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RESUMO

A preocupacdo com uma producdo agricola o mais sustentavel possivel, e com a minimizagao
ou reciclagem de residuos gerados nos diferentes processos agroindustriais, entre eles os do
setor sucroalcooleiro brasileiro, tem aumentado nas Ultimas duas décadas. No tocante a tais
residuos, comumente apresentam elevados niveis de compostos organicos e, dependendo dos
processos industriais, inclusive com alguns metais potencialmente toxicos, devendo passar por
tratamento antes de serem dispensados. Assim, a busca de formas de microbiolizacdo do solo
e/ou mudas para aumento da produtividade no campo, bem como a biorremediagao de residuos,
tém sido alternativas ecoeficientes visadas. Neste trabalho, bactérias tolerantes a alto gradiente
osmotico e diferentes concentracdes de sais de metais potencialmente toxicos (CuSOs, NiSO4
6H>0, CdSOs. 8/3H,0, ZnS04.7H20, PbCly, CoSO4.7H20, MnSO4. H20, 2CrO4 ¢ HgCI2),
foram isoladas e avaliadas quanto a seu perfil de atividades enzimaticas (na presenga e auséncia
dos sais de metais estudados), tolerdncia a altas temperatura e concentracdes de NaCl,
sensibilidade a antibidticos (Amicacina, Norfloxacina e Tetraciclina), tipo de simbiose, e,
finalmente, identificadas bioquimica e molecularmente. Além disso, verificou-se se as estirpes
mais eficientes podiam promover o crescimento vegetal (germinagdo de Lactuva sativa),
secretar biossurfactantes/bioemulsificantes e biorremediar residuos (lodo e efluente)
sucroalcooleiros. Por fim, testou-se uma formulagdo de baixo custo que tornasse viavel a
aplicagdo do consoércio microbiano in vitro e/ou em condigdes de campo. Cinco bactérias
tolerantes a gradiente osmotico e a altas concentracdes dos sais de metais testados foram
selecionadas e mostraram-se capazes de produzir enzimas de interesse biotecnologico. Nos
testes de tipo de simbiose, comprovou-se que os cinco isolados selecionados podem coexistir,
ou seja, compor um consoércio microbiano sem antagonizarem-se. Estes foram identificados
bioquimicamente e molecularmente como Pseudomonas aeruginosa - EF1, Bacillus atrophaeus
- EFI, B. cereus -EFIII, Lysinibacillus macroides - LOIl e B. thuringiensis - LOIIl. Com
exce¢do do isolado P. aeruginosa - EFI, todos os demais sdo termofilos facultativos e sensiveis
aos antibidticos testados. O cultivo em sais de metais potencialmente toxicos nao afetou a
atividade da catalase, mas em altas concentragdes afetou a citrocromo-oxidase em L. macroides
- LOII, e a da nitrato-redutase em P. aeruginosa - EF1, L. macroides - LOIl e B. thuringiensis
- LOIIIL. Apenas B. atrophaeus - EFII apresentou ambas as capacidades biossurfactante e
bioemulsificante nas condi¢des estudadas, e foi o Uinico que ndo solubilizou fosfato em meio
liquido. Todos os isolados fixaram nitrogénio e produziram AIA in vitro. A inoculagdo de
sementes de alface com o consorcio também proporcionou alta taxa de germinagdo (97%) das
mesmas. As cinco estirpes foram capazes de modificar in vitro os efluentes (sintético e
agroindustrial) e o lodo estudados, sugerindo sua posterior aplicagdo em fertirrigacdo e
biossolido para o solo, respectivamente. Em condi¢des de campo, o consoércio foi utilizado no
tratamento do efluente de uma industria sucro-alcooleira, e sua eficiéncia durante uma safra
também foi comprovada (monitoramento de diferentes pardmetros fisico-quimicos), com taxa
média de remog¢ao de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) de 72,50%. Portanto, com relagao
aos aspectos estudados, as 5 bactérias isoladas e selecionadas apresentam potencial de aplicacao
biotecnoldgica, em especial como suplemento para a promocgao do crescimento vegetal e na
biorremediacdo de residuos agroindustriais.

Palavras-chave: Fertilizantes bioldgicos; hormonios vegetais; fertirrigacao.



