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RESUMO

Enzimas sdo catalisadores biologicos extremamente atrativos em processos de conversdo
industrial devido a suas habilidades em promover as reagcdes com alta enantio-seletividade e em
condi¢cdes mais brandas que os quimicos, da mesma forma que floculantes bioldgicos sdo
vantajosos pela facil biodegradacao e seguranca aos seres vivos. Ambos sao facilmente obtidos
a partir de microrganismos que naturalmente habitem ambientes onde tais moléculas se fazem
necessarias para favorecer seu metabolismo. No presente trabalho, foram utilizados quatro
isolados bacterianos, dois provenientes de solo de Mata Atlantica (linhagens LBPMA:
APF.SG3-Isox e ACO.PR1-Isox), previamente selecionados pela alta toleréncia a
agroguimicos, e dois de lodo agroindustrial (linhagens LBPMA: BDLJ2 e BDLOQ7) (Coruripe-
AL, Brasil), triados por produzirem polihidroxialcanoatos e biosurfactantes. Cada linhagem foi
submetida a testes bioquimicos e moleculares com fins de identificacdo e entdo, submetidas a
testes qualitativos/semi-quantitativos (culturas em meio sélido contendo substrato especifico)
e quantitativos (culturas submersas contendo substratos especificos) de atividade celulolitica,
proteolitica, lipolitica e produtora de biofloculante. Baseado nas propriedades morfoldgicas e
analises das sequéncias 16S rDNA, os isolados LBPMA-APF.SG3-1sox, LBPMA-ACO.PR1-
Isox, LBPMA-BDLJ2 e LBPMA-BDLO0O7 foram identificados respectivamente como B.
megaterium, B. toyonensis, B. thuringiensis e B. pumilus, e todos foram capazes de apresentar
as atividades estudadas. Os indices maximos para atividade protedsica e lipasica em cultura
solida foram obtidos por B. toyonensis (IE= 4,55 e 2,41, respectivamente). Para atividade
celulasica maxima, B. pumilus foi o isolado mais eficiente em meio s6lido (IE=1,40), e em meio
liquido, as estirpes de B. pumilus e B. thuringiensis apresentaram a méxima atividade nas
primeiras 48 h. A atividade lipolitica maxima dos trés isolados analisados em cultura submersa
contendo azeite de oliva como substrato especifico (0,274 U. mL™ para Bacillus thuringiensis
LBPMA-BDLJ2, 0,450 U. mL*! para Bacillus pumilus LBPMA-BDLO07 e 0,552 U. mL™ para
Bacillus megaterium LBPMA- APF.SG3), correspondeu também ao maximo crescimento
celular as 72 h de incubacdo. Ja em relacdo a atividade proteolitica em cultura submersa, B.
thuringiensis apresentou a mesma atividade maxima que B. pumilus, porém num periodo menor
de incubacdo. Todos os isolados secretaram as enzimas investigadas como também
biofloculantes, ambos na temperatura constante de 37 = 1 °C, sem alteracGes de pH ao longo
do tempo. A atividade floculante aumentou com o tempo de cultivo, a principio, chegando ao
valor maximo de 57 % as 72 h para as amostras de B. pumilus, enquanto para B. thuringiensis,
B. toyonensis e B. megaterium foram de 33 %, 21 % e 34 % (respectivamente), apds 24 h de
incubacéo. Estes resultados obtidos estimularam a otimizacdo das variaveis pH (3, 5, 7 e 9),
fontes de nitrogénio [Uréia, Peptona e (NH4)2SO4] e carbono (Maltose, Sacarose e Glicose) do
meio, para melhoria das taxas de floculagéo por tais linhagens do género Bacillus. A Sacarose
e a Maltose apresentaram-se como as melhores fontes de carbono, enquanto Uréia foi a fonte
preferencial de nitrogénio para dois dos isolados testados (B. pumilus e B. toyonensis), seguido
de (NH4)2SO4 (B. megaterium) e Peptona (B. thuringiensis). Os melhores valores de pH para a
producdo de biofloculante foram 5,0 (B. toyonensis e B. thuringiensis) e 3,0 (B. pumilus e B.
megaterium). Os espectros de FTIR-ATR dos floculantes extraidos revelaram a presenca dos



grupos funcionais carboxilo, hidroxilo e metoxilo como responsaveis pela atividade floculante
das estirpes estudadas, sendo assim caracterizados como polissacarideos.

Palavras-chave: Bactéria. Biofloculacdo. Enzimas hidroliticas. Selecéo.

ABSTRACT

Enzymes are extremely attractive biological catalysts in industrial conversion processes due to
their ability to promote reactions with high enantioselectivity and in milder conditions than
chemicals, as well as biological flocculants are advantageous for easy biodegradation and safety
to living beings. Both are easily obtained from microorganisms that naturally inhabit
environments where these molecules are necessary to favor their metabolism. In the present
work, four bacterial isolates were used, two from the Atlantic Forest but cultivated for 40 years
with sugarcane (LBPMA strains: APF.SG3-1sox and ACO.PR1-Isox), previously selected by
high tolerance to agrochemicals, and two from agro-industrial sludge (LBPMA: BDLJ2 and
BDLO7) (Coruripe-AL, Brazil), sorted for producing polyhydroxyalkanoates and
biosurfactants. Each lineage was submitted to biochemical and molecular tests for identification
purposes and then submitted to qualitative / semi-quantitative tests (cultures in solid medium
containing specific substrate) and quantitative (submerged cultures containing specific
substrates) of cellulolytic, proteolytic, lipolytic activity and bioflocculant producer. Based on
the morphological properties and analyzes of the 16S rDNA sequences, the isolates LBPMA-
APF.SG3-Isox, LBPMA-ACO.PR1-Isox, LBPMA-BDLJ2 and LBPMA-BDLO7 were
identified respectively as B. megaterium, B. toyonensis, B. thuringiensis and B. pumilus, and all
were able to present the studied activities. The maximum indices for protease and lipase activity
in solid culture were obtained by B. toyonensis (IE = 4.55 and 2.41, respectively), while the
maximum cellulolytic activity in solid medium (1E = 1.40) was obtained by B. pumilus. In liquid
medium, the strains of B. pumilus and B. thuringiensis showed the highest cellulolytic activity
in the first 48 h. The maximum lipolytic activity of the three isolates analyzed in submerged
culture containing olive oil as a specific substrate (0.274 U. mL* for Bacillus thuringiensis
LBPMA-BDLJ2, 0.450 U. mL* for Bacillus pumilus LBPMA-BDLO07 and 0.552 U. mL* for
Bacillus megaterium LBPMA- APF.SG3), also corresponded to the maximum cell growth at
72 h of incubation. Concerning proteolytic activity in submerged culture, B. thuringiensis
showed the same maximum activity as B. pumilus, but in a shorter incubation period. All
isolates secreted the tested enzymes and bioflocculat at the constant temperature of 37 + 1 ° C,
without changes in the pH over time. The flocculant activity increased with the incubation time,
initially reaching the maximum value of 57% at 72 h for B. pumilus culture, while for B.
thuringiensis, B. toyonensis and B. megaterium this was 33%, 21% and 34%, respectively, after
24 h of incubation. These initial results stimulate the need for optimization of the pH (3, 5, 7
and 9) and nitrogen [Urea, Peptone and (NH4)2SO4] and carbon sources (Maltose, Sucrose and
Glucose) variables of the medium for flocculation using such strains of the Bacillus genus.
Sucrose and Maltose were the best sources of carbon, whilst Urea was the prefered source of
nitrogen for two of the tested isolates (B. pumilus and B. toyonensis), followed by (NH4)2SO4
(B . megaterium) and Peptone (B. thurigiensis). The best pH values for the production of
bioflocculant were 5.0 (B. toyonensis e B. thuringiensis) and 3.0 (B. pumilus e B. megaterium).
The FTIR-ATR spectra of the extracted flocculants revealed the presence of the carboxyl,
hydroxyl and methoxy functional groups as responsible for the flocculant activity of the studied
strains, thus being characterized as polysaccharides.
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1 INTRODUCAO

A diversidade bioldgica é um importante recurso com potencial para o desenvolvimento
de ferramentas sustentaveis para gestdo de ecossistemas e oportunidades de bioprospeccéo.
Apesar do reconhecimento, a diversidade microbiana brasileira é considerada como
amplamente desconhecida em relacdo a outros grupos, como os animais e as plantas (PYLRO
et al., 2013). Nesse sentido, ha um vasto campo propicio a descoberta e a utilizacao
biotecnoldgica de novas espécies que habitam ambientes naturais ou manejados (MANFIO,
2003; PERES et al., 2011). O grande desafio para o uso racional da biodiversidade brasileira &,
sem ddvida, como transformar um enorme patrimbnio genético natural em riqueza
biotecnologica (PYLRO et al., 2013).

Os processos biotecnoldgicos tém conquistado um lugar de destaque no
desenvolvimento tecnoldgico mundial, exibindo caracteristicas econémicas e operacionais que
conferem vantagens em relacdo aos quimicos convencionais (MACIEL, 2006). As enzimas, por
exemplo, sdo amplamente utilizadas por apresentarem potenciais biotecnolédgicos e industriais,
sendo que a maioria das enzimas empregadas nesses processos pertence ao grupo das
hidrolases. Dentre as enzimas utilizadas nos diversos setores industriais, as microbianas
correspondem a 95% daquelas comercializadas (BOTTCHER et al., 2010) para eventos como
o tratamento de efluentes, quimica fina e producdo de biocombustiveis (CARVALHO et al.,
2005; SOETAERT & VANDAMME, 2006).

O género Bacillus é um dos que mais contribui nesse quesito, gerando, por exemplo,
enzimas que sao utilizadas na fabricacdo de detergentes e polpa de papel, além de
biosurfactantes, polihidroxialcanoatos (bioplasticos) e biofloculantes. Suas espécies sdo
facilmente cultivadas em diferentes condicGes de laboratdrio, sendo capazes também de inibir
outros microrganismos, o que serve de estimulo para o isolamento de estirpes que expressem
bioprodutos adaptados a uma variedade de ambientes, os quais sdo especificos de certos
processos industriais (BARROS et al., 2013; MARTINS & HATTI-KAUL, 2002).

Por outro lado, com 0 aumento da atividade industrial, a quantidade de efluentes gerados
— 0S quais em sua maioria, ndo sdo tratados ou nao recebem o tratamento adequado, aumentando
0 impacto ambiental — tornou-se um preocupante problema ambiental. Para controlar essa
situacdo, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), pela resolucdo n® 430 de 13 de
maio de 2011, estabeleceu condigdes de lancamento em corpos hidricos para efluentes de
qualquer fonte poluidora, o que acarretou na crescente utilizacdo de floculantes para o
tratamento de aguas residuarias (CONAMA, 2011).
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Floculantes sdo produtos quimicos que estimulam a agregacdo de coldides e outras
particulas em suspensdo, formando um floco (IUPAC, 1997). S&do amplamente aplicados em
varios processos industriais, incluindo o tratamento de &guas residuais, processamento a
jusante, e os processos de alimentos e fermentacdo (MABINYA et al., 201; NAKATA e
KURANE, 1999; SALEHIZADEH & SHOJAOSADATI, 2001). Embora floculantes quimicos
tenham sido amplamente utilizados, devido a sua atividade de floculacéo eficaz e baixo custo,
esses possuem propriedades cancerigenas neurotdxicas fortes, perigosos para o ambiente e para
salide humana (MOUSSAS & ZOUBOULIS, 2009).

Os biofloculantes, por sua vez, sdo metabdlitos secundarios produzidos durante o
crescimento de microrganismos, predominantemente formados por alguns polissacarideos,
proteinas, acidos nucléicos e lipideos. Entre essas macromoléculas, os biofloculantes
polissacarideos tém atraido atencdo devido as suas altas taxas de floculacdo na remocéo de
diferentes tipos de metais pesados, de células e de recuperacdo de biomassa e tratamento de
aguas residuéarias. Segundo Okaiyeto et al. (2015), ha biofloculantes produzidos por bactérias,
fungos e algas isolados a partir de lodo ativado, solos e agua. Além disso, a utilizacdo de
floculantes microbianos tem sido promovida devido a sua biodegradabilidade e a sua natureza
ambientalmente inerte (LI et al., 2009; LIU et al., 2010).

O Brasil ainda carece de trabalhos relacionados a producdo de floculantes a partir de
microrganismos, de modo que selecionar bactérias capazes de produzi-los, bem como de
secretar enzimas utilizadas em biodegradacdo, torna-se uma contribuicdo para area. Desta
forma, organismos que podem expressar mais de um subproduto e/ou classe de enzimas, como
biosurfactantes, bioplasticos, biofloculantes e, por exemplo, celulases, proteases e lipases,
diante de diferentes substratos, apresentam grande potencial biotecnolégico.

Diante do exposto, o propdsito deste trabalho foi avaliar, entre isolados bacterianos
provenientes de solo (linhagens LBPMA: APF SG3 Isox e ACO PR1 Isox) e lodo agroindustrial
(linhagens LBPMA: BDLJ2 e BDLO7) (Coruripe-AL, Brasil), previamente investigados acerca
respectivamente da tolerancia a agroquimicos e producdo de polihidroxialcanoatos/
biosurfactantes, sua capacidade em produzir enzimas extracelulares e/ou biofloculantes de

interesse industrial.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Identificar quatro linhagens bacterianas — duas isoladas de solo de Mata Atlantica e com
tolerancia a agroquimicos e duas isoladas de lodo da Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE)
da S.A. Usina Coruripe Actcar e Alcool (Coruripe, AL), com capacidade biosurfactante e/ou
acumuladora de bioplasticos — e selecionar aquelas com atividades enzimaéticas e/ou
biofloculante, quantificando tais atividades e otimizando as condi¢des de produgdo dos

possiveis biofloculantes.

2.2  Objetivos especificos

e Selecionar linhagens bacterianas, dentre isolados de solo e lodo, aquelas capazes de
expressar atividades lipolitica, proteolitica e celulolitica em meio solido e produzir
biofloculante em meio liquido;

e Identificar, através de técnicas morfo-bioquimicas e de biologia molecular, os isolados
bacterianos selecionados;

e Avaliar em cultura submersa a cinética de crescimento (biomassa seca), pH e atividades
celulolitica, proteolitica, lipolitica e/ou biofloculante dos microrganismos selecionados,
utilizando meio de cultivo propicio para sua producao;

e Avaliar o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio do meio de cultura, a fim
de otimizar as condi¢bes de cultivo originalmente utilizada para producdo de
biofloculante pelas estirpes selecionadas;

e Caracterizar os biofloculantes produzidos pelas estirpes selecionadas, por meio da

técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Floculantes Inorganicos, Orgéanicos Sintéticos ou Naturais e Biofloculantes

Floculantes sdo substancias que proporcionam a separacdo (suspensao/dispersdo e
agregacdo) de particulas (flocos) num meio liquido, de forma a tornar a sedimentacdo e
clarificagdo mais rapidas (SHARMA et al., 2006; WONG et al., 2007; LEE et al., 2014). S&o
utilizados principalmente no tratamento de aguas residuais domésticas ou industriais, e foram
desenvolvidos e comercializados para a melhoria de parametros ambientais importantes, tais
como solidos suspensos e dissolvidos, turbidez, demanda quimica de oxigénio (DQO) e cor
(LEE, ROBINSON & CHONG, 2014). Os floculantes podem ser classificados como
inorganicos ou organicos, sendo que esses Gltimos tém sido utilizados no tratamento de
efluentes devido a sua inércia natural as mudancas de pH, alta eficiéncia com baixa dosagem e
facil manuseio (SINGH et al., 2000).

Floculantes inorganicos, como sais de metais multivalentes (aluminio, ferro, etc.),
sdo comumente usados devido ao seu baixo custo, facilidade de uso e disponibilidade. No
entanto, a sua utilizacdo foi reduzida e controlada devido a algumas desvantagens, tais como a
necessidade de utilizacdo de grande quantidade para uma floculacdo eficiente e elevada
sensibilidade a variacfes de pH. Além disso, o floculante inorgénico é aplicavel a apenas alguns
sistemas dispersos e é ineficiente para particulas muito finas (SHARMA et al., 2006), além de
acarretar o acimulo do metal utilizado na agua tratada, com implicac@es para a saide humana
e para 0 meio ambiente (RENAULT et al., 2009).

Os floculantes orgéanicos sintéticos sdo na sua maioria polimeros lineares sollveis
em agua, derivados de materiais a base de hidrocarbonetos (petrdleo) e ndo renovaveis
(SUOPAJARVI et al., 2013). Seus mondmeros podem ser acrilamida, acido acrilico, cloreto de
dialildimetil aménio, acido estireno sulfonico, etc. (SINGH et al., 2000). Aqueles a base de
poliacrilamida (Figura 1) tornaram-se muito importantes no tratamento de aguas residuais
devido a sua maior vantagem de flocular mesmo quando adicionados em pequenas quantidades
(SHARMA et al., 2006).
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Figura 1- Mondmero de poliacrilamida. Fonte: SigmaAldrich, 2016.

Ox__NH,

No entanto, os monémeros de poliacrilamida tém fortes propriedades cancerigenas e
neurotoxicas, que causam danos tanto para 0 meio ambiente quanto para os seres humanos
(MOUSSAS & ZOUBOULLIS, 2009). Assim, com a crescente conscientizacdo de possiveis
danos causados por floculantes quimicos e implementacdo de regulamenta¢Ges ambientais mais
rigorosas, alguns paises (por exemplo, Japdo, Suica e Frangca) comecaram a controlar
estritamente seu uso no tratamento de agua potavel e processamento de alimentos (KWON et
al., 1996; BOLTO & GREGORY, 2007; LU et al., 2014), além de desenvolverem floculantes
mais inofensivos, eficientes e favoraveis ao ambiente para remocdo de turbidez em aguas

superficiais e efluentes.

Floculantes organicos naturais sdo baseados em polimeros naturais animais ou
vegetais, como quitosana, amido, celulose, gomas naturais, mucilagem e etc. Estudos de suas
propriedades de floculacdo no tratamento de aguas residuais tém sido conduzidos por
apresentarem comportamento ambientalmente amigavel quando comparados com 0s
floculantes quimicos convencionais (RENAULT et al., 2009). A quitosana (amino-
polissacarideo), por exemplo, possui uma estrutura rigida contendo unidades de glucosamina e

acetilglucosamina (Figura 2).

