NFCs ao longo do tempo (72 e 96h).
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Resumo

As nanofibras sdo materiais de tamanho nanométrico obtidos a partir de técnicas especiais que garantem
ao material flexibilidade, dureza e resisténcia elevada. Suas perspectivas para uso envolvem as areas,
médica, téxtil e ambiental, podendo ser utilizada em sistemas de liberagio e produgéo de novos produtos
como embalagens, farmacos, construco civil, entre outros. As nanofibras de celulose especificamente
apresentam uma grande diversidade com relagdo as matérias disponiveis com grande heterogeneidade,
resultando em um desafio quanto as diferentes propriedades e desempenhos, apresentando importancia
com relagdo a sustentabilidade, pois trata-se de matéria prima renovavel. No presente trabalho foram
analisadas nanofibras celuldsicas (Algoddo modificado sup., Algoddo ndo modificado, polpa Kraft mo-
dificada sup. e polpa Kraft ndo modificada) com relagdo a atividade na microbiota do solo utilizando
técnicas de biologia molecular (teste ARDRA) e microbioldgicas (teste de difusdo em agar e avaliacdo
da Concentragdo inibitéria minima). Os resultados mostram que as nanofibras em geral ndo apresenta-
ram alteragdes drasticas nas avaliagdes realizadas, porém os estudos continuam com a finalidade de ava-

Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora/MG, 01 a 05 de Setembro de 2014.



Rede
2
\¥/)“NI,

VIl Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio \ NAaNo

liar os efeitos destas nanofibras na microbiota quanto a alteragdo na quantidade das diferentes espécies
existentes no solo.

Palavras-chave: Nanofibras de celulose; ARDRA; Concentragdo inibitoria minima; Nanotoxicidade de
solos.

EVALUATION OF THE SOIL MICROBIOTA EXPOSED TO CELLULOSE NANOFIBERS
Abstract

The nanofibers are materials with nanometric size obtained from special technical equipment to ensure
the flexibility, toughness and high strength materials. Your prospects for use involve areas medical,
textile and environmental, can be used in the production and release of new products such as packa-
ging, pharmaceuticals, construction, among other systems. Specifically the cellulose nanofibers feature
large diversity the materials available heterogeneity, resulting in a challenge as the different properties
and performances, featuring importance with respect to sustainability because it is renewable material.
In this work, cellulose nanofibers were analyzed (Cotton modified sup., Cotton unmodified, modified
Kraft pulp sup. and Kraft pulp unmodified) with respect to activity in the soil microbiota techniques of
molecular biology (ARDRA test) and microbiological (test agar diffusion and evaluation of minimum
inhibitory concentration). The results show that the nanofibers in general didn’t show drastic changes in
the assessments, but studies continue on the intention to evaluate the effects of these nanofibers in the
microbiota as a change species different in quantity in the soil.

Keywords: Cellulose nanofibers; ARDRA; Minimum inhibitory concentration; Soil nanotoxicity.

1 INTRODUCAO

Nanofibras de celulose (NFC) tem origem de polpa de madeira e suas caracteristicas sdo alto
comprimento, alta rigidez e capacidade de formar redes através de fortes ligagdes secundarias, incluindo
ligacBes de hidrogénio, permitindo liberdade significativa para o desenvolvimento de novos materiais
(BENHAMOU et al., 2014). Com relagdo a sua origem as paredes celulares das plantas possuemhemi-
celuloses que interagem com as microfibrilas de celulose e lignina,as NFCs consistem de fibrilas libe-
radas a partir da estrutura da parede celular com dimensdes muito menores que as de fibras de celulose
tradicionais (ERONEN et al., 2011).

A ciéncia e a tecnologia nas tltimas décadas comegaram a mover-se em dire¢io a producdo de
matérias-primas sustentaveis, logo biopolimeroscomo a celulose, foram avaliados positivamente ndo
s6 como recursos sustentaveis, mas também como materiais com propriedades funcionais (GANDINI
e BELGACEM, 2008), pois podem ser misturados a outros polimeros resultando em novos materiais
diferenciados(FERNANDES et al., 2010).