ABSTRACT

The concern with the most possible sustainable agricultural production, and with the
minimization or recycling of residues generated in the different agroindustrial processes,
including those of the Brazilian sugar and alcohol sector, has increased in the last two decades.
Regarding such residues, they usually have high levels of organic compounds and, according
to industrial processes, even some potentially toxic metals, and must undergo treatment before
being dispensed. Thus, the search for forms of soil and/or seedlings microbiolization to increase
productivity in the field, as well as waste bioremediation, have been targeted ecoefficient
alternatives. In this work, high osmotic gradient tolerant bacteria and different concentrations
of potentially toxic metal salts (CuSO4, NiSO4 6H,0, CdSO4. 8/3H20, ZnSO4.7H>0, PbCly,
Co0S04.7H20, MnSO4. H20, K2CrO4, and HgClz), were isolated and evaluated for their
enzymatic activity profile (in the presence and absence of the studied metal salts), high
temperature tolerance and NaCl concentrations, sensitivity antibiotics (Amikacin, Norfloxacin
and Tetracycline), symbiosis type, and finally identified biochemically and molecularly. In
addition, it was verified whether the most efficient strains could promote plant
growth/germination (Lactuva sativa), secrete biosurfactants / bioemulsifiers and bioremediate
sugarcane residues (sludge and effluent). Finally, a low cost formulation was tested to make it
possible to apply the microbial pool in vitro and / or under field conditions. Five bacteria
tolerant to osmotic gradient and high concentrations of the tested metal salts were selected and
they were able to produce enzymes of biotechnological interest. In symbiosis tests, it was shown
that the five selected strains can coexist, that is, compose a microbial consortium without
antagonizing each other. These were identified biochemically and molecularly as as
Pseudomonas aeruginosa - EF1, Bacillus atrophaeus - EFIL, B. cereus - EFIIl, Lysinibacillus
macroides - LOIl and B. thuringiensis - LOIIL. Except for the P. aeruginosa - EFI isolate, all
others are facultative thermophiles and sensitive to the tested antibiotics. Potentially toxic metal
salt cultivation did not affect catalase activity, but at high concentrations it affected cytochrome
oxidase in L. macroides - LOIL, and nitrate reductase in P. aeruginosa - EFL, L. macroides -
LOII and B. thuringiensis - LOIIL. Only B. atrophaeus - EFII presented both biosurfactant and
bioemulsifying capacities under the studied conditions, and was the only one that did not
solubilize phosphate in liquid medium. All isolates fixed nitrogen and produced [AA in vitro.
Inoculation of lettuce seeds with the consortium also provided high germination rate (97%).
The five strains were able to modify in vitro the effluents (synthetic and agroindustrial) and the
studied sludge, suggesting their subsequent application in fertigation and soil biosolid,
respectively. Under field conditions, the consortium was used to treat effluent from a sugar and
alcohol industry, and its efficiency during a harvest-season was also proven (monitoring of
different physicochemical parameters), with an average rate of removal of chemical oxygen
demand (COD) of 72.50%. Therefore, regarding the studied aspects, the five selected bacteria
have potential of biotechnological applications, especially as a supplement for the promotion
of plant growth and in the bioremediation of agroindustrial residues.

Keywords: Biological fertilizer; plant hormones; fertirrigation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande extensdo territorial, o que facilitou a expansao
agroindustrial ao longo dos anos. Por outro lado, esse importante setor empregaticio tem
superado muitos desafios nos ultimos anos, como a adequagao da producao de alimentos
para o mercado internacional e a reducao dos impactos ambientais do processo produtivo,
que muitas vezes explora recursos naturais e causa a reducao e polui¢ao deste, como nas
aguas superficiais, subterraneas e no solo (BARCELLOS, 2009).

A obtengdo de agucar e alcool, por exemplo, envolve a lavagem de muitas
toneladas de cana, equipamentos / maquinas € solo, gerando grandes volumes de efluentes
ricos em matéria organica vegetal, mas também contendo hidrocarbonetos e alguns metais
potencialmente toxicos sobre o ambiente (PEROVANO FILHO et al., 2016).

Metais sdo elementos que sob determinadas condigdes bioldgicas apresentam
tendéncia em existir como cations, agindo assim como os acidos de Lewis. Quando
encontrados em baixas concentragdes, sdo chamados de tragos, sendo alguns essenciais,
quando requeridos para completar o ciclo de vida dos organismos, e outros ndo essenciais,
e, por isso, potencialmente toxicos. O termo antigo “metais pesados” refer-se aqueles que
possuem massa atomica maior que 40 (ou nimero atdmico maior que 20), mas esses nao
necessariamente sdo toxicos. Cobre (Cu), zinco (Zn), cobalto (Co) e ferro (Fe), por
exemplo, sdo metais “pesados”, mas sdo necessarios para maioria dos organismos por
toda a vida, sendo danosos apenas se suas concentragdes excederem (WASEEM et al.,
2014). Outros, como cadmio (Cd), mercurio (Hg) e chumbo (Pb), e o metaloide arsénio
(As), causam mudancas indesejaveis na qualidade e equilibrio dos ecossistemas, e,
finalmente, danos aos seres humanos através da cadeia alimentar (CHANAME et al.,
2017).