Figura 2- Estrutura quimica da quitosana. Fonte: LARANJEIRA et al. (2009).

HOH.C HOH,C
0
0 0..
HO HO
NHECH, NH,

0

Essa molécula € insolivel em agua ou em solventes organicos, mas solivel em acidos
organicos diluidos (RENAULT et al., 2009; SZYGULA et al., 2009). Em pH &cido (~ pH 5), a

quitosana torna-se um polimero cationico solivel com elevada densidade de carga (RINAUDO,
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2006). Este tem sido aplicado nas ultimas décadas nos processos de tratamento de agua para a

remocao de suspensdes inorganicas ou organicas (RENAULT et al., 2009).

O amido (Figura 3), por sua vez, é outro polissacarideo floculante, apesar da baixa
eficiéncia, sendo por isso geralmente modificado para ampliar seu poder floculante em aguas
residuais (ZHANG et al., 2004; XING et al., 2005) e na fabricagédo de papel (MERRETTE et
al., 2005).

Figura 3- Estrutura quimica dos polimeros amilopectina e amilose, para formacdo do amido. Fonte: Reocities,
2016.
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As gomas naturais podem ser definidas genericamente como substancias poliméricas
que, em solvente ou agente de inchamento apropriado e mesmo a baixas concentragdes, sdo
capazes de formar dispersfes ou solucdes altamente viscosas ou até mesmo géis. Com essa
definicdo, o termo aplica-se a uma vasta variedade de substancias, incluindo hidrocarbonetos
de alto peso molecular, borrachas, proteinas, polissacarideos e seus derivados, além de alguns
polimeros sintéticos (BE MILLER, 1987). Esse grupo tem sido estudado extensivamente como
floculantes eficazes sobre uma ampla gama de pH e forcas idGnicas no tratamento de aguas
residuais de varias industrias (TRIPATHY & DE, 2006), devido a seu processo de producéo e

aplicacdo serem benéficos ao homem e ecossistemas (LEE et al., 2014).

Ja os taninos sdo compostos polifendlicos anidnicos biodegradaveis (OZACAR &
SENGIL, 2000) provenientes do metabolismo secundario de 6rgdos vegetais como casca, frutos
e folhas (HEREDIA & MARTIN, 2009) com diversas aplicacdes (precipitantes de proteinas,
antioxidantes, pré-oxidantes, toxinas a herbivoros, etc.) (BARBEHENN & CONSTABEL,
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2011). Existem vantagens na utilizagao de taninos como floculantes, tais como a capacidade de
adsorcdo de metais dissolvidos em agua e eliminacdo (ou pelo menos a diminuigdo) da
toxicidade do meio. Além disso, possuem geralmente pKa de 2,5 e atuam numa faixa de pH de
4,5 a 8. Agem neutralizando as cargas e formando pontes entre essas particulas, originando os
flocos (MACEDO, 2004).

No entanto, apesar das vantagens do uso de floculantes naturais de origem animal ou
vegetal, essa categoria possui curta vida util e eficiéncia moderada (MISHRA et al., 2012).
Nesse contexto, os floculantes provenientes de microrganismos (biofloculantes), isto &,
metabdlitos secundarios seguros, biodegradaveis, secretados extracelularmente durante o
crescimento destes, emergiram como materiais alternativos promissores para substituir os
floculantes convencionais (JANG et al., 2001; HE et al., 2002), especialmente em paises em
desenvolvimento, que dificilmente podem arcar com os altos custos de produtos quimicos
importados para tratamento de agua e esgoto. Pertencem predominantemente as classes de
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios (FLEMMING & WINGENDER, 2010)
sendo que os polissacaridicos despertaram muito interesse por suas altas taxas de floculagao (=
80-90 %) e remocdo de diferentes tipos de metais pesados e células, atuando bem na
recuperacdo de biomassa em processos biotecnoldgicos e no tratamento de residuos e agua
potavel (LIN & HARICHUND, 2011; ZHAO, LIU & ZHOU, 2013).

Lietal. (2008), Kumari et al. (2014) e Okaiyeto et al. (2016) observaram que a maioria
dos biofloculantes documentados na literatura sdo exopolissacarideos (EPS) e glicoproteinas de
bactérias isoladas de solo, lodo ou &guas residuais ou, ainda, sedimentos marinhos, cuja funcéo
é proteger a parede celular de condi¢cdes ambientais adversas, tais como alta pressdo osmotica,
tensdo de oxigénio, temperatura e compostos toxicos (NWODO et al., 2012). A producdo em
larga escala de biofloculantes depende unicamente da possibilidade de cultivar microrganismos
capazes de sintetizad-los em diferentes meios, além de sua extracdo (SALEHIZADEH &
SHOJAOSADATI, 2003).

Como se observa na Tabela 1, a producéo de biofloculantes ricos em polissacarideos
ndo e exclusiva de uma especie, e é possivel que estirpes da mesma espécie segreguem diversos
tipos de polissacarideos com diferentes fung¢bes bioldgicas (SATHIYANARAYANAN et al.,
2013). Os polissacarideos possuem grupos hidroxilo, com uma extremidade redutora
hemiacetal, bem como outras funcionalidades que desempenham papéis essenciais em reagoes
de reducdo (MATA et al., 2009).
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Tabela 1- Microrganismos produtores de biofloculantes e sua composicdo quimica. Fonte: Adaptado de Okaiyeto

etal., 2016.
Microrganismos Local isolado Composicao Referéncias
guimica
Paenibacillus mucilaginosus Solo Polissacarideo | Tang et al., 20142
Enterobacter aerogenes Solo Glicoproteina | Lu et al., 2005
Oceanaobacillus sp. Pinky Marinho Glicoproteina | Cosa et al., 20132
Chryseobacterium daeguense W6 | Lodo de retrolavagem | Glicoproteina | Liu et al., 2010

Paenibacillus polymyxa BY-28 Solo Glicoproteina | Gong et al., 2003
Virgibacillus sp. Marinho Polissacarideo | Cosa et al., 2013°
Solibacillus silvestres Marinho Glicoproteina | Wan et al., 2013

Klebsiella sp. Lodo ativado Polissacarideo | Yang et al., 2012
Klebsiella mobilis Solo Polissacarideo | Wang et al., 20072°
Aeromonas sp. Lodo ativado Polissacarideo | Li et al., 2007
Serratia ficaria Solo Polissacarideo | Gong et al., 2008
Paenibacillus elgii B69 Solo Polissacarideo | Li etal., 2013

Rhodococcus erythropolis

Lodo ativado

Glicoproteina

Peng et al., 2014

Bacillus licheniformis

Meio LB contaminado

Polissacarideo

Xiong et al., 2010

Halomonas sp.

Sedimento marinho

Polissacarideo

Mabinya et al., 2011

Klebsiella sp. TG-1

Aguas residuarias

Glicoproteina

Liu et al., 2013

Klebsiella pneumoniae

Saliva humana

Glicoproteina

Luo et al., 2014

Methylobacterium sp. Agua doce Glicoproteina | Ntsaluba et al., 2013
Bacillus licheniformis X14 Solo Glicoproteina | Li et al., 2009
Aeromonas sp. Lodo ativado Polissacarideo | Li et al., 2008

Brachybacterium sp.

Agua doce

Glicoproteina

Nwodo et al., 2013

Microcoleus sp.

Marinho -Salinas

Polissacarideo

Chen et al., 20112

Lyngbya sp.

Marinho -Salinas

Polissacarideo

Chen et al., 2011°

Bacillus licheniformis

Meio LB contaminado

Polissacarideo

Chen et al., 2016

As aplicages préaticas de biofloculantes em industrias, no entanto, até agora tém sido

limitadas devido ao seu alto custo de producéo e necessidade de ulitizacdo de altas dosagens

para melhor eficiéncia (NIE et al., 2011). Assim, muitos pesquisadores (Tabela 2) estdo

estudando o uso de biofloculantes com finalidade industrial — em face dos problemas de satde

causados por floculantes quimicos — e também buscando aprimorar o cultivo de microrganismos

para que a obtencdo do biofloculante se torne menos oneroso (NIE et al., 2011; ZHI et al.,

2010).
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Tabela 2- Aplicagdes utilizando biofloculantes e suas origens. Fonte: Adaptado (Okaiyeto et al., 2016; Agunbiade et al., 2016).

23

Aplicacbes

Microrganismos

Observacdes

Referéncias

Recuperacéo de biomassa e
remogdo de patdgenos

Klebsiella terrigena

Remove Salmonella sp.

Ghosh et al., 2009

Solibacillus silvestris W01

Colheita de Nannochloropsis oceanica

Wan et al., 2013

Klebsiella pneumoniae

Remove cistos de Acanthamoeba

Zhao et al., 2013

Paenibacillus polymyxa AM49

Remove Scenedesmus sp.

Kimetal., 2011

Decoloragéo

Rhodococcus erythropolis

Remove solugdes de corantes dispersos

Peng et al., 2014

Serratia ficaria

Decolorizacao de efluente da polpa

Gong et al., 2008

Chryseomonas luteola

Decoloragdo das aguas residuais

Syafalni et al., 2012

Purificacdo de agua

Klebsiella sp. Remove sulfametoxazol Xing et al., 2013
Corynebacterium glutamicum Decolorizagao de aguas residuais do He et al., 2004
melaco
Tratamento real de aguas residuais Lietal., 2013

Paenibacillus elgii B69

Paenibacillus mucilaginosus G1M16

Tratamento de efluente do moinho de papel

Tang et al., 2014

Chlorella sp. e Micratinium sp.

Aguas residuais industriais

Wang et al., 2014

Aspergillus niger

Tratamento de &gua do rio

Aljuboori et al., 2013

Remocé&o de metais pesados

Bacillus firmus

Pb?*, Cu®*, e Zn*

Salehizadeh & Shojaosadati,
2003

Pseudomonas aeruginosa IASST201

Ni2+, C02+, Zn2+, CU2+, Cd2+, F62+, Cr2+ e
Mn?*

Pathak et al., 2014

Pseudomonas fluorescens BMO07

Hg?*, Cd?*, Ni?*, Zn%*, Cu®*" e Co?*

Noghabi et al., 2007

Rhodococcus erythropolis

Pb*

Guo & Yu, 2014
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Portanto, tornou-se imperativo identificar e pesquisar novos microrganismos
produtores de biofloculantes e otimizar as condicGes de fermentacdo para melhorar os
rendimentos e custo de producéo do biofloculante (OKAIYETO et al., 2013). Para isso, se faz
necessario a utilizacdo de substratos rentaveis, como, por exemplo, residuos agricolas. Além
disso, é importante fazer estudos que assegurem as propriedades e qualidade do biofloculante
produzido em residuos agricolas. Isto reduzira razoavelmente o custo de produgdo e incentivara

sua producéo e aplicacdo em larga escala (OKAIYETO et al., 2016).
3.1.1 Biossintese da principal classe de biofloculante

Li et al. (2008) observaram que a maioria dos biofloculantes documentados na
literatura s@o exopolissacarideos (EPS) secretados por microrganismos isolados do solo ou de
lodo de esgoto. EPS sdo definidos como polissacarideos extracelulares, produzidos por alguns
fungos e bactérias, os quais sdo encontrados ligados a superficie das células de forma firme
(EPS de revestimento) ou fraca (EPS de limo) (ANNA et al., 2006; SHENG et al., 2010). Essas
moléculas sdo capazes de proteger a parede celular contra compostos toxicos e condi¢oes
ambientais adversas, tais como alta pressdo osmotica, tensdo de oxigénio, temperatura; e
também podem ser excretados para 0 meio extracelular, sendo responsaveis também pela
adesdo entre as células (LI & YANG, 2007; SHENG et al., 2010).

Além disso, podem contribuir para a absorcao de ions metalicos, bem como evitar a
desidratacdo sob certas condi¢cdes ambientais (NICHOLS et al., 2005), sendo os constituintes
mais importantes dos agregados bioldgicos responsaveis pela degradacdo da matéria organica
no tratamento de aguas residuais, que inclui também biofilmes e lodos ativados. Esses
promovem o desenvolvimento de bioflocos, alterando a relagéo entre agregados microbianos,
diferentes estirpes bacterianas, bem como particulas organicas e inorganicas (MARTIN-
CERECEDA et al., 2001).

Os EPS sdo geralmente de natureza complexa e heterogénea, cujos constituintes e
localizagdo podem ser dependentes de varios processos metabolicos, como secrecdo ativa,
alteracbes na fase de crescimento, quebra de células devido a morte celular, liberacdo de
macromoléculas de superficie celular (proteinas de membrana externa e lipopolissacarideos) e
sua interagdo com o ambiente (CRISTINA et al., 2011).

Os exopolissacarideos produzidos por microrganismos sao divididos em dois grupos:

heteropolissacarideos e homopolissacarideos (DONOT et al., 2012). Contudo, a biossintese de
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heteropolissacarideos € mais complexa. A xantana, um dos heteropolissacarideos mais
estudados, requer glicideos-nucleotidicos (UDP-glicose, UDP-glicuronato e GDP manose) a
partir dos quais séo construidas unidades repetidas de xantana, assim como enzimas, tais como
polimerase e transferase (ROSALAM & INGLATERRA, 2006).

Os EPS das bactérias estabelecem um modelo importante de sistemas para o estudo da
agregacdo e secrecdo molecular, regulacdo génica, interacBes célula-célula, simbiose e
patogenicidade (OTOBONI, 2007). Uma via de biossintese foi proposta por Yan et al. (2013)
utilizando as identidades de aminoacidos das enzimas determinadas pelo programa KEGG
(Figura 4), que poderiam ser responsaveis pela producdo do biofloculante polissacaridico de
B. licheniformis CGMCC 2876.

Figura 4- Precursor biossintético previsto do biofloculante polissacaridico de B. licheniformis CGMCC 2876.
Fonte: Adaptado de YAN et al. (2013).

Manose Frutose  Glicose Sacarose Arbutina  Salicina Galactose
Extracelular O o) O O le)
[Bii2]
Intracelular [BIi 2] E i \:Saticina @EE

Y
Arbutina - 6P
p - D - Frutose Bli26)

-+w
RZ1 2713
\
D - Manose - 6P m ®

o
-1 Glicase -@W B - D - Frutose 6P B - D - Glicose - 6P
[ )
D - Frutose - 1P D - Glicose - 1P D - Galactose - 1P
D - Manose - 1P i
GTP. UTP
Dol-P-Manose __ GDP-Manose UDP - Glicose UDP - Galactose
Q GDP - Frutose - Biid !
I i el
Bil 16 [B1i 15 [B1i 16
Receptor o
BIi 9 ][ BIli 10
Bli 11 [[msmX/K

, Y
Extracelular ' [p-D-Glicose O Heteropolissacarideo extracelular

Biofloculante (XMBF)

Legenda: Bli 1, beta-glicosidase (EC 3.2.1.21); Bli 2, glicose fosfotransferase (EC 2.7.1.69); Bli 7, beta-
frutofuranosidase (EC 3.2.1.26); Bli 9 e Bli 10, proteinas de permease do sistema de transporte de glicideos; Bli
11, proteina de ligagdo ao substrato; MsmX ou msmK, proteina de ligacdo a ATP; Bli 16, glicosiltransferase (EC
2.4.X.Y); Bli 17, Dol-P-Man sintase (EC 2.4.1.83); Bli 18, UDP-glicose 4- epimerase (EC 5.1.3.2); Bli 26, beta-
glucosidase-6P (EC 3.2.1.86); EC 2.7.1.6, galactoquinase; CE 5.3.1.9, glicose-6P isomerase; EC 2.1.7.4,
frutoquinase; EC 2.7.1.1, hexoquinase.
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Embora as vias sintéticas da maioria dos EPS ainda ndo tenham sido elucidadas
claramente, a biossintese de polissacaridos pode ser dividida em trés etapas principais: (1)
assimilacdo de glicideos simples e conversao em derivados de nucleotidos; (2) montagem de
subunidades ligadas a um transportador de lipideos, e (3) polimerizacdo e secrecdo para 0
ambiente extracelular (YAN et al.,2013).

3.1.2 Fatores que influenciam a producéo tecnoldgica de biofloculante

A producéo tecnoldgica de biofloculantes, como de qualquer metabolito microbiano,
é bastante influenciada pela composicdo do meio de cultura e por varios outros parametros
fisico-quimicos, tais como pH inicial do meio de producdo, fontes de carbono (GOO et al.,
2013), e de nitrogénio (SALEHIZADEH & YAN, 2014), forca idnica, ions metalicos,
concentracdo do indculo, tempo e temperatura (LI et al., 2009) de incubacdo, e velocidade de
agitacdo (HE et al., 2004; SHENG et al., 2006; ABDEL-AZIZ et al. 2011; FANG et al., 2013).

O pH inicial do meio de fermentacdo é importante para producao e também a eficiéncia
do biofloculante (ZHENG et al., 2008), determinando a eletrificacdo das células e o potencial
de oxidacdo-reducdo que influencia na absorcdo de nutrientes e reacBes enzimaticas
(SALEHIZADEH & SHOJAOSADATI, 2001). A faixa de pH ideal para a producdo de
biofloculante varia de acordo com o microrganismo utilizado e os demais parametros, como
temperatura, tempo e concentracdo do indculo utilizadas. Estudos realizados por Mabinya et al.
(2011) com cepas de Halomonas sp., e por Cosa et al. (2012) com cepas de Halobacillus sp.,
demonstram que o pH que melhor favorece a producdo de biofloculante por tais
microrganismos € 7,0. Por outro lado, Deng et al. (2003), utilizando estirpes de Aspergillus
parasiticus, e Liu et al. (2013), utilizando estirpes de Klebsiella sp. TG-1, relataram que a

melhor producéo de biofloculante ocorreu em meios alcalinos, com pH 8,0.