Neste trabalho foram estudados a interferéncia de nanofibras algoddo modificado sup, algodio
ndo modificado, polpa kraft modificada sup e polpa Kraft modificada sup na microbiota de solos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material

2.1.1 Preparo das nanofibras

Para a producéo das nanofibras foram utilizados algoddo do branco comercial e polpa Kraft
fornecida por Suzano Papel e Celulose. O algodao e polpa Kraft foram submetidas a hidrélise com solu-
cdo de acido sulftirico 6M por 75min. e a 45°C sob agitagdo e para finalizar a reagdo foram adicionados
agua destilada gelada. Os whiskers foram centrifugados por 10min a 10000 rpm e posteriormente foram
submetidos a dialise em agua corrente até pH neutro, a modificacdo superficial foi realizada por esterifi-
cacdo das nanofibras utilizando acido acético pelo periodo de 30 min, apos este procedimento o material
foi neutralizado, congeladoe posteriormente passou por secagem por liofilizagéo.

2.1.2 Obtencio das bactérias de solo

Inicialmente 1g de solo sem tratamento prévio foi adicionado a 10mL de solucdo de Pirofosfa-
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tosendo mantido em agitagdo por 30 minutos. O sobrenadante foi retirado e misturado a solugéo salina
estéril na proporgdo (1:9) e distribuidas em placas de petri contendo meio de cultura TSA e deixada em
estufa por 48h a 37°C, as colonias obtidas da cultura foram coletadas e transferidas para caldo Brucella
para manuteng@o em freezer a -80°C.

2.2 Método de difusiao com discos em agar

Apds o crescimento bacterianos 450ul. (3 x 107cfu/mL) de bactérias foram adicionados e es-
palhadosna placa de Petri contendo meio de cultura Mueller Hinton Agar. A seguir discos de papel de
6 mm de didametro foram posicionados mantendo uma distancia de pelo menos 15 mm até a lateral da
placa e dos outros discos. Colocados os discos foram adicionados a estes10ul. do material de teste. As
placas foram incubadas por 24h em estufa a 35°C.

.....

Ap6s o periodo de 24h de pré-crescimento as bactérias foram contadas em camara de Neubauer
seguida de diluigdo concentragdo padrdo de 5 x 10° cfu/mL, para utilizagdo de 10ulL de bactéria por
pogo de teste.Para a montagem da placa de teste de concentracdo inibitéria minima foram realizadas
concentrag¢des decrescentes, sendo a penultima coluna um controle sem material a ser testado e a ultima
coluna um controle para contaminagio (ausente de bactérias). O indicador de crescimento de bactérias
utilizado nos testes foi o Resazurin na concentra¢do de 6,75 mg/mL por poco. Apds o preparo da placa
esta foi incubada por 24h a 35°C.

2.4 Analise Molecular de Toxicidade da Microbiota do Solo (ARDRA)

A técnica de ARDRA(Amplificado Ribossomal de DNA e Analise de Restri¢do) ¢ baseada na
digestdo por enzimas de restricdo do DNA da regido 16S-RNA amplificado por PCR, seguido por se-
paragdo com eletroforese em gel de agarose. Apds o tempo de exposicdo de 1 més em nanofibras uma
amostra do material foi retirada para extragdo de DNA (PowerSoil DNA isolation kit-Mobio). Para o
teste foram analisadas regides dos genes 16S rDNA de bactérias utilizando primers universais 27F
e 1492R(JUNG et al., 2012),0s fragmentos amplificados foram expostos a restrigdo enzimatica com
enzimaHinfl e Hhal. Para visualizagdo dos resultados foi utilizado gel de agarose 2%, os fragmentos
do controle negativo foram comparados aos fragmentos dos tratamentos para a realizag@o das analises.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de difusdao em disco Agar com bactérias de solo

Os resultados das analises de difusdo de disco com nanofibras testadas a concentra¢ido 1% mos-
traram a formag#o de pequeno halo indicando interferencia no crescimento celular (Tabela 1). Os ma-
teriais que mostraram maior interferéncia foram o Algodao Modificado Sup. e Polpa Kraft Modificada
Sup. Mostrando a formagio de halo superior as demais, porém a concentragio testada foi de 100mg/mL
considerada concentragao alta para avaliacdo bactericida (Figura 1).