Por outro lado, bioquimicamente, o0 mecanismo da a¢do toxica de um metal deriva
principalmente da forte afinidade pelo enxofre do grupo sulfidrila (-SH) das enzimas, e
que controlam a velocidade das reagdes metabolicas, afetando a homeostase dos
organismos e podendo, inclusive, ser fatal. Isso ¢ muito comum diante das formas
catidnicas (Hg?", Cr*", Cu**, Zn?", Pb*" e Cd*") ou ligadas a cadeias carbonicas curtas.
Com seu acimulo nos organismos, eles podem se acumular (bioacumulagio) e até atingir
toda a cadeia trofica (biomagnificacao), uma vez que nao possuem papel bioldgico e que

podem ser mutagénicos e carcinogénicos (TAMAS et al., 2014).
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Os efluentes industriais nao tratados, e eventualmente contendo compostos
recalcitrantes e/ou metais potencialmente téxicos, podem ser langados nos corpos
receptores proximos e causar poluicdo severa das aguas subterrdneas e superficiais
(JANBANDHU, 2011). Além disso, sob aplicacdo indiscriminada, fertilizantes quimicos
utilizados para aumentar a produtividade na agricultura, podem também contaminar tais
aguas e deteriorar o solo (KHAN, 2000). Assim, ¢ relevante a busca por estratégias que
reduzam o impacto ambiental e o uso de fertilizantes quimicos, mas que favorecam a
produtividade agricola.

Muitos métodos de tratamento de efluentes podem ser utilizados, mas as técnicas
fisico-quimicas classicas apresentam desvantagens em relagao ao tipo de efluente gerado
pelas agroindustrias, que sdo muito rico em matéria organica e eventualmente contém
metais potencialmente toxicos. A maioria dos métodos de tratamento fisico-quimicos
(adsor¢do, oxidagdo quimica e coagulacdo/floculagdo) per si ndo sdo recomendados para
residuos agricolas ha algum tempo, pois, as taxas de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) /Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) nos mesmos sao altas, ndo garantindo a
remocdo completa dos contaminantes, além de apresentarem alto custo (HARDMAN;
MCELDOWNEY; WAITE, 1993). Nesse caso, o tratamento bioldgico ou a combinagao
dele com o fisico-quimico, tém maior eficiéncia, transformando os compostos presentes
em produtos quimicos menos toxicos (ASHOKA; GEETHA; SULLIA, 2002).

A biorremediagdo de residuos da agroindustria ¢ uma alternativa biocompativel,
menos onerosa e de facil adaptagdo (JOSHI; JAIN; DIXIT, 2017). Com relacdo aos
microrganismos utilizados nessa técnica, Hooda; Bhardwaj; Singh (2015) afirmam que
muitos estudos se concentram na aplicagdo de fungos. Queissada et al. (2013), por
exemplo, utilizaram os fungos autoctones Epicoccum nigrum e Cladosporium sp. em
biorreator AIR-LIFIT para tratamento de efluentes de processamento de metais, e
compararam com o tratamento utilizando o fungo Aspergillus niger como referéncia, e
constataram que E. nigrum foi o mais eficiente na redugdo de DQO (26 %), enquanto o
Cladosporium sp. foi mais eficiente na descoloracao. Por outro lado, Hooda; Bhardwayj;
Singh (2015) afirmam que fungos crescem lentamente em efluentes com pH elevado,
baixas concentragdes de oxigénio e elevados teores de lignina. Ja a eficiéncia bacteriana
em degradar poluentes de efluentes diversos tem sido mais explorada com sucesso
(KANMANI; ARAVIND; KUMARESAN, 2016; AWASTHI et al. 2015; ZHOU;
HAIREN; XIAOWEI, 2014). Assim, o isolamento de microrganismos autoctones



SANTOS, E. C. L. Isolamento e Selecdo de Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal...........

potencialmente degradadores e/ou adsorvedores de distintas moléculas de residuos
industriais, ¢ o primeiro passo para implantar um dos dois tipos de sistemas de
biorremediacdo (bioaumentagdo ou bioestimulagao).

Os microrganismos sdo 0s componentes vivos mais antigos do planeta,
favorecendo o ciclo de nutrientes dos ecossistemas, incluindo os derivados da
urbanizagao e industrializagdo, devido a sua grande adaptacao a condi¢gdes desfavoraveis
(JIANG et al. 2015). Além disso, podem ter varias interacdes ecoldgicas com a
macrobiota terrestre, podendo colonizar distintas partes das plantas e desempenhar
fungdes especificas (MENDES; GARBEVA; RAAIJIMAKERS, 2013; SILLEN et al.
2015), melhorando a absor¢ao de nutrientes e/ou produzindo substancias promotoras do
crescimento vegetal, como fixacdo de nitrogénio (KUKLINSKY-SOBRAL et al. 2004),
solubilizacdo de fosforo (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001) e biossintese de
fitohormoénio (LUCANGELIL;, BOTTINI, 1997). Sao os chamados “Microrganismos
Promotores de Crescimento de Plantas” (PGPM) (MISHRA; SUNDARI, 2013).