Lee et al. (2001) relataram que as melhores fontes de carbono para a secrecdo de
biofloculante ZS-7, a partir de estirpes de B. licheniformis X14 foram o etanol, a sacarose e 0
amido, enquanto que o cloreto de aménio foi a fonte de azoto preferida para tal. Em outra
pesquisa, Shih et al. (2001) verificaram que glicose, frutose e lactose ndo foram adequados para
a producdo de biofloculante por cepa de B. licheniformis, enquanto a presenca de multiplas
fontes de carbono (glicerol, acido citrico e acido glutamico) no meio de cultivo melhorou o
crescimento celular e a producgdo de biofloculantes por tal linhagem. Sheng et al. (2006),
utilizando estirpes de Klebsiella sp., relatam que a maltose e a ureia foram as fontes de carbono

e azoto, respectivamente, mais efetivas para a producéo de biofloculante.
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Gong et al. (2003) descobriram que a sacarose, maltose, xilitol, lactose e glicose séo
substratos adequados para a producéo de biofloculante por Paenibacillus polymyxa BY-28. He
et al. (2004) documentaram um novo biofloculante de &cido poligalacturénico REA-11
produzido por Corynebacterium glutamicum a partir de sacarose (fonte de carbono) e ureia e

licor de maceracéo de milho como fontes de azoto complexas.

A capacidade do microrganismo utilizar a sacarose como uma fonte de carbono para
a producdo de biofloculante aponta para a possibilidade de utilizar melacos na producéo
industrial em grande escala de biofloculante (OKAIYETO et al., 2016).

Segundo Zhang et al. (2007), geralmente as enzimas responsaveis pela producdo de
biofloculante s&o ativadas em temperaturas 6timas associadas ao 6timo para o crescimento
microbiano, que para microrganismos mesoéfilos oscila entre 25 ° C e 37 ° C (SALEHIZADEH
& SHOJAOSADATI, 2001).

3.2. Enzimas de origem microbiana para aplicacGes industriais

As enzimas sdo caracterizadas de forma geral como catalisadores biologicos ou
biocatalisadores, em sistemas in vivo e in vitro, de natureza proteica, altamente especificas e
com grande poder catalitico (WISEMAN, 1995). Podem ser classificadas em intracelulares ou
extracelulares. As intracelulares sdo produzidas dentro das células e permanecem no
citoplasma; sdo utilizadas quando ndo ha outra forma de sintese, principalmente quando se
necessita de replicacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA). Porém, as mais utilizadas
industrialmente sdo as extracelulares, que assim como as intracelulares, séo sintetizadas no
ribossomo préximo a membrana celular, porém sdo transferidas para fora da célula. Dessa
forma, elas podem ser retiradas do meio do cultivo onde o microrganismo que a produziu se
encontra. A principal vantagem desse processo € a de ndo haver risco de contaminacdo por
outras moléculas (BOURGAIZE et al., 2000).

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de
origem animal ou vegetal, visto a facilidade de manipulacdo genética dos mesmos e rapidez
com que estas moléculas sdo obtidas (RAO et al., 1998), além do menor custo de produgdo em
fermentadores industriais de larga escala e amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas
(estabilidade térmica, de pH e tempo de estocagem, especificidade ao substrato, etc.)
(OLIVEIRA et al., 2005).
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A identificacdo de novas fontes de enzimas microbianas, principalmente daquelas ndo
toxicas ao organismo humano, e suas diferentes aplicacdes, por si s6 justificam estudos de sua
producdo (MUSSATTO et al., 2007), pois além de garantirem o suprimento de biocatalisadores
necessarios aos diferentes processos industriais, 0s quais muitas vezes ndo estdo disponiveis
nos sistemas vegetais ou animais, podem torna-los menos agressivos ao meio ambiente
(OLIVEIRA et al., 2005).

3.2.1 Celulases

Celulases (EC 3.2.1.4) sdo hidrolases que atuam sinergicamente e especificamente
sobre materiais celulésicos, liberando glicidios dos quais a glicose é o que desperta maior
interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversdao em etanol, etc. (CASTRO &
PEREIRA, 2010). Possuem, portanto, grande importancia econdmica, sendo aplicadas no setor
alimenticio, de racdo animal, téxtil, detergente e cervejarias. Outras areas incluem a industria

de polpa e papel, gestdo de residuos e industria médico farmacéutica (BHAT & BHAT, 1997).

As endoglucanases sdo celulases que clivam internamente a molécula de celulose, isto
é, hidrolisam ligacdes beta-glicosidicas de forma aleatdria ao longo do polimero (LEE et al.,
2003), como ocorre com as carboximetilcelulases. Estas clivam as ligac6es glicosidicas das
regidbes menos compactadas (amorfa) da celulose, diminuindo o comprimento da fibra e

gerando novas extremidades livres (LYND et al., 2002).

As fontes de celulases microbianas incluem bactérias anaerdbicas (Clostridium,
Rominococcus, etc.) e aer6bicas (Cellulomonas, Thermobifida, etc.), actinomicetos
(Streptomyces), fungos filamentosos (Trichoderma, Aspergillus, etc.) (LYND et al., 2002;
PALOMER et al., 2004).

Toda bactéria com acdo celulolitica secreta endoglucanases com propriedades
diferentes, sendo que a maioria mostra uma pequena atividade na estrutura cristalina da celulose
(BEGUIN, 1990). Segundo Schallmey et al. (2004), a habilidade de produzir e secretar grandes
guantidades de enzimas extracelulares e apresentar espécies termofilas capazes de fermentar
numa ampla variedade de valores de pH, faz com que as cepas do género Bacillus sejam
dominantes nos processos de fermentacdo microbiologica, gerando produtos enzimaticos

comerciais com aplicabilidades especificas.
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3.2.2 Proteases

As proteases (EC 3.4.11-19) hidrolisam ligacdes peptidicas (BEG et al., 2002)
podendo ser exo ou endopeptidases. As endopeptidases atuam sobre aminoécidos nao terminais,
em contraste com as exopeptidases, que hidrolisam as ligacGes peptidicas dos aminoécidos
terminais (HAKI & RASHIT, 2003).

Essas enzimas microbianas sdo amplamente utilizadas no processamento de alimentos,
industria téxtil e farmacéutica, na producédo de detergentes (biologicos), biologia molecular e
aplicacGes médicas. A ampla utilizagdo destas enzimas é reflexo da elevada especificidade de
sua acdo como biocatalisadores (PHADATARE, et al., 1993, MANDIGAN et al., 1996;
HORIKOSHI, 1999; KANEKAR, et al., 2002).

Entre as varias proteases microbianas, as de origem bacteriana sdo as de maior
relevancia, quando comparadas com proteases fungicas, sendo as espécies de Bacillus as
principais produtoras de proteases extracelulares (NASCIMENTO & MARTINS, 2006), sendo
tal producdo fortemente influenciada por fatores fisicos como pH, temperatura e tempo de
incubacdo, além de componentes do meio como ions metéalicos (NEHETE et al., 1985;
JOHNVESLY & NAIK, 2001).

3.2.3 Lipases
As lipases (EC 3.1) sdo glicerol éster hidrolases, liberando acidos graxos e glicerol de

acilglicerois (Jaeger et al., 1994), mas facilitando também a catalise de outras reagdes, tais como
esterificacdo, transesterificacdo, acidolise, alcodlise e amindlise, apresentando consideraveis
atividade e estabilidade em ambientes ndo-aquosos (MARTINS et al., 2008).

As lipases provenientes de microrganismos constituem um grupo de valiosas enzimas
de aplicacdo biotecnoldgica, principalmente pelas suas versatilidades de propriedades de
atuacdo, especificidade ao substrato e facilidade de producdo em larga escala. Dentre os
processos bioquimicos reportados na literatura, as lipases, especialmente microbianas,
representam cerca de 35 % das enzimas empregadas industrialmente (FEITOSA et al., 2010),
tanto pela facilidade de obtencdo a partir do caldo fermentativo, como pela estabilidade e
propriedades diversificadas (PASTORE et al., 2003).

A sintese de lipases por microrganismos € influenciada por varios fatores, como
disponibilidade de oxigénio, de fontes de nutrientes (carbono, nitrogénio e minerais), presenga

de indutores, presenca de agentes que interfiram na interface Oleo-agua, temperatura de
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incubacéo, pH do meio, tempo de cultivo, intensidade da agitagdo, bem como o tipo de substrato
(SHARMA et al., 2001; DOMINGUEZ et al., 2003; ZAREVUCKA et al., 2005; MARTINS et
al., 2008).

Grande variedade de microrganismos sdo capazes de produzi-las: dentre as bactérias
destacam-se Bacillus sp., Pseudomanas sp.; Kurthia sp. e Staphylococcus sp.; dentre os fungos
filamentosos, Penicillium, Aspergillus, Botrytis e Rhizopus; e dentre fungos leveduriformes ha
especial interesse em Trichosporon, Candida e Saccharomyces (SHARMA et al., 2001;
HASAN et al., 2006). E crescente 0o nimero de publicacdes que relatam novas espécies
produtoras de enzimas lipoliticas, formas de obtencdo e sua caracterizacdo (HASAN et
al.,2006; FOTOUH et al., 2016; SHUKLA & DESAI, 2016; SHAINI & JAYASREE, 2016).
Estudos realizados por Sharma et al. (2001), listaram 109 espécies produtoras de lipase, das
quais 47 foram obtidas de bactérias, com prevaléncia do género Bacillus sp., 42 obtidas de

fungos filamentosos e 20 de leveduras.

3.3 Produtores de Biofloculantes e Enzimas Extracelulares — o Género Bacillus

O género Bacillus (familia Bacillaceae) ¢ um dos maiores entre as espécies
bacterianas. Suas caracteristicas sdo muito variadas, tanto geneticamente quanto
fenotipicamente, com espécies muito importantes do ponto de vista industrial, agricola e médico
(veterinario ou humano, com estirpes inclusive produtoras de toxinas) (PAIKET et al., 1997).
Por conta disso, as estirpes de Bacillus encontradas na natureza (solo, dgua e ar), e algumas da
biota intestinal animal (CHANTAWANNAKUL et al., 2002) sdo fontes importantes de

enzimas extracelulares utilizadas industrialmente.

As espécies deste género sdo morfologicamente bastonetes com extremidades retas ou
arredondadas de tamanhos variaveis (0,5 x 1,2 um até 2,5 x 10 um), capazes de esporular, com
resposta positiva ou variavel a coloracdo de Gram (isto é, nos cultivos muito jovens a coloragdo
de Gram pode ndo ser positiva) e compdem-se principalmente por bactérias aerdbias ou
anaerdbias facultativas, podendo ser termofilicas, psicrofilicas, acidofilas, halotolerantes ou
halofilicas (GOMES, 2013). Assim, possuem morfologia, composi¢do enzimatica e quimica
favoraveis a resisténcia a diversas condi¢es de temperatura, pH e salinidade. O habitat
principal desse género é o solo, com papel importante no ciclo do carbono e do azoto. A
resisténcia dos esporos e a diversidade fisiologica das formas vegetativas fazem com que sejam
encontrados também na agua do mar, agua doce e géneros alimenticios (OLIVEIRA, 2010;
GOMES, 2013).
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As espécies do género Bacillus sdo classificadas em trés grupos, de acordo com a
morfologia e o endosporo de resisténcia produzido. O grupo | é subdividido em outros dois
subgrupos: a) O grupo la constituido de bacilos de diametro superior a 1 um, apresentando
inclusdes de poli-beta-hidroxibutirato (B. anthracis, B. cereus, B. megaterium, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis); e b) O grupo Ib constituido de
bacilos com didmetro inferior a 1 um e desprovidos de inclusdes de poli-betahidroxibutirato (B.
coagulans, B. firmus, B. licheniformis, B. subtilis); O grupo Il é constituido de espécies Gram
variaveis; apresenta esporo oval, central ou terminal que deformam a parede celular (B.
circulans, B. stearothermophilus); O grupo Il é caracterizado por bacilos Gram variaveis;
apresentam um esporo esférico terminal ou subterminal que deformam a parede celular (B.
globisporus, B. insolitus) (GOMES, 2013).

Espécies de Bacillus geralmente crescem bem em meios definidos contendo vaérias
fontes de carbono, sendo também hébeis em utilizar uma variedade de substratos de baixo custo
e de fécil disponibilidade, tais como os subprodutos da agroindustria, bagago de cana, farelo de
arroz e farelo de trigo (SOCCOL & VANDENBERGH, 2003) como substratos. 1sso ocorre em
funcdo também da versatilidade de producdo de enzimas extracelulares que degradam
polimeros complexos, como polissacarideos, acidos nucléicos e lipideos, permitindo aos
organismos utilizarem esses produtos como fontes de carbono e doadores de elétrons
(PALLADINO, 2008).

O género Bacillus, portanto, ja € amplamente utilizado para producdo de enzimas com
interesse industrial, além de outras finalidades comerciais, como agentes bioinseticidas,
biodegradadores ou metabolizadores de compostos inorganicos ou organicos para o tratamento
de &guas, e produtores de biosurfactantes, etc. (ABBAS, 2003; PALLADINO, 2008;
OLIVEIRA et al., 2008). Algumas cepas de Bacillus sdo potenciais redutoras de Fe Ill em
aguas ( SCHEID et al., 2004). Barreto (2011), utilizando diferentes estirpes de Bacillus sp.,
destacou 15 com potencial para degradacdo de petrdleo. Amostras de solo s@o boas

fornecedoras dessas espécies, como € o caso de Bacillus subtilis.
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A Figura 5 sintetiza as atividades experimentais desenvolvidas neste estudo e

detalhadas nos subitens seguintes.

Figura 5- Fluxograma das atividades experimentais desenvolvidas no presente estudo. Fonte: AUTOR, 2017.
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4.1 Bactérias Estudadas

Quatro bactérias mantidas na bacterioteca do Laboratorio de Bioguimica do Parasitismo
e Microbiologia Ambiental (LBPMA), do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB), da

Universidade Federal de Alagoas (UFAL), foram isoladas de locais distintos. Duas isoladas do

solo originalmente da Mata Atlantica, mas com 40 anos de cultivo de cana-de-acucar e

aplicacdo frequente dos herbicidas Diuron, Sulfentrazone e Isoxaflutole (LBPMA-APF.SG3 e
LBPMA-ACO.PR1), de propriedade da “Usina Coruripe Agucar e Alcool S.A.” (localizada em

Coruripe-AL) (SILVA, 2015), e as outras duas do lodo de lagoa de sedimentacdo da Estacao
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de Tratamento de Efluentes (ETE) da mesma empresa (LBPMA-BDL07 e LBPMA-BDLJ2)
foram selecionadas (SILVA, 2016). Para a manutenc¢do de células ativas, as culturas originais
mantidas a baixa temperatura (10 = 2 °C) foram repicadas quinzenalmente em meio agar
nutriente (5 g peptona, 3 g extrato de carne, 1 g cloreto de sodio, 20 g agar, 1 L de agua

destilada) e incubadas por 24 h ao abrigo daluza 32 £ 1 °C.
4.2  Caracteristicas morfo-cultural e bioquimica dos isolados estudados
4.2.1 Aspectos morfoldgicos

Foram utilizadas as coloracdes diferenciais para determinacdo da constitui¢do da parede
celular de bactérias (Gram, utilizando cristal violeta, lugol e safranina), da existéncia de
enddsporos (Verde-Malaquita) e da &lcool-acido resisténcia das paredes (Fuccina fenolada, de
Ziehl-Nielsen), como descrito por Neder (1992). As laminas coradas por Gram foram
observadas em microscépio optico equipado com ocular micrométrica WF 10X/18mm, e no
aumento de 1000X, cada trago menor da régua representa 1um, ¢ cada traco maior representa

10 pm.
4.2.2 ldentificacdo bioquimica e molecular dos isolados previamente selecionados

Quatro linhagens bacterianas isoladas e selecionadas por apresentarem tolerancia ja
detectada aos herbicidas Diuron, Sulfentrazone e Isoxaflutole (LOPEZ, SILVA & ROHERS,
no prelo) e habilidade para produzirem polihidroxibutirato e/ou biosurfactante (SILVA et al.,
2016), foram submetidas aos testes de producdo de enzimas extracelulares com atividade
celulolitica, lipolitica, proteolitica, além da excrecdo de biofloculantes. Depois, aquelas que
apresentaram tais atividades, antes de serem submetidas a testes de cinética para producédo das
mesmas, foram submetidas aos testes bioquimicos diferenciais e de extracdo de seu DNA total
e amplificacdo do gene codificante da subunidade 16S do rDNA por PCR (Rea¢do em Cadeia
da Polimerase), visando sua identificagdo. Para tanto, os microrganismos foram cultivados em
caldo nutriente por 24 h (30 £ 1° C, ao abrigo da luz) sob agitacdo orbital constante (100 rpm),
e imediatamente utilizados nos testes bioquimicos ou aos protocolos e séries de reagentes de
extracdo de DNA da Norgen Biotek® ou da Quiagen® (QlAamp, DNA Mini Kit), conforme

instrucdes dos fabricantes.

A caracterizacdo bioquimica foi efetuada através do cultivo em meios diferenciais, tanto
contidos em placas de Petri quanto em tubos de ensaio, conforme descrito por SILVA (1996)

para 0 Agar MacConkey, o meio Trés Glicidios e Ferro (TSI), o Agar Citrato de Simons, o
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Agar-Ureia, e 0 meio SIM (Sulfito—Indol-Motilidade). Também foram efetuadas provas para
detectar em meio solido a atividade hemolitica (MULLIGAN et al., 1984), de Catalase (SILVA,
1996), ligninase (DHOUIB et al., 2005) e de fenoloxidase (CONCEICAO et al., 2005). Para
esta ultima, ao meio AN acrescentou-se 0,5% de acido gélico, e apoés esterilizacdo (120°C, 1
atm, 10 min), o meio vertido em placas de Petri e posteriormente solidificado foi inoculado
conforme nos demais ensaios (100 pL de suspensdo aquosa com 1x10° células.mL™, cultura

com 24 h), e incubado por 7 dias (30 £ 1 °C, no escuro), em triplicata para cada isolado.