Tabela 1. Valores dos halos formados no teste de difusdo em disco dos tratamentos com as diferentes nanofibras.

Algodao Modificado S 15,6+£2,37
Algoddo Nao Modificado 13,1x0,88
Polpa Kraft Modificada S 15,6+£2,37
Polpa Kraft Nao Modificada 11,7+2,03
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Figura 1. Resultados obtidos com o teste de difusdo em Agar.

De acordo com Holetz et al., (2002) para extratos vegetais, aqueles que apresentam atividade
antimicrobiana em concentragdes acima de 500ug/mL possuem fraca atividade, sendo dificil aprovei-
tamento para tratamentos de infec¢do bacterianas e fungicas. Aqui neste trabalho esta atividade néo foi
verificada utilizando-se bactérias patogénicas, e sim bactérias do solo, na intensdo de verificar atividade
bactericida nas mesmas, pensando na possibilidade das nanofibras atingirem o solo e causarem danos ao
microbiota. Os resultados mostraram néo haver efeito drastico aparente nas espécies presentes em solo.

3.2 Concentracao inibitoria minima

Na avaliagdo da concentracdo inibitoria minima as concentragdes testadas foram 0,5; 0,4; 0,3;
0,2; 0,15; 0,1; 0,05; 0,03; 0,02 e 0,01%. Para avaliagdo dos resultados utilizou-se como marcador o
Resazurin, o qual passa da cor roxa para rosa na presenga de baterias vivas, permanecendo da cor roxa
na auséncia de bactérias ou com morte celular. Os resultados mostram a ndo ocorréncia de morte das
bactérias testadas (Figura 2).

Controle
Bactérias
sem tratamento

Triplicata
P. Kraft MS

Figura 2. Resultados das analises de Concentracdo inibitoria minima realizada com bactérias extraidas do solo
apos 48h.

O teste de Resazurin é extremamente rapido e simples, porém existe a necessidade de adapta-
¢des, pois no teste em questdo temos um pool de bactérias, que metabolizam de forma e tempos diferen-
tes, logo temos que ter consciéncia de que dentro deste pool podem existir bactérias que sdo sensiveis
as nanofibras, porém como estdo juntas com outras bactérias, o metabolismos das demais pode acabar
porinterferir no resultado final, mostrando uma metabolizagéo total do Resazurin realizada pelas bac-
téria que permaneceram vivas apos tratamento. L.ogo lembramos que estes sdo as primeiras avaliagdes
realizadas, sendo necessario novas avaliagdes ou avaliagdes complementares.

3.3 Resultados da Analise Molecular

A ideia principal do teste ARDRA foi comparar os resultados obtidos com o controle negativo.
As enzimas de restri¢do utilizadas sub-fragmentam os fragmentos da PCR indicando locais que possam
estar mutado. Os resultados mostram nao haver diferencas visiveis entre os tratamentos e o controle
negativo (Figura 3). Para estas analises os solos ficaram em exposi¢do por 30 dias. As analises devem
continuar sendo realizadas novas coletas a cada 60 dias pelo periodo de 1 ano.
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Figura 3. Resultados do teste ARDRA (Hinfl e Hhal) em solos tratados por um periodo de 30 dias.

O uso de enzima de restricdo da técnica de ARDRA permite que esta seja aplicada a amostras
com alta diversidade de espécies, como € o caso de amostras de solo. Em geral espera-se menos bandas
em comunidades menos abundantes e diferentes bandas em diferentes comunidades, sendo um teste
utilizado para detec¢do de modificagdes estruturais em comunidades microbianas (TIEDJE et al., 1999;
KIRK et al., 2004).

4 CONCLUSAO

Os resultados iniciais mostram a ndo ocorréncia de alteragdo na microbiota de solos expostos
a nanofibras de celulose utilizadas neste estudo. Porém trata-se de um estudo inicial sendo necessarios
ajustes de protocolos e analises complementares, como por exemplo a quantificagdo das diferentes es-
pécies da microbiota.
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