Esta pesquisa visou isolar e selecionar, em residuos de uma agroindustria
sucroalcooleira, bactérias tolerantes a diferentes concentragdes de metais potencialmente
toxicos, gradientes osmoéticos e temperaturas, ¢ com habilidade de produzir enzimas
degradadoras de glicidios poliméricos, proteinas, lipidios e perdxido, além de interagirem
entre si, promoverem o crescimento vegetal e tratarem os efluentes e lodo da lagoa de
sedimentacao da Esta¢do de Tratamento de Efluentes (ETE) da agroindustria em estudo,

propondo-se um consério microbiano com tais isolados identificados molerculamente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Agroindustria de cana-de-acucar

Devido a importancia econdomica dos produtos e subprodutos da cana-de-agucar
(Sacharum sativus L.), essa cultura destaca-se na agricultura mundial, e considerando-se
o crescente interesse por fontes alternativas de combustiveis provenientes de fontes
renovaveis, como o etanol, aliado as grandes areas cultivaveis e condi¢des climaticas
favoraveis a essa cultura, o Brasil ¢ um pais muito promissor para a exportacao de tal
mercadoria (CONAB, 2017). Dados da safra 2018/2019 evidenciam que para uma area
de plantio de 9.049,2 mil hectares, a colheita brasileira foi de 635,51 milhdes de toneladas,
apresentando um decréscimo de 1,3% em relacdo a safra anterior, porém, com uma
produgdo de agucar e etanol respectivamente de 34,25 milhdes de toneladas e 19,70
bilhoes de litros (MAPA, 2019).

A produgdo comercial brasileira de cana-de-agiicar iniciou-se em 1533,
basicamente visando a extracdo de agucar, estendendo-se da regido nordeste (Zona da
Mata nordestina, especialmente nos Estados de Pernambuco, Alagoas ¢ Bahia) para as
demais regides brasileiras (principalmente no Sudeste, como em Sao Paulo, Minas Gerais
e Rio de Janeiro), dando origem a agroindustria (FIGUEIREDO, 2008). Atualmente o
Brasil ¢ o segundo maior produtor ficando atrds apenas dos Estados Unidos. Em termos
regionais, existem dois periodos distintos de safra da cana-de-aglicar no pais - para as
regides Norte/Nordeste, esta ocorre de setembro a margo, e para as regides Centro-Sul a
safra vai de abril a novembro, permitindo a producdo de aglicar e etanol praticamente o
ano inteiro. E apesar da regido Nordeste contar a mais tempo com o cultivo de cana-de-
agucar, sua producao sempre foi mais dependente de incentivos dos Estados, em face da
aridez da regido.

O Estado de Alagoas, por exemplo, apesar de ser o segundo menor em extensao
territorial no Brasil, tem sua histéria atrelada a atividade canavieira - os primeiros
engenhos foram fundados em meados do século XVI e a partir dai surgiu o setor industrial
sucro-alcooleiro que ampliaria a produgdo, sendo atualmente o maior produtor regional,
apesar da reducdo na area plantada, visto as sérias dificuldades financeiras dos
plantadores (CONAB, 2017). No entanto, este setor também ¢ conhecido pela geragao de
grandes volumes de residuos e, independente da sua importancia econdmica, vem sendo
objeto de criticas relacionadas a tais impactos ambientais (REBELATO; MADALENO;
RODRIGUES, 2013).
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Na producao do etanol e do aglcar sdo gerados residuos como a vinhaga, o
bagaco, a torta de filtro, efluentes de lavagem de cana, de pisos e equipamentos, os quais
podem causar danos irreversiveis ao meio ambiente. Além disso, o processo produtivo
utiliza volumes abundantes de agua como matéria-prima. Dessa forma, em bacias
hidrograficas onde a disponibilidade hidrica ¢ baixa, pode acontecer uma competi¢ao por
esse recurso, principalmente em regides em que a cana necessita de irrigacdo (ANA,
2017). Elia Neto (2009) relata que a etapa que utiliza mais dgua no processo industrial, e
que por isso gera mais residuo liquido (efluente), com alto potencial poluidor, ¢ a da
lavagem da cana (27% de toda a agua da usina). Segundo Elia Neto; Shintaku (2009), a
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) desse residuo varia entre 180 e 500 mg.L™!,
com uma alta concentracao de s6lidos suspensos, provenientes da terra que ¢ agregada na
hora da colheita, pH entre 5 e 6 e Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) entre 280 ¢ 700
mg.L!. Por outro lado, o efluente oriundo das colunas barométricas apresenta pH entre 6
e 7, DBO entre 10 e 40 mg.L' e uma DQO entre 20 e 80 mg.L!. O tratamento para esse
efluente ¢ a decantagdo em lagoas de estabilizagdo, as quais geram lodo, caracterizado
por altas concentra¢des de matéria organica e solidos.