No caso da extragdo do DNA dos isolados LBPMA-BDL07 e LBPMA-BDLJ2, a lise
celular apds centrifugacdo da cultura em meio liquido (14.000 rpm, 20° C, 30 s), foi promovida
acrescentando-se ao precipitado 250 pL da solucéo de ressuspensdo de 10 U de Rnase A, 12
pL de lisozima, 250 pL da solucdo de Lise e 11 pL de Proteinase K do Kit Norgen Biotek®.
Apds incubacdo (37 °C por 2 h), o material genético extraido foi recuperado por meio de coluna.
Uma vez verificada a quantidade e pureza do DNA extraido através da medida da absor¢édo
espectrofotométrica a 260 e 280 nm, realizou-se o processo de amplificacdo do gene universal
amplamente utilizado para identificacdo de bactérias em geral, o0 16S rRNA. O seguinte
protocolo de mistura de reacdo singleplex (volume final de 25 upL) foi utilizado para
amplificagdo (WINSLEY et al., 2012): 100 ug de DNA, 10 pmol de cada oligonucleotideo
iniciador (ACWCCTACGGGWGGCWGC e AYCTCACGRCACGAGCTGAC), 0,8 mM de
dNTPs, 2,5 mM de cloreto de magnésio, 2,5 pL de tampédo 10%, 5 ug de albumina de soro
bovino (BSA) e 1U de Taq DNA Polimerase.

O DNA amplificado dos isolados mencionados foi visualizado com auxilio da luz
ultravioleta emitida diretamente no gel de agarose corado com brometo de etidio, utilizando-se
um transiluminador com protecdo acrilica. Apds a confirmacdo de amplificacdo do gene, o
amplicon 16S rDNA de cada um dos isolados foi purificado do tubo de PCR original utilizando
o protocolo do kit comercial da Norgen Biotek e enviado para a Plataforma de Sequenciamento
de DNA do Laboratério Central da Universidade Federal de Pernambuco. O sequenciamento
foi realizado pelo método de Sanger no Analisador Genético da Applied Biosystems® ABI
3500x%L (Life Technologies), contendo os marcadores fluorescentes Big Dye®Terminator v3.1
(Life Technologies). As condicdes de PCR para a reacéo de sequenciamento foram: 95°C (10
s), 51°C (5 s) e 60°C (4 min). Apds o recebimento das sequéncias, utilizou-se o software

CodonCode Aligner para edi¢do. Depois de convertido para o formato FASTA, a sequéncia foi
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comparada com as outras depositadas no banco publico do National Center for

Biotechnological Information (NCBI).

No caso dos isolados LBPMA-ACO.SG3 e LBPMA-ACO.PR1, a extracdo ocorreu da
mesma forma, porém, utilizando-se a série de reagentes da Quiagen® (QlAamp, DNA Mini
Kit). A amplificacdo do gene 16S rDNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada em microtubos contendo 45uL da mistura de dgua ultrapura estéril isenta de DNAse
e RNAse, tampéo de reacdo 1X, 3 mM de MgCl», 0,2 mM de cada dNTP ([dATP, dCTP, dGTP,
dTTP] 10 mM), 100 ng de cada iniciador direto e reverso [PA-forward (5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e PH-reverse (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-
3’)] e 1,5 U da enzima Taq polimerase (Promega), acrescida de 5 uL do DNA alvo extraido,
sobre gelo, antes da submissdo ao termociclador. Este foi programado da seguinte forma: pré-
desnaturacéo a 95 °C por 5 min, seguido por 40 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 mine 72
°C por 1,5 min e uma etapa final de extensdo a 72 °C por 10 min. Ap6s o término do processo
de amplificacdo, a verificacdo da eficiéncia da reacdo foi realizada através de eletroforese em
gel de agarose [1% (p/v) em tampao TBE 1X com brometo de etidio 0,5 pg.mL™], adicionando-
se aos pog¢os do gel 5 uL do DNA amplificado na PCR ou de um marcador de 100 a 2000
pares de bases (Invitrogen), adicionados de 2 uL de tampdo de carregamento [0,025 % (v/v) de
azul de bromofenol e 50 % (v/v) de glicerol] para verificacdo do segmento amplificado (cerca
de 1200 pb). A corrida foi realizada por 40 mina 70 V.

O produto da PCR foi visualizado em um transiluminador sob luz ultravioleta (UV),
sendo observada a possivel presenca de contaminantes. A imagem foi capturada e registrada
em fotocodumentador Gel Logic 100 (Imaging System) com o auxilio do programa Molecular
Imaging (Kodak). Os produtos da PCR foram armazenados em freezer a -20 °C até a etapa
seguinte. Para purificacdo dos produtos da PCR, foi utilizado o kit GFX PCR DNA Illustra (GE
Heathcare), para digestdo dos restos de iniciadores e dNTPs néo utilizados na amplificagdo, e
posterior utilizagdo como molde de DNA para a reagdo de sequenciamento em microplacas com
96 pocos (MicroAmp Optical 96 Well Reaction Plate da Applied Biosystems) com o kit
comercial BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems),
utilizando como iniciadores diretos [PA-F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 926-F
(5’-AACTCAAAGGAATTGACGG-3")] e reversos [PH-R(5’-AAGGAGGTGATCCAGCC
GCA-3’), 519-R (5’-G(AT)ATTACCGCGGC(GT)GCTG-3") e 1093-R (5’-GTTGCGCTC
GTTGCGGGACT-3"), além dos iniciadores universais 1831 (5’-GAGGAACACCGATGG
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CGAAGGC-3’) e 1832 (5’-GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT-3")]. Em ambos os casos,

seguiu-se as recomendaces dos fabricantes.

Posteriormente, os produtos gerados em cada um dos pocos de reacdo da microplaca
foram incubados a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 15 min com 80 pL de uma
solugdo com 75 % de isopropanol v/v, precipitados e centrifugados (Centrifuga 5810R-
Eppendorf) por 45 min a 4000 rpm (21°C), e o sobrenadante desprezado pela inverséo
cuidadosa da microplaca em papel de filtro. Apds inverter novamente essa microplaca sobre
novo papel de filtro, centrifuga-la por 1 min a 900 rpm (21°C) e leva-la ao termociclador para
secagem a 75 °C por 5 min, os precipitados foram ressuspensos em 10 pL de formamida para
desnaturacdo, e as microplacas centrifugadas por 1 min a 900 rpm (21°C), incubadas para
secagem por 5 min a 95 °C, e entdo imediatamente submetidas a chogue térmico em banho de
gelo antes da submissdo ao sequenciador automatico. A separa¢do dos fragmentos nucleotidicos
do DNA foi realizada no sequenciador (ABI PRISM 3100 DNA Sequencer da Applied
Biossystem), utilizando-se a voltagem de 1,6 kV por 10 s na injecdo da amostra, sendo cada
corrida realizada a 60 °C, por 2800 s, a 5 pAmp e 13,4 kV. As sequéncias totais do rRNA 16S
foram editadas utilizando o programa SeqMan versdo 7.0 (DNASTAR Lasergene), e
comparadas aquelas depositadas no banco de dados de sequéncias do GenBank, EzTaxon e

Ribosomal Database Project I1.

4.3  Cultivo em meio solido: triagem de isolados com atividades celulolitica, lipolitica

ou proteésica
4.3.1 Preparo do in6culo para os testes em meio sélido

O in6culo foi preparado semeando uma alcada de coldnia de cada um dos isolados de
Bacillus sp. (mantidos em meio AN, 32 £ 1 °C, no escuro) em meio s6lido AN contido em
placas de Petri. As placas foram incubadas em estufa a 32 + 1 °C por 24 h, no escuro, afim de
obter células jovens. Apds este periodo, um volume de 9 mL de agua destilada estéril foi
depositado na superficie de cada cultura para ressuspender as células; em seguida, essas foram
colhidas por sucgdo com o auxilio de uma pipeta estéril, cada suspensdo quantificada utilizando-
se a escala de Mc Farland, e entdo submetidas a diluigdo seriada. Aliquotas dessas dilui¢cGes
contendo 108 células.mL™ foram inoculadas no centro dos meios sélidos ou liquidos contendo
substratos especificos para a verificagdo da producdo de enzimas extracelulares, vertidos em

placas de Petri, no limite de uma marca esférica de 1 cm de didmetro (previamente efetuada
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com o auxilio de um perfurador de meio). O material foi incubado por 48 h, a 32 + 1 °C, no

€Scuro.

4.3.2 Atividade celulolitica

Para deteccdo da atividade celulolitica foi utilizado um meio constituido de (g.L™): 10,0
de carboximetilcelulose (CMC); 1,0 de peptona; 2,0 de (NH4)2SOs4; 2,0 de KH2PO4; 1,0 de
uréia; 0,5 de MgSO4.7H20; 0,4 de CaCl2.2H,O e 1mL de solucdo de elementos traco
esterilizada por filtragdo contendo (g.L?): 5,0 de FeS04.7H,0; 1,6 de MnSO4.H20; 2,0 de
CoCl2.6H20; 2,0 de ZnS04.7H20 e 20 de &gar (JANG & CHEN, 2003). O pH do meio foi
ajustado para 7,0 com solucbes 1M de NaOH ou HCI, e logo apds foi esterilizado por
autoclavagem (121 °C, 1 atm, 20 min). Apds resfriamento, tal meio foi vertido em placas de
Petri, solidificado e submetido a inoculagdo por cada isolado estudado, conforme descrito no
item 4.3.1. Para confirmar a atividade, adicionou-se solucdo de vermelho Congo 1 % sobre as
placas. Os isolados que apresentaram halo claro ao redor das coldnias apés 2 h de contato foram

considerados positivos para a producéo de celulase.

4.3.3 Atividade proteolitica

Para detecc¢do da atividade proteolitica foi utilizado um meio contendo 0,4 % de gelatina
como substrato, o qual foi adicionado ao meio AN. Apds inoculacdo como descrito no item
4.3.1, a confirmacdo da atividade foi feita observando a presenca de zonas roseas ao redor da
colonia ap6s a adicdo da solucdo vermelho de fenol a 2 % ao meio (HANKIN &
ANAGNOSTAKIS,1975).

4.3.4 Atividade lipolitica

Para deteccdo da atividade lipolitica, utilizou-se a metodologia descrita por Slifkin
(2000), sendo 0 meio composto por (g.L™2): 1,0 de peptona; 0,5 de NaCl; 0,01 CaCl,.2H:0; 1,7
agar e Tween 80® (polioxietileno sorbitano monooleato) na propor¢cdo de 1:100 como
substrato. O Tween 80 ¢é geralmente considerado como um surfactante que pode ser utilizado
como substrato para a producdo de lipases e esterases. Apds incubacdo conforme descrito no
item 4.3.1, efetuou-se a avaliagcdo depois de depositar sobre as culturas a solucdo de revelagéo,
isto €, 2 % de vermelho de fenol. A conversdo da coloragdo do meio amarelo para rosa

(acidificacdo) representa um resultado positivo.

4.3.5 Indice enzimatico
Para determinacéo do indice da atividade enzimética (IE) das analises qualitativas/semi-

quantitativas, utilizou-se a seguinte equacdo (FLORENCIO et al.,2012):
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IE = Dh/Dc
Dh = diametro em milimetros (mm) do halo de hidrdlise;
Dc = didametro em mm da coldnia bacteriana.

O teste de atividade enzimatica foi realizado em triplicata para cada isolado, sendo
calculadas as médias dos diametros das col6nias e halos de hidrolise e respectivos desvios-

padréo.

4.4  Cultivo submerso: avaliacdo das atividades enzimaticas e producdo de

biofloculante conforme crescimento no decurso do tempo

Os isolados que apresentaram eficiente producdo das enzimas testadas em meio solido,
foram entdo submetidos aos demais testes em meio liquido, inclusive de producdo de

biofloculantes.

Para isso, cada inéculo (preparado como descrito em 4.3.1) foi depositado em 75 mL
dos meios especificos contidos em frascos erlenmeyers de 125 mL. Triplicatas das culturas
foram incubadas (160 rpm, 37 + 1°C, no escuro, em incubadora Shel Lab, modelo SSI3-2) por
um periodo de 120 h, e a cada 24 h foram colhidas amostras para determinacdo da massa seca,
atividade enzimatica especifica ou de biofloculante e pH. Todas as analises foram realizadas

em triplicatas.

Para avaliar a producéo do complexo enzimatico carboximetilcelulose, foi utilizado o

mesmo meio de cultura descrito no item 4.3.2, sem a adicdo de agar.

Para atividade proteolitica foi utilizado o meio descrito por Josephine et al. (2012),
constituido de (g L™): 5,0 de D-glicose; 7,5 de peptona; 5,0 de MgS04.7H20; 5,0 de KH2PO4e
0,1 de FeS0O4.7H20. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,0 com NaOH 1,0 M ou HCI

1,0 M e logo apos foi esterilizado por autoclavagem (121 °C, 1 atm, 20 min).

Para atividade lipolitica, foi utilizado o meio descrito por Sharma et al. (2002), o qual é
constituido de (g L1): 1,2 de KNOs; 6,0 de K2HPOy4; 3,0 de KH2PO4; 0,2 de MgSQ4.7H,0; 0,05
de CaCl».2H20; 0,01 de MnS0.4.7H,0; 0,001 de ZnSO4.7H20; 0,75 % (m/v) de peptona de
caseina; 0,75 % (m/v) de extrato de levedura e 1 % (v/v) de éleo de oliva. O pH do meio de
cultivo foi ajustado para 7,0 com NaOH 1,0 M ou HCI 1,0 M e logo ap6s foi esterilizado por

autoclavagem (121°C, 1 atm, 20 min).
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Por fim, o meio de cultura utilizado para produgéo de biofloculante foi composto por (g
L1): 20 de glicose, 0,5 de ureia, 0,5 de extrato de levedura, 0,3 de (NH4)2SO04, 2 de KH2PO4, 5
de KoHPOs, 0,1 de NaCl e 0,2 MgSO4 - 7H20. O pH inicial do meio foi ajustado para 7,0
(ZHANG et al., 2007).

4.4.1 Determinacéo do pH e massa seca ao longo do tempo

As amostras das culturas foram centrifugadas (5000 rpm, 20 min, 4 °C, em centrifuga
Sigma, 2K15) e seus sobrenadantes foram utilizados medidas de pH (utilizando-se pHmetro
eletronico previamente calibrado com solugdes-padrdo). As células precipitadas nos tubos de
centrifugacdo foram ressuspensas em 1 mL de &gua destilada estéril e transferidas para
microtubos de 1,5 mL (tipo Eppendorf), sendo estes submetidos a secagem em estufa, a 40 °C

por 24 h, até massa constante, a qual foi determinada gravimetricamente e expressa em mg.

4.4.2 Determinacdo quantitativa da atividade celulolitica

Para cada tempo analisado, uma mistura contendo 1,0 mL da preparacdo enzimatica
(sobrenadante livre de células) e 0,5 mL de uma solucéo de carboximetilcelulose (CMC) 1,0 %
(p/v) em tampéo Tris-HCI (0,05 M e pH 8,0) foi incubada em banho seco (70 °C) durante 30
min. Apos esse periodo, a reacdo foi paralisada com adi¢do de 1,0 mL de solu¢cdo aquosa do
reagente acido 3,5-dinitrossalicilico (DNSA) (0,25 g DNSA; 75 g de tartarato de sodio e
potassio, 50 mL de hidroxido de sddio 2M, 250 mL de &gua destilada) e a mistura depositada
em &gua em ebuli¢do por 10 min, sendo entéo resfriada em banho de gelo por 5 min (MILLER,
1959). A absorvancia da mistura foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro Fento 800XI1. No
tratamento “controle”, a amostra do sobrenadante foi substituida por 0,5 mL do tampdo Tris-
HCI (0,05 M e pH 8,0), e os demais passos foram os mesmos descritos anteriormente. Uma
unidade de carboximetilcelulase é definida como a quantidade de enzima necesséria para
produzir 1 umol de glicidio redutor por minuto por mL da enzima. A curva padréo foi produzida

variando-se a concentragdo de 0,2 a 1 mg.mL"* de D-glicose.

4.4.3 Determinagédo quantitativa da atividade proteasica

O ensaio para atividade proteolitica utilizando caseina como substrato foi realizado pelo
método de Ramakrishna & Pandit (1988) com as seguintes modificagdes: 250 pL do
sobrenadante foram adicionados em um tubo contendo 500 puL de Caseina Hammarsten 1 %
(em tampéo fosfato 50 mM, pH 8,0). Os tubos foram selados com filme plastico e incubados a
30 °C em banho seco por 2 h. A reacdo foi paralisada pela adi¢cao de 375 pL de acido

tricloroacético (TCA) a 10 %, e os tubos submetidos imediatamente a banho de gelo por 30
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min. A seguir, o material foi centrifugado (5.000 rpm, 15 min, 4 °C). A leitura da absorvancia
foi realizada a 280 nm contra o branco (750 pL do tampao fosfato 50 mM, pH 8,0 + 375 uL de
acido tricloroacético). Todas as analises foram feitas em triplicatas. Uma curva padrdo de
tirosina foi construida diluindo-se solucio de tirosina em 0,2 M de HCI (200 pug.mL™) para
obtencdo de diferentes concentragdes (25-200 pg.mL™?). A atividade foi expressa em U.mL™,
correspondente a pig (de tirosina) por minuto por mL da enzima.