Segundo Jendiroba (2006), a industria canavieira necessita desenvolver métodos
que retirem os residuos gerados das unidades industriais, pois ndo teria como armazena-
los, principalmente nos periodos de produgdo. Além disso, se esses residuos ndo sdo bem
gerenciados, os ricos ambientais sao bem maiores. Por outro lado, quando bem utilizados,
os custos de produg@o diminuem e o conceito da empresa melhora significativamente, o
que favorece a implantacdo de um sistema de gestdo ambiental (VILACA, 2012). Por
1sso, € de extrema importancia a busca por alternativas que visem tratar esses residuos,
para que os mesmos possam ser lancados no ambiente sem causar danos.

2.2 Tratamentos de residuos industriais e importincia de enzimas microbianas

Atualmente, toda industria geradora de dgua residuaria deve, por forga inclusive
da lei, adotar um sistema de tratamento a fim de proteger o ambiente. Para que seja
possivel escolher o sistema ideal de tratamento, o qual depende da composicao,
concentracdo e do escoamento do efluente, ¢ preciso caracterizar esses residuos
(GUARATINI; ZANONI, 2000; NUNES, 2004). Dentre os tipos de tratamento

disponiveis estdo os fisicos, quimicos e bioldgicos (Tabela 1).
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Tabela 1- Diferentes tipos de tratamento de residuos industriais. Fonte: Autor, 2018.

Métodos fisico-quimicos

Residuo

Tratamento Aplicado . . Eficiéncia Referéncias
industrial
i Eﬂpent? da A reducdo no tamanho LOURENCO et al.
Floculagdo fabricacao de dos flocos foi
. 2018
batata frita alcancada
Efluente
Eletro-fento e lodo farmacéutico A biodegradabilidade MANSOUR et al.
ativado sintético e foi melhorada 2015
industrial
L Efluente com ~
Enzimatico o Remocao 50% DQO PAZ et al. 2017
corante téxtil
. Lodo de ETE de ~_Redusdodosmetais — pypyp gppopa;
Pirolise . potencialmente toxicos
polpa e papelaria 2014
presentes
Ultra-som deteriorou a
Tratamento com ultra- desidratagdo do lodo,
som, ¢ oxidagio por Lodo de esgoto enquanto a oxidagdo JIN; ZHANG;
KaFeOs e KMnOs doméstico com KyFeO4 e KMnOgy ZHENG, 2015
melhorou a
desidratacdo
Fenton com Aguas residuais  po a0 900, DQO  PIPOLO etal. 2017
biofiltracao de adega ¢ ’ '

Métodos Bioldgicos

. Efluente de ~ o HAYDAR; AZIZ,
Lodo ativado curtume Remocao 80% DQO AHMAD. 2007
Wetland Efluente da Remogcdo 98,4% DQO  SANTOS et al. 2016
suinocultura
Reator UASB Efluentedeavese  po 0 07097.6% DQO  SANTOS et al. 2017
suinocultura
Efluente da MARTINS;
Reator UASB producao de Remocao 82% DQO BOAVENTURA;

castanha doce

PAULISTA, 2017

Leitos de secagem Lodo de esgoto

Niveis aceitaveis de
nutrientes, metais

SANTOS etal. 2016

doméstico potencialmente toxicos
e relagdo C/N
Compostagem Lodo de eseoto A fertilidade do solo GUERRINI et al.
postag & aumentou. 2017
Compostagem Re51fd_uo splldo de A esta‘t?lllza(;ao do COSTA et al. 2009
rigorifico material ocorreu
Aguas residuais
Reator UASB da destilaria de Remocao 79% DQO FITO et al. 2018

etanol
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Métodos fisico-quimicos removem muitos poluentes organicos recalcitrantes, de
degradacao dificil por métodos bioldgicos convencionais, porém, o custo com reagentes
¢ alto, a eficiéncia na remocdo da DBO/DQO dissolvidas ¢ baixa (MELLO, 2007), e,
devido a geragdo de subprodutos, podem causar danos ao meio ambiente. Por sua vez, a
biorremediacdo remove boa parte da matéria organica (Tabela 2) e até inorganica,
podendo ocorrer por aerobiose, anaerobiose ou ambas (FARRUGIA, 2012), e ¢ indicada
quando a relagio DQO/DBO for < 2,5 (VON SPERLING, 1996). E promissora e conta

com o estimulo a microrganismos autdctones ou introdu¢do de novos (HAKEEM, 2015).