4.4.4 Determinagdo quantitativa da atividade lipolitica

A atividade da enzima lipase tem sido determinada através da quantificacdo dos &cidos
graxos liberados, e esses podem ser determinados por métodos fisico-quimicos avaliando-se o
desaparecimento do substrato ou a formacdo de produtos de reacdo através da utilizacdo do
sobrenadante enzimatico dos cultivos submersos colorimetricamente (MESSIAS et al., 2011).
Esteres sintéticos de &cidos graxos (acetato, butirato, caproato, caprato, palmitato e esterato)
com p-nitrofenila podem ser hidrolisados por lipases, como no caso do palmitato de p-
nitrofenila (pNPP), em meio aquoso contendo goma arabica como surfactante, liberando o
composto colorido p-nitrofenol, cuja mensuracdo é proporcional a atividade enzimatica. A
atividade quantitativa da lipase foi analisada utilizando-se (pNPP) como o substrato
(WINKLER & STUCKMANN, 1979). Assim, a um volume de 10 mL de isopropanol contendo
30 mg de pNPP (Sigma), foi adicionado a 90 mL de 0,05 M de tampéo de fosfato de sodio (pH
8) contendo 207 mg de desoxicolato de sodio e 100 mg de goma-arabica. Uma aliquota de 2,4
mL dessa solucdo recém-preparada de substrato foi pré-aquecida a 37 °C e misturada com 0,1
mL de solucdo de enzima (filtrado do sobrenadante de cultivo). Ap6s 15 min de incubacéo a 37
°C, a absorvancia a 410 nm foi medida contra o branco. Uma unidade de enzima foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol a partir do substrato

em mL.min™?,

445 Avaliacdo da atividade biofloculante

Para cada tempo de amostragem, 2 mL do meio de cultivo foi centrifugado (5000 rpm,
30 min) para separar as células bacterianas, e o0 sobrenadante da cultura isento de células foi
analisado quanto a atividade de floculacdo (ZHANG et al., 2007). A atividade de floculacéo foi
determinada como descrito por KURANE et al. (1994). Resumidamente, a um volume de 3 mL
de CaCl2 1 % e 2 mL de sobrenadante isento de células foram adicionados 100 mL de suspenséo
de Kaolin (4 g.L'Y) em frasco de 250 mL. A mistura foi agitada vigorosamente e vertida para

uma proveta graduada de 100 mL, repousando por 5 min. A densidade 6ptica (OD) da solucao
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de clarificagdo foi medida em espectrofotdmetro a 550 nm. O controle foi preparado usando o
mesmo método, mas o biofloculante foi substituido por meio de cultura sem prévia inoculacéo

(B). A atividade floculante foi medida usando a equacao:

Atividade floculante (%) =[(B - A) / A] x 100

A = absorvancia da mistura de reagdo da “amostra” a 550 nm;

B = absorvancia da mistura de reac¢do do “controle” a 550 nm.

45  Otimizacao dos componentes do meio de cultivo para produgéo de biofloculante
45.1 Efeito da fonte de carbono sobre atividade biofloculante

Para determinar a melhor fonte de carbono para a producdo de biofloculante, os
microrganismos isolados foram inoculados (como descrito no item 4.3.1) em tubos tipo Falcon
(50 mL) contendo 40 mL de meio de cultivo especifico (conforme descrito no item 4.4) para
producdo de biofloculante, o qual foi constituido de diferentes fontes de carbono, tais como:
Sacarose (20 g L), Maltose (20 g L) e Glicose (20 g L) (160 rpm, 37 + 1°C, no escuro, em
incubadora Shel Lab, modelo SSI3-2). A atividade floculante e massa seca foram analisadas
apos 24 horas de cultivo (conforme descrito no item 4.4.5).

4.5.2 Efeito da fonte de nitrogénio sobre atividade biofloculante

Para a otimizacdo das fontes de nitrogénio para a producdo de biofloculante, os
microrganismos isolados foram inoculados em tubos tipo Falcon (50 mL) contendo 40 mL de
meio de cultivo especifico (conforme descrito no item 4.4) para producdo de biofloculante, o
qual foi constituido de diferentes fontes de nitrogénio (1,3 g.L ™), tais como: uréia e peptona
(nitrogénio organico), sulfato de aménio (nitrogénio inorganico) e também uma fonte mista de
nitrogénio composta de extrato de levedura, sulfato de aménio e uréia . A atividade de
floculacéo foi determinada como previamente descrito no item 4.4.5, ap6s as 24 h de cultivo.

45.3 Efeito do pH sobre atividade biofloculante

O pH inicial do meio de cultura foi ajustado para 3,0; 5,0; 7,0 € 9,0 com NaOH 1,0 M
ou HCI 1,0 M, nos diferentes meios de cultivo (para otimizacdo das fontes de carbono e
nitrogénio), visando identificar-se a melhor condicdo deste para estimular a producéo do
biofloculante.

4.6  Extracéo e purificacao do biofloculante produzido

A extracdo e purificacdo do biofloculante produzido pelas estirpes de Bacillus spp. foi

realizada segundo metodologia descrita por Wong et al. (2012), com algumas alteracdes. Apos



GOUVEIA, J.G. Bacillus spp. Produtoras de Biofloculantes e Hidrolases Extracelulares entre estirpes... 42

72 h de cultivo, o0 meio de cultura foi centrifugado a 4000 rpm durante 15 min a 4 °C para
remover as células bacterianas. Dois volumes de etanol foram adicionados ao sobrenadante,
para precipitar o possivel biofloculante produzido, e deixado na geladeira durante 24 h. O
precipitado resultante foi recolhido por centrifugacdo a 4000 rpm durante 20 min. O
biofloculante foi dissolvido em 25 mL de 4gua destilada e 25 mL de uma mistura de cloroférmio
e 1-butanol (5: 2 v/v); agitou-se durante 60 s e manteve-se durante 12 h em um funil de
separacdo (temperatura ambiente). A fase superior foi recolhida, e centrifugada a 4000 rpm
durante 20 min a 4 °C, redissolvida em 50 mL de agua destilada e deixado secar em estufa a 40

°C. O biofloculante obtido foi caracterizado conforme o item descrito a seguir.
4.7  Caracterizagdo do biofloculante produzido

Utilizou-se um espectrofotémetro de infravermelho com transformada de Fourier-FTIR-
ATR (Shimadzu, modelo IRPrestige-21) para determinar as por¢des funcionais do
biofloculante, o qual foi analisado em uma faixa de nimeros de onda de 4000-400 cm™,
4.8  Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Com os resultados obtidos foi feito a
Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, tomando-se o valor de p < 0,05
como nivel maximo de significancia estatistica (SOKAL & ROHLF, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo bioguimica e molecular das bactérias isoladas

As caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas analisadas nos isolados bacterianos estao

expostas na Tabela 3.

Tabela 3- Aspectos morfo-bioquimicos de quatro isolados bacterianos provenientes ou de argissolo amarelo
distréfico, com longo histérico de cultivo de cana-de-agucar, ou de lodo de estacdo de tratamento de efluentes da
“S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool” (Coruripe- Alagoas, Brasil), e capazes respectivamente de tolerar altas
concentracdes de trés herbicidas (APF. SG3 Isox, ACO. PR1 Isox) ou de produzir biosurfactante/bioplastico

(BDLJ2 e BDLO?).

Teste FElERD APF. SG3 Isox ACO. PR1 Isox BDLJ2 BDLO7
Gram + + + +
Forma bastonete bastonete bastonete bastonete
Presenca de enddsporo + + + +
Forma irregular, Circulares, Forma irregular, Forma irregular,
grandes, elevagdo grandes e planas, | elevacdo plana, de | col6nias séo lisas
convexa, de margem bordas inteirasa | margem ondulada, e se tornam
Aspecto das colbnias (Agar | ondulada, cor branco- onduladas com cor branco-creme ligeiramente
Nutriente) creme opaca. anéis, cor creme- opaca. amareladas
amarelada e
superficie
granulada opaca.
Motilidade (Meio SIM) + + + +
Producéo de H2S (SIM) - - - +
Producéo de Indol (SIM) - -
Utilizacdo de Citrato como + + - -
Unica fonte de Carbono
Fermentagdo de glicose +, aerébio ou +, aerébio ou + , aerébio ou + , aerobio
(TSI) facultativo facultativo facultativo
Oxidacdo/Fermentacdo de + + + -
sacarose (TSI)
Producéo de Gas (TSI ) - - - -
Producéo de FeS (TSI) - - - -
Fermentagdo de lactose - - + +
(Agar McConkey)
Catalase + + + +
Citocromo c:0 Oxidase* -* -* -* -*
Urease + + - +
a-hemolise B- hemdlise B- hemdlise B- hemdlise
- 5 (halo cinza- (lise total gerando | (lise total gerando (lise total de
Hemolise em Agar-Sangue o
de carneiro desfibrinado esverdeadoAaq redor halo transparente) | halo transparente) hemacuils a0 redor
da colénia da colbnia, com
halo transparente
Ligninase - - + +
Fenoloxidase + + + +
Teste de Voges-Proskauer - - + +
Teste do Vermelho de - +
. + +
Metila
Nitrato-redutase + + + -
Crescimento em 6,5% NaCl + + + +

(*) teste subjetivo, em tiras de papel contendo reagente de Kovacs; (-) negativo; (+) positivo

As bactérias isoladas do lodo da ETE (LBPMA-BDL07 e LBPMA-BDLJ2) e do solo
de Mata Atlantica (LBPMA-ACO. PR1 Isox e LBPMA-APF. SG3 Isox), apresentaram-se como
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Gram positivas formadoras de esporos, apresentando metabolismo aerdbio facultativo ou

estrito.

O isolado LBPMA-BDLJ2 (Figura 6), apos 24 h de crescimento em meio agar
nutriente, apresentou col6énias com forma irregular, elevacdo plana, margem ondulada e
coloracdo branco opaca. Sua anélise microscopica mostra que o tamanho de suas células pode

variar de 0,5-1,2 um.de diametro x 2,5-10,0 um de comprimento.

Figura 6 - Aspecto morfolégico do isolado bacteriano BDLJ2, obtido de lodo de estacdo de tratamento de efluentes
da “S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool” (Coruripe- Alagoas, Brasil), e capaz de produzir
biosurfactante/bioplastico. A) Crescimento bacteriano em meio agar nutriente (24 h de incubagdo, 32 * 1°C, no
escuro); B) Estrutura microscépica das células apds coloracdo de Gram (aumento de 1000X, unidade menor do
reticulo ocular=1 um).

Ja o isolado LBPMA-APF.SG3 Isox (Figura 7), apresentou coldnias com forma
irregular, grandes (isto é, > 5 mm), com elevacdo convexa, de margem ondulada e cor branco-
creme opaca. Sua analise microscopica revelou tamanho celular variando de 0,8-1,0 um de

didmetro x 3-4 pym de comprimento.

Figura 7 - Aspecto morfoldgico do isolado bacteriano APF.SG3 Isox, obtido de solo de Mata Atlantica da “S.A.
Usina Coruripe Agtcar e Alcool” (Coruripe- Alagoas, Brasil), e capaz de tolerar altas concentracdes de trés
herbicidas. A) Crescimento bacteriano em meio &gar nutriente (24 h de incubacdo, 32 + 1°C, no escuro); B)
Estrutura microscopica das células apds coloracdo de Gram (Aumento de 1000X, unidade menor do reticulo
ocular=1 pum).
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O isolado LBPMA-BDLO7 (Figura 8), apresentou forma irregular, colénias lisas as
quais tornam-se ligeiramente amareladas. A analise microscopica deste isolado mostrou que
suas células podem variar em tamanho de 2.0-3,0 um de comprimento x 0.5-0,7 um de

diametro.

Figura 8 - Aspecto morfoldgico do isolado bacteriano BDLO7, obtido de lodo de estagdo de tratamento de
efluentes da “S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool” (Coruripe- Alagoas, Brasil), e capaz de produzir
biosurfactante/bioplastico. A) Crescimento bacteriano em meio agar nutriente (24 h de incubacdo, 32 + 1°C, no
escuro); B) Estrutura microscopica das células apds coloragdo de Gram (Aumento de 1000X, unidade menor do
reticulo ocular=1 pm).

Por outro lado, o isolado LBPMA-ACO.PR1 Isox (Figura 9), apresentou col6nias com
formas circulares, grandes e planas, bordas inteiras a onduladas com anéis, cor creme-
amarelada e superficie granulada opaca. A analise microscopica do mesmo mostrou células

com 3,0-4,0 um de comprimento X 0,5-0,6 um de diametro.

Figura 9 - Aspecto morfolégico do isolado bacteriano ACO. PR1 Isox, obtido de solo de Mata Atlantica da “S.A.
Usina Coruripe Agticar e Alcool” (Coruripe- Alagoas, Brasil), e capaz de tolerar altas concentragdes de trés
herbicidas. A) Crescimento bacteriano em meio agar nutriente (24 h de incubagdo, 32 + 1°C, no escuro); B)
Estrutura microscopica das células apds coloracdo de Gram (Aumento de 1000X, unidade menor do reticulo
ocular=1 pum).
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Todos os isolados séo capazes tanto de oxidar como fermentar a glicose utilizando a via
acida mista com a producéo de diferentes acidos. Além disso, todos foram capazes de suportar
meio de cultura com elevada concentracdo de sal (6,5 % NaCl). Com relacdo a producao de
urease, apenas o isolado LBPMA-BDLJ2 foi incapaz de fazé-lo.

A catalase, enzima importante para combater o excesso de radicais livres da célula, foi
detectada em todos os microrganismos isolados. Assim, todos os quatro isolados — provenientes
ou de solo cultivado por 4 décadas com cana de aclcar (LBPMA-APF.SG3 Isox e LBPMA-
ACO.PR1 Isox), ou lodo de ETE (LBPMA-BDLJ2 e LBPMA-BDLO07) da “S.A. Usina
Coruripe Agticar e Alcool”, selecionados respectivamente por ja apresentarem tolerancia a trés
herbicidas de uso frequente (isoxaflutole, sulfentrazona, diuron) e produzirem biosurfactantes

e bioplasticos, — sdo representantes do género Bacillus.

No entanto, uma caracteristica importante para definir tal género é a expressdo positiva
de oxidase, a qual ndo foi constatada no teste utilizado. Segundo, Jurtshuk & Liu (1983),
Bacillus spp. fornecem respostas variaveis ao teste qualitativo de oxidase, e a avaliacdo da
resposta da mudanca da coloracdo do reagente num prazo de 30-45 s, ndo se aplica a esse
género. Dessa forma, para esclarecer com mais precisdo a identificacdo dos isolados
selecionados, esses foram submetidos a extracdo de seu DNA e amplificacdo da regido
intragenémica 16 S rDNA, os quais foram editados e comparados aqueles depositados no banco
de dados de sequéncias do GenBank, EzTaxon e Ribosomal Database Project Il (Figura 10),
uma vez que, dentre os varios marcadores quimicos usados, somente DNA e RNA ndo séo
afetados pelas condicBGes de cultivo. A extracdo, amplificacdo e sequenciamento (total ou
parcial) das regides 16S rDNA é uma estratégia importante de identificacdo (ROSSELLO-
MORA & AMANN, 2015), e definir a espécie exata dos isolados é fundamental para direcionar
futuros estudos para qualquer que seja a finalidade biotecnolégica (SANGKHARAK e
PRASERTSAN, 2012).

Conforme tais estudos moleculares, verificou-se que o isolado LBPMA-ACO.PR1
apresentou 99 % de similaridade com a sequéncia analoga da cepa Bacillus toyonesis BCT
71127, enquanto o isolado LBPMA-APF.SG3 apresentou 99,93 % de homologia com a estirpe
Bacillus megaterium GU2522112. J4 o isolado LBPMA-BDLO7 apresentou a mesma
porcentagem de homologia com a cepa de Bacillus pumilus SAFR-032. As sequéncias dessas
trés linhagens foram depositadas no GenBank (NCBI) sob os codigos de acesso KX129778,
KX1298 e KU555928, respectivamente. O isolado LBPMA-BDLJ2, por sua vez, também
apresentou 99 % de homologia com Bacillus thuringiensis Bc601.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202015000223
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202015000223
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202015000223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangkharak%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sangkharak%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prasertsan%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22878735
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Figura 10 - Perfil eletroforético em gel de agarose (1 %) de produtos de PCR (amplicons) do gene 16S rRNA: A)
dos isolados bacterianos APF. SG3 Isox e ACO. PR1 Isox, obtidos de solo cultivado por 4 décadas com cana de
acucar e selecionado pela tolerancia a herbicidas. B) dos isolados bacterianos BDLJ2 e BDLO7 obtidos do lodo da
ETE da “S.A. Usina Coruripe Agticar e Alcool”, selecionados por serem capazes de produzir biosurfactante e
bioplastico (M= marcador de peso molecular).

A) APF.SG3 ACO.PR1 M B) BDLJ2 BDL7 M &

Estudos realizados por Assis & Ribeiro (2011), mostram que estirpes de B. megaterium
sdo capazes de sobreviver em condi¢bes extremas, tais como ambientes desérticos,
especialmente em fungcdo de produzir esporos resistentes. S&o0 muito importantes na
biotecnologia industrial devido ao seu tamanho facilmente identificavel ao microscopio 6ptico
e capacidade de produzir enzimas, principalmente amilases.

Ja B. pumilus, segundo Parvathi et al. (2009), caracteriza-se por ser altamente resistente
a condi¢Ges ambientais extremas, tais como baixa ou nenhuma disponibilidade de nutriente,
dessecacdo, irradiacdo, presenca de H»O» e desinfeccdo quimica. Seu papel ecoldgico é
enfatizado pelo fato de ndo produzir compostos toxicos de microrganismos patogénicos,

aumentando o interesse tecnoldgico por essa espécie.

B. thuringiensis, por sua vez, € uma espécie encontrada nos mais diferentes substratos
do planeta, como solo, &gua, insetos mortos, superficie (BRAVO et al., 1998) e no interior das
raizes (MONNERAT et al., 2003) de plantas. E entomopatogénica, e por isso, amplamente
utilizada como bioinseticida no controle de praga de culturas relevantes, como Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) na cultura do milho, Sphenophorus levis
Vaurie (Coleoptera: Curculionidae) em cana-de-agucar e Tenebrio molitor Linnaeus
(Coleoptera: Tenebrionidae) em varios tipos de grdos armazenados (GALLO et al., 2002;
MOREIRA et al., 2005). Durante a esporulacdo, sintetiza proteinas que se acumulam na

periferia dos esporos em forma de cristais (PEFEROEN, 1997).
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5.2  Selecdo dos isolados de Bacillus capazes de secretar celulases, lipases ou proteases
em meio solido

5.2.1 Atividade celulolitica

Dentre os quatro microrganismos estudados, apds o periodo de incubacdo de 48 h em
meio contendo carboximetilcelulose (CMC) 1 % como Unica fonte de carbono e corados com
a solucdo do corante vermelho do Congo 1 %, todos foram capazes de apresentar halos claros
ao redor das colonias, indicando producdo de CMCase. A figura 11 apresenta o resultado de

um dos isolados testados (B. pumilus BDLO7).

Figura 11- Atividade celulolitica in vitro do isolado de Bacillus pumilus (BDLO7) cultivado em &gar-
carboximetilcelulose (CMC), por 48 h (32 £ 2 °C, escuro). A seta indica a mudanca de coloracdo ao redor da
coldnia bacteriana (halo de descoloragdo), apds revelagdo com o corante vermelho do Congo 1 %, indicando
atividade positiva para producéo de celulase. Fonte: Autor, 2015.