Tabela 2- Microrganismos usados em biorremediacao de diferentes residuos industriais. Fonte:

Autor, 2018.

Residuos Microrganismos Eficiéncia Referéncias
Redugdo de cor

.A guare siduais Qa Bacillus stratosphericus  (47%), DQO (73%) e JOSHL JAIN;
industria papeleira - N DIXIT, 2017.
lignina (33%).
‘ S Pseudomonas . EL-AZIZ; EL-
¢ * GHANY, 2016.
?)iltli)sqﬁsnlggzs Comamonas sp Maior atividade de JIANG et al.
contendo BTEX biodegradagio. 2015.
) Actinomyces sp., Decradacio
Agua residuais da Pseudomonas sp., gradag RAJENDRAN
APV completa de corante
industria téxtil Stenotrophomonas sp. € o etal. 2015.
téxtil.
Staphylococcus sp.
Aouas residuais Diminui niveis de
guas P. putida DPA com formagdo =~ PERRUCHON
contaminadas com A i
transitoria de anilina et al. 2015.
DPA
e catecol.

Acuas residuais de Chlorella vulgaris, Removeu NO; GOMEZ-
efu oto municipal P. putida, Bacillus (29,4%), NH3 (4,2%) e  GUZMAN et
& P cereus POy (8,4%). al. 2017.

Stenotrophmonas,
Pseudomonas,
Bordetella, Brucella,
Achromobacter, Eficiéncia na OBI;
Lodo contaminado Ochrobactrum, degradagéo de 2,6- ATAGANA;
com hidrocarbonetos Advenella, Bacillus, diclorofenol- ADELEKE,
Mycobacterium, indofenol. 2016.
Mesorhizobium,

Klebsiella, Pusillimonas
e Raoultella
Stenotrophomonas
acidaminiphila,

B. megaterium, B.cibi,
P. aeruginosa e
B. cereus.

Degradagdo de TPH CERQUEIRA et
presente em lodo. al. 2014.

Solo contaminado com
hidrocarbonetos
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A biorremediagdo consiste, portanto, na transformagao (conversao) ou eliminagao
dos poluentes organicos por agdo catabolica dos microrganismos, isto €, as substancias
potencialmente toxicas ao ambiente atuam como fontes de carbono, nitrogénio, oxigénio,
enxofre e fosforo. E um processo simples, passivel de realizagio in situ (no local original
da contaminacao) ou ex situ (fora do local contaminado) (Tabela 3), de custo
relativamente baixo e que conduz a total mineralizagao (metabolismo e co-metabolismo),
sendo eficiente em meios homogéneos e de textura arenosa, além de poder ser associado
a outros métodos de tratamento (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,2010; MACHADO,
2006; SEABRA, 2008).

Tabela 3- Tipos de biorremediagdo e suas principais caracteristicas. Fonte: Autor, 2018.

Tipos Aplicacio Caracteristicas Referéncias

Diluigao, dispersdo, degradagao
quimica e biologica dos contaminantes

Atenuacdio natural In situ do solo e agua subterranea. Limita o PEREIRA et

deslocamento do contaminante e, al. 2012
minimiza a contaminagdo do meio
ambiente.
‘ i . Inoculac;ap de microrganismos com alto MARIANO,
Bioaumentagdo In situ potencial em degradar um material 2006
contaminado.
Suplementac¢do com nutrientes
Y ~ . organicos e inorganicos para JACQUES et
B 1 1 . .. . i
loestimulagao  situ estimular a atividade microbiana al. 2007
autdctone para degradar poluente.
Utilizagdo de plantas capazes de
. o ' absorvgr elementos com teores SOUZA et al.
Fitorremediagao In situ excessivos de metais e outros 2011
elementos potencialmente toxicos,
para descontaminacao.
Remogao bioldgica dos residuos MAILA:

Landfarming In situ conjtarAnl'nados. Geralmeqte utiliza CLOETE,
oxigénio do ar, para estimular o 2004

crescimento bacteriano.

Processo de decomposicao
controlada por ac¢do dos
Compostagem Ex situ microrganismos, com oxidacdo e KIEHL, 2012
oxigenac¢do de matéria organica no
estado solido e imido.

Producdo de reagdes quimicas com

biocatalisadores para aumentar a SCHMIDEL;
Biorreatores Ex situ . N p ume FACCIOTTI,
disponibilidade dos contaminantes 2001

aos microrganismos degradadores.

Considerando-se que em um ambiente contaminado existem diferentes poluentes,

¢ interessante estudar a biorremediacao nao somente pelo viés metabodlico de um tnico
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microrganismo, mas na acao de um consorcio deles. Para isso, a escolha destes depende
da natureza quimica dos contaminantes que, uma vez tratados, podem ser descartados ou
reutilizados (THAPA, 2012). Sdo varios os compostos biodegraddveis, como
hidrocarbonetos derivados de petrdleo, preservantes de madeira, solventes halogenados e
agroquimicos ou ‘“defensivos agricolas” (Figura 1) (DEON et al. 2012). Contudo, o
periodo de operacdo de métodos biologicos diante de compostos extremamente
recalcitrantes ou inibitorios aos microrganismos pode ser estendido (em geral, mais tempo
do que nos métodos fisico-quimicos) (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010;
MACHADO, 2006).

Figura 1- Férmula estrutural de alguns compostos biodegradaveis. A) hidrocarbonetos

derivados do petroleo; B) agroquimicos (inseticida e herbicidas).

A)
- | P
L &,'
Naftaleno Pireno Antraceno
O
B) N
o o 5 H |
| . o] N__N_
b Xy
O Q
| |
Paration Diuron
F
F
F

Isoxaflutole

Fonte: DEON et al. 2012
Dentre os tipos de biorremediacdo com uso de microrganismos, a bioaumentagao
e a compostagem sdo alternativas promissoras para melhorar a eficiéncia de remocao de
residuos em estagdes de tratamento de efluentes. Se microrganismos nativos sdo
utilizados, pode ocorrer aumento de sua resisténcia e atividade (GENTRY; RENSING;
PEPPER, 2004; TYAGI; FONSECA; CARVALHO, 2011), sendo uma estratégia

vantajosa em relacdo a outras técnicas de biorremediacdo, pois a remocdo dos



SANTOS, E. C. L. Isolamento e Selecdo de Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal...........

contaminantes comeg¢a assim que eles forem re-introduzidos ou estimulados a se
multiplicarem (PEROVANO FILHO et al., 2016; RUFFINI et al. 2016). Por outro lado,
microrganismos exdgenos podem ser inibidos por condi¢des especificas (temperatura,
pH, etc.), dificultando o processo de biorremediagao.

A compostagem, por outro lado, resulta da decomposicao biologica aerdbica e da
estabilizacao dos substratos organicos, em condigdes de temperaturas termofilicas, afim
de obter um substrato final estabilizado e isento de agentes patogénicos, antes de sua
aplicagao (BERTRAN et al. 2004). Devido as suas caracteristicas, ¢ um dos métodos mais
aplicados na gestao de residuos organicos, especialmente em lodo de esgoto (WU et al.
2015), o qual ¢ caracterizado por baixo teor de carbono, o que diminui o metabolismo
microbiano (NEUGEBAUER et al. 2016).

Viarios géneros de microrganismos, portanto, estdo adaptados ao crescimento e
sobrevivéncia em solos, serrapilheiras e efluentes contaminados com xenobioticos,
participando, em geral, nos processos de acumulacdo ou degradacdo dos mesmos por
metabolismo ou co-metabolismo (PEROVANO FILHO; SILVA, LOPEZ, 2011a,2011b;
SILVA etal., 2014).

Uma compreensdo mais abrangente das rotas degradativas requer estudos
aprofundados, visto que a maioria visa apenas a remog¢ao de um composto particular,
negligenciando os metabdlitos oriundos deste e o seu destino no ambiente (PORTO et al.
2011; PEROVANO FILHO et al., 2016), bem como sua relagdo com este (AISLABIE e
LLOYD-JONES 1995). Em outras palavras, a biodegradacdo/biomineralizacdo ¢
frequentemente complexa e envolve uma série de compostos secretados, como
biosurfactantes (SILVA et al., 2016), e reagdes bioquimicas, e, portanto, varias enzimas
e genes responsaveis pela transcrigdo das mesmas (SILVA et al., 2014; SILVA et al.,,
2016; LOPEZ; SILVA; SANTOS, 2017). Muitos desses ja foram identificados e
caracterizados em diferentes microrganismos, que atualmente podem inclusive ser
transformados geneticamente em laboratorio para aumentar a expressao de tais enzimas
que passaram a ter, cada vez mais, utilizacdo em processos biotecnologicos de diferentes
setores, seja por producdo em batelada, por imobilizagdo de células ou até por
imobilizacdo das proprias enzimas em nanoparticulas, nas industrias de alimentos,
bebidas e farmacos, as de producdo de sondas para diagndstico, texteis, de detergentes,
tintas, ragdes animais e até para emprego direto no meio ambiente (CABERA e

BLAMEY, 2018; ANSARI e AL-SHAERI, 2019). Portanto, as enzimas secretadas pelos
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microrganismos isolados podem atuar em uma série de processos, principalmente aqueles
de desprendimento das moléculas recalcitrantes das particulas do solo, de lodo, de

efluentes, e, entdo de sua decomposicao.