As endoglucanases sdo as enzimas responsaveis por iniciar a hidrolise da celulose. Essas
enzimas atuam randomicamente na regido amorfa da cadeia de celulose, clivando ligagdes [3-
1,4 da molécula e liberando como produto oligossacarideos de diversos graus de polimerizacéo
(DIENES et al., 2004; MARTINS et al., 2008). A formacdo de um halo transparente ao redor
de colbnias das bactérias cultivadas em agar-CMC, apds coloracdo com vermelho do Congo,
resulta da clivagem do polimero de CMC (hidrélise) em mondmeros de glicose, 0s quais ndo

se ligam ao corante, que por sua vez, se fixa nas ligagoes p-1,4 glicosidicas (CASTRO, 2006).

A utilizagdo do vermelho Congo para a revelacéo de ensaios qualitativos de selecdo de
microrganismos produtores de celulases € um protocolo bem estabelecido (KUMARI et al.,
2011; PEREIRA, 2013; PIVETTA, 2014), porém, de acordo com CASTRO (2006), algumas
substancias podem interferir no corante proporcionando falso-positivos, ou ainda provocar sua
precipitacdo ou inibir a ligacdo deste aos polissacarideos, dai a importancia de se utilizar o

substrato CMC puro no meio.

A medida do diametro do halo indicador da atividade celulolitica foi obtida pelo método
de difusdo radial em meio solido, sendo correlacionada com a medida do diametro da colonia,
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0 que determina o indice de atividade enziméatica (IE) (FLORENCIO et al., 2012). Essa é uma
ferramenta preliminar prética, que facilita a sele¢do e a comparacdo da producdo enzimética de
diferentes isolados microbianos, uma vez que o indice considera a correlacdo direta entre o
tamanho do halo e a capacidade de degradacdo dos microrganismos (LIN et al., 1991,
FUNGARO & MACCHERONI, 2002). A Tabela 4 mostra os didmetros dos halos de
descoloracéo das coldnias e os respectivos valores do IE dos isoladas de Bacillus spp. testados.

Tabela 4 - Diametros dos halos de hidrélise da CMCase e das col6nias das estirpes de Bacillus spp. estudadas,
cultivadas em meio agar- carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono, apés 48 h de incubagdo em
estufa BOD (32 + 2 °C, no escuro), e calculo do indice de atividade enzimatica (IE).

Atividade enzimatica Celulase
cumaroco [ amards | g
Bacillus thuringlensis 13,0041,738 | 10,33+0,57° 1,25
Saei S PTG 1433208 | 10,17 +0,28° 1,40
Bactius megaterium 11,67£057 | 10,83+ 1,042 1,07
Bﬂgf;‘gﬂ‘g‘;is 1467+152% | 1183%125° 1,24

Legenda: Os valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo. As letras diferentes nas colunas do
mesmo parametro indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey (p<0,05), enquanto letras iguais
indicam que os valores obtidos ndo diferem entre si.

Sistemas celuloliticos completos sdo produzidos por diferentes espécies de bactérias
aerobias, anaerdbias facultativas ou estritas (BOM et al., 2008). Dentre elas, as comumente
reportadas sdo dos géneros Cellulomonas, Cytophaga, Pseudomonas, Sporocytophaga,
Streptomyces (WIRTH & ULRICH, 2002), as espécies de B. pumilus (ARIFFIN et al., 2008),
B. subtilis (KIM et al., 2009) e B. flexus (TRIVEDI et al., 2010).

As diferencas nos tamanhos das zonas claras, presumivelmente devem-se as distintas
atividades hidroliticas em CMC (RAFEDZI & MATRHEWS, 2015). Os diametros das zonas
claras obtidos no presente estudo sdo semelhantes aos relatados por Poszytek et al. (2016)
utilizando estirpes de Bacillus spp., as quais variaram de 15-44 mm. Archana et al. (2016),
utilizando cepas de Proteus vulgaris e Serratia ficaria, obtiveram didmetros de hidrdlise com

valores de 23 mm e 18 mm, respectivamente.

De acordo com Fungaro & Maccheroni (2002), IE > 1,0 é indicativo de excrecdo de
enzimas. Porém, Bispo (2010) utiliza valores de IE > 2,0 como caracteristicos de atividade

enzimatica significativa. As estirpes estudadas apresentaram zonas claras que variaram de 11,67
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a 14,67 mm de didmetro e IE > 1,0. O isolado de B. pumilus (BDLO7) apresentou o maior IE
qguando comparado aos demais isolados testados, com a menor colénia no mesmo tempo de
cultivo. Segundo Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004) e Braga et al. (2009) mesmo o
microrganismo apresentando menor crescimento e, consequentemente, menor producdo de
biomassa, ainda assim este pode apresentar um elevado potencial de producdo e excrecdo de
celulase. Portanto, o teste do vermelho Congo revela-se, atraves da obtencdo do IE, um 6timo
teste preliminar de selecdo de microrganismos produtores de celulase, e esse teste qualitativo

demonstra que as linhagens bacterianas estudadas s@o produtoras de enzimas celuloliticas.

5.2.2 Atividade proteolitica

Os isolados bacterianos foram inoculados em meio solido agar-gelatina 0,4 % (p/v) para
a determinacdo qualitativa da atividade proteolitica, utilizando-se depois o corante vermelho de
fenol para evidenciar a atuagdo enzimatica (zonas roseas) ao redor das colbnias (Figura 12).
Dentre os quatro microrganismos estudados, todos os isolados de Bacillus spp. foram capazes

de produzir proteases ao longo de 48 h de incubacao.

Figura 12- Atividade proteolitica in vitro para o isolado de Bacillus pumilus (BDLO7) cultivados em meio 4gar-
gelatina 0,4%, por 48 h (32 + 2 °C, escuro). A seta indica a mudanca de coloracéo ao redor da coldnia bacteriana
(halo rosea), apos revelagdo com o corante vermelho de fenol 2 %, indicando atividade positiva para producgdo de
protease. Fonte: Autor, 2015.

RIFFEL et al. (2003) descreveram que a atividade proteolitica dos microrganismos pode
ser confirmada através de ensaios em meios solidos com substratos proteicos, nos quais a
formacdo de halo caracteristico indica a producdo da enzima estudada. Diversos autores tém
utilizado o meio contendo agar-gelatina a fim de identificar qualitativamente a producéo de
enzimas proteoliticas (ABIRAMI et al., 2011; GEETHANJALI & SUBASH, 2011; SEVIC &
DEMIRKAN, 2011; SMITA et al., 2012; SINHA et al., 2013).
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Além da observacao da formacao de halos réseos ao redor das coldnias, foi realizada a
medida dos didmetros dos halos de degradacéo e do crescimento das colonias, bem como o

calculo dos seus respectivos IE (Tabela 5).

Tabela 5 - Diametros dos halos de hidrolise de gelatina e das coldnias das estirpes de Bacillus spp. estudadas,
cultivadas em meio agar-gelatina como Unica fonte de carbono, apés 48 h de incubacdo em estufa BOD (32 + 2
°C, no escuro), e calculo do indice de atividade enzimatica (IE).

Atividade enzimatica Protease
i | Oinarodo | omerods [
Bacillus IUINGIENSIS | 43,33+3,05¢ | 19,00+ 2,00° 2,28
pactlus pumilus 4300+1,00° | 14,67 251" 2,93
Bactllus megaterium 4367 +49% | 2333+577 187
paclius toyonensis 4400173 | 967152 455

Legenda: Os valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo. As letras diferentes nas colunas do
mesmo pardmetro indicam diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey (p<0,05), enquanto letras iguais
indicam que os valores obtidos ndo diferem entre si.

De acordo com Richa et al. (2009), a atividade hidrolitica de microrganismos pode ser
classificada em trés grupos, isto &, excelente (IE > 5), moderado (IE > 2,0 a, 5,0) e pobre (IE <
2) produtor de protease. Entre as estirpes estudadas, apenas o isolado de B. megaterium
(LBPMA-APF. SG3 Isox) apresentou IE < 2,0, sendo assim classificado como um pobre
produtor da gelatinase. Além disso, observa-se que as estirpes apresentaram zonas claras que
variaram de 43 a 44 mm de diametro. Gill et al. (2016), utilizando estirpes de B. megaterium e
B. subtilis, obtiveram halos de hidrélise de 12 e 14 mm, respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados por Pant et al. (2015) ao utilizar estirpes de B. subtilis, o qual
obteve um diametro do halo de hidrolise de 22 mm. Lima (2013), utilizando cepas de Bacillus
spp. e aplicando a técnica qualitativa em meio sélido, também conseguiu identificar 8 cepas
capazes de produzir enzimas proteoliticas.

Dessa forma, os resultados obtidos no teste qualitativo para a selecdo de bactérias
proteoliticas também mostraram que diferentes isolados de um mesmo género, assim como
aqueles de uma mesma espécie, podem apresentar diferentes expressdes de proteases, ou seja,

a producgdo da enzima é especifica para uma estirpe (SOUZA, 2015).
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5.2.3 Atividade lipolitica

No presente estudo, utilizou-se Tween™ 80 como substrato pois buscava-se a producao
de lipases (TRIGIANO et al., 2010), ja que esterases hidrolisam facilmente ligacdo éster com
acidos graxos de cadeia curta, como ocorre no Tween™ 20, que possui acido laurico (KUMAR
et al., 2012). Assim, os &cidos graxos liberados do Tween alteram o pH do meio ao redor da
col6nia e respondem a coloragdo com o vermelho de fenol na forma de um halo réseo (Figura
13).

Figura 13- Atividade lipolitica in vitro para o isolado de Bacillus toyonensis (ACO. PR1 Isox) cultivados em meio
agar-Tween 80 por 48 h, a 32 £ 2 °C, no escuro. A seta indica a mudanga de coloracdo ao redor da coldnia
bacteriana (halo rdsea), ap6s revelagdo com o corante vermelho de fenol 2 %, indicando atividade positiva para
producéo de lipase. Fonte: Autor, 2015.

Segundo MESSIAS et al. (2011), a deteccdo de halos transparentes ao redor das
col6nias de microrganismos cultivados num meio sélido contendo um substrato lipidico — como
a tributirina, a trioleina, o azeite de oliva ou o sintético Tween™ 80 (um alcool de glicidio com
cinco carbonos, o sorbitol, esterificados com 4&acido oléico, isto &, 2-[2-[3,4-bis(2-
hidroxietoxi)oxolan-2-il]-2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etil octadec-9-enoato) —, € um método util
para a triagem qualitativa de microrganismos que hidrolisam lipidios. A intensidade da
atividade enzimatica (IE) foi determinada medindo-se os diametros das zonas claras em torno

das col6nias e dos crescimentos destas, como mostra a Tabela 6.

Entre as estirpes estudadas, B. toyonensis (LBPMA-ACO. PR1 Isox) e B. pumilus
(LBPMA-BDLO07) apresentaram 0s maiores indices enzimaticos (IE > 2,0), sendo assim
classificados como 6timos produtores da enzima de interesse. As estirpes que obtiveram

maiores IE apresentaram zonas claras que variaram de 75 a 78 mm de diametro.
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Tabela 6- Diametros dos halos de hidrélise de lipidio das coldnias das estirpes de Bacillus spp. estudadas,
cultivadas em meio agar-Tween 80 como Unica fonte de carbono, ap6s 48 h de incubagdo em estufa BOD (32 + 2
°C, no escuro), e calculo do indice de atividade enzimatica (IE).

Atividade enzimética Lipase
Microrganismo Drziige(tnrﬁnc;o 522%?2&% IE
Bacillus (puringlensis | 3900+2,64 | 24332115 1,60
Bactllus pumilus 7867+6,11° | 34,00 1,00° 2,31
Bactius megaterium 35,67+472° | 21,00 +5,20° 1,70
Bactlis oyonensis 75,67+321° | 3133 +5,00° 2,41

Legenda: Os valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo. As letras diferentes nas colunas do
mesmo parametro indicam diferenga estatistica significativa pelo teste de Tukey (p<0,05), enquanto letras iguais
indicam que os valores obtidos ndo diferem entre si.

O potencial biotecnologico de Streptomyces para produzir lipases e esterases também
foi evidenciado por Karanja et al. (2010), os quais relataram IE de 5,3 para a degradacéo de
Tween 80®, enquanto Van Der Sand et al. (2014) afirmam que a triagem para aplicacdo é mais
promissora utilizando-se IE médio de 7,6 para atividade lipolitica. No entanto, alguns autores
afirmam que lipases e esterases apresentam preferéncia por substratos, e consequentemente as
suas atividades variam de acordo com a composicao dos 6leos usados (NITHANGENI et al.,
2001; EDEM, 2002), sendo influenciadas pelas condigdes do ambiente de crescimento.
Menesses et al. (2016), por exemplo, avaliando o desempenho de cepas de Rizobium em &agar-
Tween 80®, observaram valores de IE lipolitica que variavam de 0,76 a 4,31. No presente
estudo, os resultados obtidos no teste qualitativo também permitiram constatar que o referido
meio de cultura é eficaz para a selecéo de bactérias lipoliticas.

53 Determinagdo quantitativa da producdo de enzimas extracelulares e/ou
biofloculante

Apos realizados os testes qualitativos para producdo das enzimas extracelulares, as
cepas de Bacillus spp. foram submetidas as analises quantitativas de producdo de enzimas

extracelulares e/ou biofloculante por cultivo submerso.

5.3.1 Determinacdo quantitativa da atividade celulolitica

Como os testes em meio sélido sdo qualitativos e semi-quantitativos, a atividade
celulolitica das linhagens selecionadas foi avaliada quantitativamente usando o método do
acido dinitrosalicilico (DNSA) (MILLER, 1959), e 1 % de CMC como substrato preferencial
para endoglucanases (CMCase) (CAO & TAN, 2002; FARINAS et al., 2011).
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Para algumas espécies do género Bacillus, o pH mais préximo da neutralidade favorece
seu crescimento (SHARMA, 2009). Khatiwada et al. (2016), utilizando estirpes de Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. e Serratia sp., constataram a producao celulasica 6tima para as duas primeiras
a 37 °C, eparaaultimaa 35 °C. Além disto, a melhor producéo de celulase por todos os isolados
bacterianos avaliados pelos autores foi em pH inicial 7,0. Poszytek et al. (2016), por sua vez,
estudando as condicbes de crescimento de cultivo para diferentes espécies de Bacillus,
verificaram que temperatura de 30 °C e pH 7,0 mostraram-se ideais, e outros relatos sobre o pH
inicial e temperatura 6tima para a producéo de celulases remetem a boa eficiéncia a 30 °C e pH
7,0 (PRADIP SAHA et al, 2012; SALAM et al, 2013).

Os resultados obtidos na avaliagdo do crescimento celular (massa seca) permitiram
verificar a relacdo positiva existente entre o referido parametro e a atividade da celulase. Isso
indica que as bactérias estudadas utilizaram CMC para gerar a glicose a ser usada como fonte
principal de carbono e de energia, corroborando com os resultados de outros autores
(SIVAKUMAR et al., 2016).

Conforme as Figuras 14 e 15, o cultivo submerso para os isolados testados permitiu
constatar que o pH do meio foi mantido proximo da neutralidade em todos os intervalos de

tempo amostrados.
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Figura 14- Atividade celulolitica (U.mL™), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubag&o (160 rpm a 37°C,
no escuro) de culturas dos isolados de: A) B. megaterium (LBPMA- APF.SG3 Isox) e B) B. toyonensis (LBPMA.-
ACO.PR1 Isox), em meio contendo carboximetilcelulose (CMC). Os resultados estdo expressos como média de

triplicatas. Fonte: Autor, 2015.

A) Bacillus megaterium
54 0,07 - APF.SG3 Isox .
0,06 - % -
4 g\ﬁ\i L
70,05 \§
€
— 3 -
£ ?::;0,04 - % -
s 1€ |, s i
3 2 003 s \§
® © L
! )
© ©0,02 - \§
S o’ -
20,01 \§ .
<
°1 o004 & i
1 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (h)
B)
Bacillus toyonensis
44 0,08+ ACO.PR1 Isox =
0,07 i
e
34 .~0,06 T
'—El _
~ 1= 0.05- ﬁ\%
o) N
\E/Q @ % i
g ] = 0,04 4
o) ° * i
n =
@ | 0,03 ® |
I s
14
= | Bo02 \§ s -
2 e
= L
< 0,01 \
0 ‘ ¢ [
0004 =
1 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (h)

7,5
7,4

7,3

72

7,1
7,0
6,9
6,8
6,7
6,6

6,5

7,5
7.4
7,3
7,2
71
7,0
6,9
6,8
6,7
6,6

6,5

pH

pH



GOUVEIA, J.G. Bacillus spp. Produtoras de Biofloculantes e Hidrolases Extracelulares entre estirpes...

56

Figura 15- Atividade celulolitica (U.mL™), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubag&o (160 rpm a 37°C,
no escuro) de culturas dos isolados de: A) B. pumilus (LBPMA-BDLO07) e B) B. thurigiensis (LBPMA-BDLJ2),
em meio contendo carboximetilcelulose (CMC). Os resultados estdo expressos como média de triplicatas. Fonte:

Autor, 2015.
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Nas primeiras 48 h de incubacdo (Figura 14 e 15), a producdo da CMCase elevou-se
acentuadamente nas culturas estudadas (concentracdo decrescente de CMC), com excecdo do
isolado de B. megaterium, onde 0 mesmo atingiu sua maior producdo nas primeiras 24 h de
cultivo. A producdo de CMCase foi paralela ao crescimento (avaliado por gravimetria). Em
seguida, o crescimento ou foi declinando — morte celular mais intensa que duplicagdo —, como
no caso de B. thuringiensis (LBPMA- BDLJ2) e B. megaterium (LBPMA- APF.SG3 Isox), ou
ficou mais lento até 72 h (fase estacionaria) para depois declinar mais acentuadamente, como
para B. pumilus (LBPMA- BDLO07) e B. toyonensis (LBPMA- ACO.PR1 Isox), quando
provavelmente a fonte de carbono se exauriu.

Houve variacdo do pico méximo da atividade enzimética de cada espécie ao longo do
tempo, sendo este de 24 h (0,064 U.mL™?) para B. megaterium (LBPMA- APF.SG3 Isox), 48 h
(0,058 U.mL™) para B. thuringiensis (LBPMA- BDLJ2) e 0,064 U.mL™ para B. toyonensis
(LBPMA- ACO.PR1 Isox), e 72 h (0,048 U.mL™) para o isolado de B. pumilus (LBPMA-
BDLO07). Estudos realizados por Padilha et al. (2015), sobre a producéo e caracterizagdo da
CMCase termdfila produzida por Bacillus sp. em cultivo submerso, revelaram atividade
celulolitica maxima (0,38 U.mL™) apds 72h de incubacéo, enquanto trabalho efetuado por
Ariffin et al. (2008), com cepa de B. pumilus cultivado em meio CMC como Unica fonte de
carbono a 37 © C, apresentou pico méaximo de atividade enzimatica (0,076 U.mL™) ap6s 48 h
do inicio do experimento.

Poszytek et al. (2016), utilizando estirpes de B. pumilus e de B. aerius, verificaram que
apo6s 72 h de cultivo valores de atividade celulasica foram de 0,21 U.mL?e 0,59 U.mL™,
respectivamente. No entanto, deve-se enfatizar que € muito relativo comparar a atividade
endoglucanase de varias bactérias e determinar se seu valor é alto ou baixo pois as estirpes

descritas na literatura foram cultivadas sob diferentes condigdes.

5.3.2 Determinagéo quantitativa da atividade proteolitica

Ap0s cultivar as estirpes de Bacillus spp. em meio liquido contendo proteina como fonte
especifica de carbono e nitrogénio, a quantificagdo da atividade proteédsica baseou-se na
concentracdo de aminodcidos libertos do substrato, adicionando-se &cido tricloroacético (10 %)
para inibir a enzima e precipitar as proteinas.

Para os isolados testados, a maxima atividade proteasica (MAP) coincidiu com o maior
crescimento ao longo do tempo, sendo este mais drastico nas primeiras 48 h para B. thurigiensis
(LBPMA-BDLJ2) e B. toyonensis (LBPMA-ACO.PR1 Isox) (MAP respectivamente de 0,083

U.mL? e 0,121 U.mL?), enquanto que o crescimento dos isolados B. pumilus (LBPMA-
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BDLO07) e B. megaterium (LBPMA-APF. SG3 Isox) no mesmo meio foi mais acentuado nas 72
h iniciais da incubagdo (MAP respectivamente de 0,083 U.mL? e 0,085 U.mL™?).

Verificou-se que B. thurigiensis (LBPMA-BDLJ2) atingiu a mesma MAP de B. pumilus
(LBPMA-BDLO07) num tempo mais curto, e apesar do pH das culturas manter-se na faixa da
neutralidade ao longo do periodo analisado, a MAP atingida em um periodo menor pode ser
explicado ndo so6 pelo acimulo dos aminoacidos livres, mas também pelo seu catabolismo com
liberacdo de amdnia para utilizacdo do esqueleto carbonico como fonte de energia. Em meio
aquoso, a amonia captura um proton da molécula de agua, com formacdo do hidréxido de
amonio e consequente alcalinizacdo do meio (MARQUADT, 2003).

Segundo Kim et al. (2002), o pH 6timo para B. stearothermophilus secretar proteases é
de 7,5. Por outro lado, Dorcas & Pindi (2016), utilizando cepas de B. cereus obtiveram MAP
na faixa de pH 7-8,0 e a mais baixa foi observada a pH 5. O periodo de incubacéo, assim como
0 pH do meio e temperatura de incubacgdo — os quais podem alterar a estabilidade da enzima e,
portanto, a velocidade da reacdo enzimatica, além de afetar as condices fisioldgicas em geral
— desempenham um papel importante, isolados ou de forma combinada, na MAP (FERRO,
2002; LIMA, 2009; DORCAS & PINDI, 2016).

Adinarayana et al. (2002) relatam que a temperatura de 37 °C foi a melhor para a
producdo de protease para cepas de Bacillus sp., enquanto Dorcas & Pindi (2016) observaram
que a atividade maxima de protease em B. cereus ocorreu a 37 °C.

Enquanto Pastor et al. (2001) constataram que a MAP para B. subtilis PE-11 ocorreu
apos 48 h de incubacdo, Nascimento & Martins (2006) concluiram que isolados de Bacillus
secretam maior quantidade de proteases no final da fase exponencial. Ja Ladeira et al. (2010),
descreveram que apesar das estirpes desse género crescerem imediatamente ap6s a inoculagéo,
a secrecdo de protease s6 tem inicio apds 6 h em meio contendo alta concentracéo de glicose,
pois esse substrato provavelmente inibe o catabolismo imediato de proteinas (HADDAR et al.,
2010). Jani et al. (2016), por sua vez, detectaram MAP (59,18 U.mL1) para cepas de B. flexus
apos 96 h de incubacdo. Os resultados dos parametros analisados ao longo do tempo podem ser

observados nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16- Atividade proteolitica (U.mL™), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubagéo (160 rpm a 37°C,
no escuro) de culturas dos isolados de: A) B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox) e B) B. toyonensis (LBPMA.-
ACO. PR1 Isox), em meio contendo caseina como substrato. Os resultados estdo expressos como média de

triplicatas. Fonte: Autor, 2015.
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Figura 17- Atividade proteolitica (U.mL™), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubagéo (160 rpm a 37°C,
no escuro) de culturas dos isolados de: A) B. pumilus (LBPMA-BDLQ7) e B) B. thuringiensis (LBPMA-BDLJ2),
em meio contendo caseina como substrato. Os resultados estdo expressos como média de triplicatas. Fonte: Autor,

2015.
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5.3.3 Determinacao quantitativa da atividade lipolitica

O cultivo submerso em meio contendo azeite de oliva mostrou ser um processo bastante
eficaz para a producdo de enzimas lipoliticas. Com os resultados obtidos, verifica-se que a
maxima atividade lipolitica (MAL) dos isolados analisados (0,274 U.mL™ para Bacillus
thuringiensis LBPMA-BDLJ2, 0,450 U.mL* para Bacillus pumilus LBPMA-BDL07, 0,115
U.mL™ para Bacillus toyonensis LBPMA- ACO.PR1 lIsox e 0,552 U.mL™ para Bacillus
megaterium LBPMA- ACO.SG3 Isox), correspondeu também ao méximo crescimento celular
e inicio de fase de declinio as 72 h de incubacao (medida da massa seca). Estes resultados estdo
de acordo com o descrito por Borzani et al. (2005) e Tumang (2006), isto é, pelo mecanismo
de producdo de biomassa e enzima, com predominio de conversdes produtoras de energia
(metabolismo oxidativo) no inicio do cultivo para aumento de biomassa, e, depois, atenuacao
desse metabolismo para produgdo de mais enzima hidrolitica. Portanto, a producdo de lipase
esta associada ao crescimento microbiano (EDWINOLIVER et al., 2010) e o azeite de oliva
mostrou-se uma alternativa de baixo custo como substrato (GUPTA et al., 2003; LIMA et al.,
2004; MESSIAS et al., 2009).

Chaturvedi et al. (2016), utilizando 6leos vegetais para producdo de lipase por estirpes
de Bacillus spp. a uma temperatura de 37 °C, obtiveram um baixo nivel de atividade enzimética
(0.0052 U.mL™?) apés 72 h de incubagdo. Os autores justificam que esse resultado ocorreu
provavelmente devido ao esgotamento de triglicerideos para os microrganismos ou devido a
protedlise. Os resultados dos pardmetros analisados ao longo do tempo podem ser observados
nas Figuras 18 e 19.

Por outro lado, Pukancikova et al. (2016), estudando cepas de Pseudomonas lundesis
cultivadas no mesmo substrato, detectaram MAL de 1,72 U.mL™,

Com relacdo ao pH, verificou-se que houve uma pequena variagdo ao longo de 120 h de
incubacéo das culturas, provavelmente em face da liberacdo de acidos graxos apés a hidrolise
enzimatica. Segundo Ruiz et al. (2002), existem lipases que atuam em ampla faixa de pH, como
ade B. megaterium (pH entre 4,0 e 12,0). Porém, estudos de Lima et al. (2004), com uma estirpe
da mesma espécie, revelaram uma faixa de pH de atuacéo entre o &cido e o neutro (6timo entre
5,0 e 7,0). Por outro lado, Kambourova et al. (2003) ha haviam identificado lipases bacterianas
que atuam mais eficazmente em pH neutro a alcalino, como no caso daquelas de B.

stearothermophilus MC7, cujo 6timo esta entre 7,5 e 9,0.
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Figura 18- Atividade lipolitica (U.mL1), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubagéo (160 rpm a 37°C, no
escuro) de culturas dos isolados de: A) B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox) e B) B. toyonensis (LBPMA.-
ACO. PR1 Isox), em meio contendo azeite de oliva. Os resultados estdo expressos como média de triplicatas.
Fonte: Autor, 2015.
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Figura 19- Atividade lipolitica (U.mL1), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubagéo (160 rpm a 37°C, no
escuro) de culturas dos isolados de: A) B. pumilus (LBPMA-BDLO7) e B) B. thuringiensis (LBPMA-BDLJ2), em

meio contendo azeite de oliva. Os resultados estdo expressos como média de triplicatas. Fonte: Autor, 2015.
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5.3.4 Avaliacao da atividade biofloculante

As cepas de Bacillus ora estudadas foram capazes de sintetizar biofloculantes,
progressiva e paralelamente ao crescimento ao longo do tempo de cultivo nas condigdes
estabelecidas, o que corrobora com resultados de More et al. (2014).

A méxima atividade floculante (MAF) foi de 57 % para o isolado de B. pumilus
LBPMA-BDLO07, ap6s 72 h de cultivo, enquanto para B. thuringiensis LBPMA-BDLJ2, B.
toyonensis LBPMA- ACO.PR1 Isox e B. megaterium LBPMA-ACO.SG3 Isox esta foi
respectivamente de 33 %, 21 % e 34 %, apds 24 h de cultivo. A partir desse tempo, a AF foi
diminuindo, também proporcionalmente a biomassa seca no meio estudado. Os resultados
obtidos corroboram com observagoes de Xia et al. (2008), que afirmam que MAF é atingida no
inicio da fase estacionaria. 1sso € compreensivel, pois a medida que o numero de células
decresce (em face da exaustdo dos nutrientes), a secrecdo de produtos como biofloculantes
também diminui (NWODO & OKOH, 2013). Os resultados dos parametros analisados ao longo
do tempo podem ser observados nas Figuras 20 e 21.

Resultado semelhante foi observado por Yang et al. (2012), que relataram que o
biofloculante produzido por Klebsiella sp. atingiu sua MAF (86,5 %) as 60 h de cultivo, assim
como o biofloculante MBF-6 produzido por Klebsiella pneumoniae YZ-6 (MAF= 91,5 %, 60h).
Okaiyeto et al. (2016), verificaram que estirpes de Bacillus sp. AEMREG?7 obtiveram MAF de
85,8 % apos 72 h de cultivo ativo. Outros estudos relatam que B. mojavensis, B. licheniformis
X-14 e Klebsiella sp. TG-1 atingiram a MAF respectivamente apds 24, 20 e 28 h (LI, 2009;
ELKADY, 2011; COSA, 2013). Apesar do crescimento de fungos e bactérias apresentar
tendéncias progressivas diferentes, o pico de velocidade de crescimento de Aspergillus flavus
também foi associado a sua MAF (87,2%) ap6s 60 h de incubacdo (ALJUBOORI et al., 2013).
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Figura 20 - Atividade biofloculante (%), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubago (160 rpm a 37°C, no
escuro) de culturas dos isolados de: A) B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox) e B) B. toyonensis (LBPMA.-
ACO. PR1 Isox), em meio contendo glicose e avaliado com suspensédo de caolim. Os resultados estdo expressos
como média de triplicatas. Fonte: Autor, 2015.
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Figura 21 - Atividade biofloculante (%), massa seca (mg) e pH durante 120 h de incubago (160 rpm a 37°C, no
escuro) de culturas dos isolados de: A) B. pumilus (LBPMA-BDLO7) e B) B. thuringiensis (LBPMA-BDLJ2), em
meio contendo glicose e avaliado com suspensdo de caolim. Os resultados estdo expressos como média de
triplicatas. Fonte: Autor, 2015.
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As enzimas responsaveis pela producdo de biofloculante sdo ativadas numa faixa de
temperatura 6tima, a qual varia entre 25 °C e 37 °C (SALEHIZADEH & SHOJAOSADATI,
2001, ZHANG et al., 2007). No presente estudo, a temperatura constante de 37 °C favoreceu
tanto o crescimento bacteriano como também a producdo de biofloculante pelos isolados
testados. Considerando-se que o pH inicial (7,0) do meio ao longo do cultivo ndo sofreu
alteracOes significativas, € possivel afirmar que o mesmo é eficiente para a producdo de
biofloculante.

Prasertsan et al. (2006) verificaram que a AF do biofloculante extraido de Enterobacter
cloacae WD7 foi 6tima quando o pH tem o valor de 6,0. Por outro lado, Li et al. (2010)
verificaram que o biofloculante produzido por Agrobacterium sp. M-503 manteve uma elevada
AF em pH neutro a alcalino (7-12).

Wang et al. (2011) observaram que a MAF do biofloculante CBF-F26 (cultura mista de
Rhizobium radiobacter F2 e B. sphaeicus F6) ocorreu em condicOes alcalinas neutras e fracas,
e Xiong et al. (2010) detectaram MAF de B. licheniformis CGMCC 2876 em pH 7,5. Com
organismos ndo bacterianos, Deng et al. (2005) relataram que o biofloculante secretado pelo
fungo A. parasiticus num intervalo de pH de 5-6, e 0 aumento do pH diminuiu a producao de
biomassa e da AF, enquanto o pH mais baixo favoreceu a sintese, secrecdo e acimulo do
biofloculante no meio. Observou-se que a eficiéncia de floculagcdo do biopolimero produzido
pelo dinoflagelado Gyrodinium impudicum KGO03 foi 6tima dentro de um intervalo de pH de 3-
6 (MAF em pH 4) (YIM et al., 2007).

Varios outros fatores, além do pH (SALEHIZADEH & YAN, 2014), temperatura
(NAKATA & KURANE, 1999), concentracdo de células e macro e micronutrientes, podem
afetar a MAF num determinado meio. A velocidade de agitacdo, por exemplo, determina a
concentracdo de oxigénio dissolvido disponivel, o que interfere na absorcdo de nutrientes e
reacdes enzimaticas de producdo do floculante (LOPEZ et al., 2003). A medida que os
nutrientes se esgotam na cultura, o nivel de oxigénio disponivel aos microrganismos torna-se
reduzido também, assim como aumentam os produtos de residuos toxicos da atividade
metabdlica, como a presenca de alguma enzima defloculadora entre eles inclusive, o que afeta
drasticamente o numero de células ainda viaveis e o acumulo de floculantes secretados
(ZHENG et al., 2008). Li et al. (2009) relataram que a Otima velocidade de agitacdo para
producéo de biofloculante pela cepa de B. licheniformis X14 é de 140-160 rpm.
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5.4  Otimizacao dos componentes do meio de cultivo para producéo de biofloculante
5.4.1 Efeito da fonte de carbono sobre atividade biofloculante

Vaérias fontes de carbono estimulam de forma distinta microrganismos especificos a
produzirem de biofloculantes (PIYO et al., 2011). O efeito de diferentes fontes de carbono
(Sacarose, Glicose e Maltose), em quatro valores de pH 3,0; 5,0; 7,0 e 9,0), para a producdo de
biofloculantes pelas estirpes estudadas de Bacillus spp. séo apresentados nas Figuras 22, 23,
24 e 25.

Entre elas, a sacarose foi a fonte de carbono mais favoravel para a produgdo de
biofloculantes pelas estirpes de B. megaterium (LBPMA-APF. SG3 Isox) e B. toyonensis
(LBPMA-ACO. PR1 Isox) ora estudadas, respectivamente com atividade biofloculante de 41
% e 39 % apds 24 h de incubacdo. Ja para os isolados de B. pumilus (LBPMA-BDLO07) e B.
thuringiensis (LBPMA-BDLJ2) a maltose mostrou-se como a melhor fonte de carbono para
estimular tal atividade biofloculante, respectivamente de 13 % e 25% ap6s 24 h de incubag&o.
Achados semelhantes foram relatados por Makapela et al. (2016) sobre a producdo de
biofloculantes por B. pumilus, em que a maltose e a sacarose foram as fontes de carbono
favoraveis para a producéo de biofloculante com 71,7 % e 69,8 %, respectivamente apds 120 h
de incubacdo. Da mesma forma, Wan et al. (2013) relataram que a maltose era a fonte de
carbono preferida para a producdo de biofloculantes por Solibacillus silvestris apresentando
atividade floculante de 88,7 %, ap6s as 72 h de incubagdo. Além disso, Luo et al. (2016)
utilizando uma estirpe de Bacillus megaterium e sacarose como fonte de carbono, obtiveram
valores de atividade biofloculante superiores a 80 % ap6s 72 h de incubacéo.

Segundo Okaiyeto et al. (2016), a habilidade do microrganismo utilizar sacarose como
fonte de carbono para a sintese de biofloculantes aponta para a possibilidade de se usar melago
na producdo desse polimero em escala industrial. Essas descobertas sustentam as observagdes
de que as preferéncias por fontes de carbono para producdo de biofloculantes variam entre
microrganismos (SALEHIZADEH & YAN, 2014).

Com relacdo ao pH inicial dos cultivos, os melhores resultados para a producdo de
biofloculante foram obtidos em pH 5,0 para B. toyonensis (LBPMA- ACO.PR1 Isox) e B.
thuringiensis (LBPMA- BDLJ2), pH 3,0 para o isolado de B. pumilus (LBPMA-BDLO07) e pH
9,0 para o isolado de B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox).



GOUVEIA, J.G. Bacillus spp. Produtoras de Biofloculantes e Hidrolases Extracelulares entre estirpes... 69

Figura 22 — Efeito das fontes de carbono e pH sobre: A) producéo de biofloculante e B) massa seca (mg) durante
24 h de incubagdo (160 rpm a 37°C, no escuro) de cultura do isolado de B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox).
Os resultados estdo expressos como média de triplicatas. As barras da mesma cor com letras diferentes apresentam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor, 2016.
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Figura 23 — Efeito das fontes de carbono e pH sobre: A) producdo de biofloculante e B) massa seca (mg) durante
24 h de incubacéo (160 rpm a 37°C, no escuro) de cultura do isolado de B. toyonensis (LBPMA- ACO. PR1 1s0x).
Os resultados estdo expressos como média de triplicatas. As barras da mesma cor com letras diferentes apresentam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor, 2016.
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Figura 24 — Efeito das fontes de carbono e pH sobre: A) producdo de biofloculante e B) massa seca (mg) durante
24 h de incubacdo (160 rpm a 37°C, no escuro) de cultura do isolado de B. pumilus (LBPMA- BDLO7). Os
resultados estdo expressos como média de triplicatas. As barras da mesma cor com letras diferentes apresentam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor, 2016.
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Figura 25 — Efeito das fontes de carbono e pH sobre: A) producdo de biofloculante e B) massa seca (mg) durante
24 h de incubagdo (160 rpm a 37°C, no escuro) de cultura do isolado de B. thuringiensis (LBPMA- BDLO7). Os
resultados estdo expressos como média de triplicatas. As barras da mesma cor com letras diferentes apresentam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Autor, 2016.
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De acordo com os achados de Choi et al. (1988) e de Zheng et al. (2008), estudando
respectivamente os biofloculantes polissacaridicos da cianobactéria Anabaera sp. PC-1 e da
bactéria Bacillus sp. F19, cujo pH de meio ideal para producao dos mesmos foi respectivamente
3,0 e 5,0, a atividade floculante diminui com o aumento do pH e isso pode ser devido a
interferéncia do ion hidroxila (OH-)com a formacdo do complexo biofloculantes-argila,
mediado pelos ions metélicos, levando a suspenséo desta.

Por outro lado, com uma estirpe de B. megaterium cultivada em meios com pH variando
de &cido a muito alcalino, Zheng et al. (2008) observaram atividade de floculagdo méxima em
pH inicial 9,0. He et al. (2010), por sua vez, estudando a atividade de um biofloculante
produzido por Halomonas sp. V3a, constataram que esta mostrou-se superior a 80 % na faixa
de pH de 3-11, e a maior atividade de floculacdo (97 %) foi registrada em pH 7,0. O pH inicial
6timo do meio de crescimento para a producéo de biofloculantes pelas estirpes Bacillus xn12 e
Streptomyces xn17 com maior atividade de floculagdo (97 %) foi observada no pH 5,0 para
ambas as cepas (ZHANG et al., 2013). Por outro lado, Okaiyeto et al. (2015), utilizando uma
estirpe de B. toyonensis, observaram que a melhor producdo de biofloculantes ocorreu em
condicdes acidas, sendo a mais alta (65 %) em meio com pH inicial 5,0.

Portanto, diferentes bactérias produzem distintos biofloculantes em diferentes pHs,

conforme a composi¢cdo dos meios de cultivo e da classe quimica dos floculantes.
5.4.2 Efeito da fonte de nitrogénio sobre atividade biofloculante

Para avaliar o efeito das fontes de nitrogénio, inicialmente foram escolhidas as melhores
fontes de carbono e valores de pH do meio inicial de cultivo para a producdo do biofloculante
por cada isolado, utilizando-se a razéo de sua atividade de floculacdo pela sua biomassa seca
(A/m). Esses resultados sdo mostrados na Tabela 7. Por outro lado, varios microrganismos
requerem a presenca de fontes de nitrogénio organico ou inorganico para producdo de
biofloculantes (UGBENYEN et al., 2012), e o efeito das fontes de nitrogénio (organicas:
peptona e uréia; inorganica: sulfato de amonia) testadas na producéo de biofloculantes pelas
estirpes de Bacillus spp. estudadas, é mostrado na Figura 26.

A melhor fonte de carbono em termos de relacdo entre atividade floculante e biomassa
para os isolados de B. megaterium (APF.SG3 Isox), B. thurigiensis (BDLJ2) e B. toyonensis
(ACO.PR1 Isox) foi a sacarose, com razdes de 5,66, 3,73 e 7,92, respectivamente. Para o
isolado de B. pumilus (BDLO7), a maior razéo (2,49) foi obtida quando o microrganismo foi

cultivado na presenca de maltose.
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O pH o6timo para a produgdo de biofloculante para os isolados de B. megaterium
(APF.SG3 Isox) e B. pumilus (BDLQ7) foi 3,0, j& para os outros dois isolados — B. thuringiensis
(BDLJ2) e B. toyonensis (ACO.PR1 Isox) —, 0 melhor pH foi 5,0.

Tabela 7 — Razdo da atividade floculante pelo crescimento celular, para os isolados de Bacillus spp. testados ap6s
24 h de incubacdo (160 rpm a 37 °C, no escuro). Fonte: Autor, 2016.

ontes de Carbono
Microrganismos pH GLICOSE | MALTOSE | SACAROSE

3,0 3,40 4,71 5,66
B. megaterium (APF.SG3 Isox) ?8 282 123 242;21
9,0 4,18 2,01 3,79
3,0 0,92 4,72 7,30
B. toyonensis (ACO.PR1 Isox) ?8 ;gg gég ggé
9,0 1,14 3,49 6,66
3,0 191 2,49 1,52
. 5,0 1,93 2,06 1,50
B. pumilus (BDLO7) 70 170 0.73 103
9,0 1,60 2,36 1,26
3,0 0,55 3,65 3,40
B. thuringiensis (BDLJ2) ?8 igg gé% g;g
9,0 1,29 0,62 2,93

Entre as fontes de nitrogénio examinadas, (NH4)2SO4 provou ser a melhor para o isolado
de B. megaterium (LBPMA-APF. SG3 Isox) com atividade floculante de 36 %. Ja para 0s
isolados de B. pumilus (LBPMA- BDLO7) e B. toyonensis (LBPMA- ACO. PR1 Isox), a melhor
fonte de nitrogénio foi a uréia, com valores de atividade floculante de 36 % e 22 %,
respectivamente. Ja para o isolado B. thurigiensis (LBPMA- BDLJ2), a melhor fonte de
nitrogénio foi a peptona, com 26 % de atividade floculante.

Shadia et al. (2011) relataram que (NH4)2SO4 estava entre as fontes de nitrogénio mais
eficazes para a producdo de biofloculantes por B. alvei NRC-14. Utilizando essa mesma fonte
de nitrogénio e uma estirpe de Bacillus sp. marinho, Okaiyeto et al. (2016) também observaram
atividade floculante (79,89 %) ap6s 72 h de incubacdo. Sheng et al. (2006), por outro lado,
estudando a producéo de biofloculante por uma estirpe de Klebsiella sp., observaram que Ureia
foi a fonte de nitrogénio mais estimulante para tal atividade. Aljuboori et al. (2013), por sua
vez, constataram que peptona foi a melhor fonte de nitrogénio para a producéo de biofloculantes
pelo fungo Apergillus flavus, e Li et al. (2013) evidenciaram 0 mesmo em relagdo a bactéria

Paenibacillus elgii B69.
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Figura 26 — Efeito das fontes de nitrogénio sobre: A) producédo de biofloculante (%) e B) massa seca (mg) ap6s
24 h de incubacdo (160 rpm a 37°C, no escuro) dos isolados de: B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox); B.
toyonensis (LBPMA- ACO. PR1 Isox); B. pumilus (LBPMA-BDLO7) e B. thurigiensis (LBPMA-BDLJ2), em
meio contendo as melhores fontes de carbono e pH. Os resultados estdo expressos como média de triplicatas. As
barras da mesma cor com letras diferentes apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte:
Autor, 2016.
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Relacionando as atividades de floculagéo dos isolados testados para as diferentes fontes
de nitrogénio estudadas (Tabela 8), verificou-se que individualmente estas foram menos
eficientes ap6s 24 h de cultivo dos isolados de Bacillus spp. do que a fonte combinada padréo

[uréia, extrato de levedura e (NH4)2SO4].

Tabela 8 — Comparacéo dos valores de atividade floculante utilizando diferentes fontes de nitrogénio, para os
isolados de: B. megaterium, B. pumilus, B. toyonensis e B. thuringiensis, ap6s incubacéo durante 24 h (160 rpm a
37 °C, no escuro). Fonte: Autor, 2016.

Fontes de Nitrogénio | Uréia, extrato
de levedurae | Peptona | Uréia | (NH4)2SO4
Microrganismos (NH4)2S04
B. megaterium (APF.SG3 Isox) 34 16 15 36
B. toyonensis (ACO.PR1 Isox) 21 8 22 14
B. pumilus (BDLOQ7) 39 8 36 15
B. thuringiensis (BDLJ2) 33 26 11 17

Cepas bacterianas podem utilizar fontes de nitrogénio combinadas para produzirem
biofloculante (DENG et al., 2005; GONG et al., 2008; XIA et al., 2008). Por exemplo, Deng
et al. (2005) relatou que a peptona combinada com nitrato de sddio é a fonte de nitrogénio mais
adequada para a producdo de biofloculantes por A. parasiticus. Por outro lado, quando
combinado com (NH4)2SOa4, nenhum biofloculante foi produzido.

Xia et al. (2008) evidenciaram que a combinacdo de extrato de peptona, levedura e carne
bovina como fonte de nitrogénio foi bastante eficaz, mas a peptona somente (fonte de nitrogénio
organico) foi a mais rentavel com alta producdo de biofloculantes pela estirpe de Proteus
mirabilis TJ-1 utilizada. Cosa et al. (2013) relataram que uma fonte complexa de nitrogénio
consistindo em dreia, extrato de levedura e (NH4)2SOs4 suportou produgdo Otima de
biofloculante por Virgibacillus sp. Do mesmo modo, Gong et al. (2008) indicaram que uma
fonte mista de nitrogénio que compreende ureia e extrato de carne de bovino mostrou uma
melhoria substancial na producdo de biofloculantes por Serratia ficaria, entre outras

pesquisadas.

55  Caracterizacédo do biofloculante produzido

O espectro de absorcdo no infravermelho (FTIR) de um composto é provavelmente a
sua propriedade fisica mais original, por isso 0 espectro é muitas vezes chamado de impressado
digital de uma molécula (KACURAKOVA & WILSON, 2001).

A anélise FTIR do biofloculante produzido pelas estirpes de Bacillus spp. foi realizada
para detectar a presenca de quaisquer grupos funcionais que pudessem contribuir para a sua
atividade de floculacdo. Nos espectros obtidos, foi possivel analisar um pico intenso de
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alongamento largo a 3261 cm™* para B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox), 3269 cm™ para
B. toyonensis (LBPMA- ACO. PR1 Isox), 3263 cm™ para B. pumilus (LBPMA-BDL07) e 3259
cm para B. thuringiensis (LBPMA- BDLJ2), que € uma caracteristica do grupo hidroxilo (-
OH).

Além disso, um pico de estiramento assimétrico na regido de 1600 cm™ analisado, o que
mostrou a presenca de vibracdo de alongamento do grupo carbonilo no péptido. As bandas 1309
cm* para B. toyonensis (LBPMA- ACO. PR1 Isox), 1377 cm™ para B. thuringiensis (LBPMA-
BDLJ2) e 1402 cm™ para B. pumilus (LBPMA-BDLO07) sdo caracteristicas de estiramento
simétrico (C = O) no carboxilato (DENG et al., 2003), que representam a presenca de grupo
carboxilo na estrutura do biofloculante produzido pelas estirpes estudadas.

Uma faixa de vibragéo de alongamento (C-H) fraca foi observada a a 2960 cm™ para B.
megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox), 2916 cm™ para B. toyonensis (LBPMA- ACO. PR1
Isox), 2960 cm™ para B. pumilus (LBPMA-BDLO07) e 2958 cm™ para B. thuringiensis
(LBPMA- BDLJ2).

As bandas a 1037 cm™ para B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox), 1051 cm™ para
B. toyonensis (LBPMA- ACO. PR1 Isox), 1020 cm™ para B. pumilus (LBPMA-BDLO07) e 1022
cm™ para B. thuringiensis (LBPMA- BDLJ2) representam o grupo metoxilo (ZHENG et al.,
2008). O pico de sorgdo a 1261 cm™ para trés dos isolados testados (B. megaterium, B.
toyonensis e B. thuringiensis) e 1228 cm™ para B. pumilus (LBPMA-BDLO07) indicam a
presenca de alongamento (C-O) em éter ou alcool (DESOUKY et al., 2008). Os picos de
absorcdo em torno de 1000-1100 cm™ s&o conhecidos por serem caracteristicos de todos os
derivados do agucar (ZHENG et al., 2008). Os espectros FTIR mostraram a presenca de grupos
carboxilo, hidroxilo e metoxilo (Figuras 27 e 28), que séo os grupos preferidos para floculagéo,

sendo assim caracterizados como polissacarideos (NTSANGANI et al., 2017).
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Figura 27 — Espectro de infravermelho (FTIR-ATR) dos biofloculantes produzidos, apés 72 h de incubacéo (160
rpm a 37°C, no escuro) dos isolados de: A) B. megaterium (LBPMA- APF. SG3 Isox) e B) B. toyonensis (LBPMA.-
ACO. PR1 Isox), em meio para producédo de biofloculante. Fonte: Autor, 2017.
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Figura 28 — Espectro de infravermelho (FTIR-ATR) dos biofloculantes produzidos, apos 72 h de incubagao
(160 rpm a 37°C, no escuro) dos isolados de: A) B. pumilus (LBPMA-BDLO07) e B) B. thurigiensis
(LBPMA-BDLJ2), em meio para producdo de biofloculante. Fonte: Autor, 2017.
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Polissacarideos contém um ndmero significativo de grupos hidroxilas, que
apresentam uma ampla banda de absorc¢éo arredondada acima do comprimento de onda
3000 cm™. Como a mesma €é encontrada nos compostos estudados sugere que as
substancias se tratam de um polissacarideo (HOWE; ISHIDA & CLARK, 2002).

Deng et al. (2003) documentaram que o biofloculante MBFA9 secretado por B.
mucilaginosus é um polissacarideo composto principalmente de aglcar aminado, &cido
urdnico e acucar neutro. A analise do espectro de infravermelho revelou a presenca de
carboxilo e hidroxilo como as principais porcdes funcionais. Feng & Xu (2008)
observaram que o biofloculante acido produzido por Bacillus sp. BF3-3 é composto de
polissacarideo e proteina. Gao et al. (2006) descobriram que o biofloculante produzido
por Vagococcus sp. W31 é um heteropolissacarideo formado principalmente por glicideo
neutro e 4acido urbnico. Gomaa (2012), utilizando uma estirpe de Pseudomonas
aeruginosa para producdo de biofloculante, observou que apds a analise dos espectros, 0s
mesmos indicaram a presenca de grupos derivados de carboxilo, hidroxilo, amino e
acucar, caracteristicas de exopolimeros. Zhang et al. (2013) e Kumari et al. (2013)
utilizando estirpes de Phanerochaete chrysosporium e Vibrio campbellii,
respectivamente, observaram que 0s espectros de FTIR apresentaram grupos
caracteristicos de um composto polissacarideo.

Os grupos hidroxilo e carboxilo desempenham um papel fundamental na
floculacdo de particulas em suspensdo porque esses grupos funcionais fornecem locais de

adsorcdo onde as particulas em suspensdo podem ser anexadas (Okaiyeto et al., 2016).
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6

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

As técnicas de biologia molecular (amplificacdo das sequéncias 16S rDNA),
aliadas aos testes culturais e bioguimicos, permitiram identificar com preciséo as
bactérias estudadas em nivel de espécie. Por meio delas, os isolados codificados
como LBPMA: ACO.SG3 lIsox, APF. PR1 Isox, BDLJ2 e BDL0O7 foram
identificados respectivamente como Bacillus megaterium, Bacillus toyonensis,
Bacillus thurigiensis e Bacillus pumilus.

Na avaliacdo qualitativa em meio solido, para as atividades enzimaticas estudadas,
todas as estirpes analisadas de Bacillus apresentaram resposta positiva para
producédo de celulases, lipases e proteases, sendo o isolado B. pumilus o que
apresentou melhor indice de atividade celulésica e proteolitica. J& para a atividade
lipolitica, o isolado de B. toyonensis foi o que apresentou melhor resposta.

As culturas submersas com substratos especificos também se mostraram eficazes
na producdo das enzimas estudadas, bem como de biofloculantes, pelos isolados
testados. Para quantificacdo de atividade celulolitica, B. megaterium e B.
toyonensis apresentaram maiores valores de atividade enzimatica ap6s 24 e 48 h
de cultivo, respectivamente.

O isolado de B. toyonensis apresentou melhor valor para atividade proteolitica
apos 48 h de incubacdo, valor proximo ao da atividade proteolitica maxima dos
isolados B. pumilus e B. megaterium, porém esta ocorreu apds 72 h de incubacéo.
Ja para a producdo da enzima lipolitica, o isolado de B. megaterium destacou-se
por apresentar maior atividade enzimatica ap6s 72 h de cultivo.

Todos os isolados secretaram moléculas capazes de atuar como biofloculantes na
temperatura constante de 37+1 °C. A atividade floculante aumentou com o tempo
de cultivo, a principio, chegando ao valor maximo de 57 % as 72 h de cultivo de
B. pumilus.

As eventuais divergéncias entre resultados observados e os ja descritos na
literatura para as mesmas ou outras espécies devem-se as diferentes estirpes,
composicdes dos meios utilizados e condigdes fisico-quimicas utilizadas nas
pesquisas.

A otimizacdo dos constituintes dos meios e das condi¢bes de producdo de

biofloculantes séo boas estratégias para melhorar os rendimentos e a atividade de
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floculagdo, no entanto a mesma ndo apresentou resultados satisfatorios para os
isolados testados.

e A andlise quimica dos biofloculantes produzidos for FTIR-ATR permitiu a
deteccdo dos grupos funcionais hidroxilos, carboxilos e metilo, o que os coloca
dentro da classe de polissacarideos. Tais compostos organicos biocompativeis e
biodegradaveis sdo possiveis substitutos de interesse industrial aos floculantes

quimicos atualmente utilizados em processos de tratamento de &gua.
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