Além disso, alguns aspectos fisioldgicos, ecologicos, bioquimicos e moleculares
desempenham um papel importante na transformag¢do microbiana dos poluentes
(IRANZO et al. 2001; VISCHETTI et al. 2002), que ¢ executada pela necessidade
energética ou de detoxificagdo, ou pelo cometabolismo (PAUL et al. 2005). Esses
caminhos dependem tanto da acessibilidade quanto da disponibilidade dos mesmos aos

microrganismos (RAMAKRISHNAN et al. 2011).

2.3 Reuso de residuos agroindustriais

O reuso de efluentes implica em reciclar ou recuperar dguas servidas e com grau
de tratamento variado (AZOV; JUANICO; SHELEF, 1992). Ha relatos de que em meados
do século XIX, na Inglaterra, ja existiam fazendas com esgotos estocados para tratar o
solo (FOLEGATTI, 1999). Segundo Bernardi (2003), mesmo sendo uma pratica antiga,
o retiso de aguas residuais ainda sofre muita resisténcia da popula¢do. As modalidades de
retiso sdo: urbano, industrial, paisagistico, agricola, doméstico, recreacional, recarga de
aquiferos e reuso na aquicultura e pesca (BERTONCINI et al. 2008).

Segundo Castanho Filho; Campos; Olivette (2015), ainda que a agricultura
represente um dos setores que mais consome agua, também apresenta grande capacidade
de reuso de efluentes, embora deva investir em tecnologia. O retiso de efluente com altas
concentragdes de nitrogénio, fosforo e potassio (NPK), por exemplo, apresenta vantagens
ndo s6 por diminuir o uso direto de recursos hidricos, mas por contribuir na nutri¢do do
solo, melhorando sua fertilidade e reduzindo o custo com adubacao (SOUZA et al. 2012;
PEROVANO FILHO et al., 2016; LOPEZ; SILVA; SANTOS, 2017). Dados do IBGE
(2012) mostram que a quantidade de fertilizantes por area plantada no Brasil tem
aumentado. Em 1992 era de 70 kg.ha™!, ja em 2010 passou para 150 kg.ha™! (IBGE, 2012).
Porém, Lima et al. (2012) alertam que diferentes efluentes possuem caracteristicas que
podem prejudicar a fertilidade do solo, de modo que o devido tratamento para cada tipo
de esgoto e residuos solidos ¢ requerido.

O lodo é um residuo sélido gerado no tratamento primario de efluentes e apresenta

diferentes caracteristicas e composi¢des (conforme o tipo e quantidade de residuo liquido
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original); necessita, portanto, de tratamento igualmente especifico para reuso ou
disposi¢ao final (MATTA, 2011). A destinagao final do lodo pode ser para a incineragao,
disposi¢ao em aterro sanitario, recuperagdo de areas degradadas, landfarming, disposi¢ao
oceanica, conversdo em 6leo combustivel e uso agricola do lodo de esgoto.

A disposicao de esgotos na agricultura ¢ uma atividade antiga, praticada em paises
como a China, Inglaterra (1800) e Russia (desde 1560). De acordo com Bettiol; Camargo;
Berton (2015), a utilizagdo do lodo de esgoto em solos favorece a incorporacdo de
macronutrientes (nitrogénio e fosforo) e micronutrientes (zinco, cobre, ferro, manganés e
molibdénio), mas no Brasil esta atividade ainda ¢ pouco utilizada devido a estudos da
variabilidade de efeitos e nutrientes ainda se fazerem requeridos.

Segundo Guedes et al. (2006), ao se utilizar o lodo como biofertilizante o produtor
obtém ganhos, pois a produtividade das culturas aumenta e a redugdo do uso de
fertilizantes minerais diminui. Mesmo apresentando algumas desvantagens, a aplicacao
de lodo de esgoto na agricultura mostra varios beneficios, tais como a reducao de custos,
a conservacao do ambiente e das caracteristicas fisico-quimicas do solo (QUINTANA;
CARMO; MELO, 2011). Portanto, é necessaria uma rigorosa regulamentagdo para a
aplicacdo desse residuo, além de estudos que determinem quais riscos ambientais podem
ocasionar a curto e longo prazos considerando os metais potencialmente toxicos que
eventualmente posam estar presentes.

No Brasil, a resolugdo que trata dos parametros para langamento de efluentes ¢ a
Resolugado CONAMA 357/2005, complementada e alterada pela resolugio CONAMA
430/2011 (BRASIL, 2011), que estabelece limites de parametros fisicos e quimicos de
lancamento de efluentes e que os mesmos ndo devem causar ou possuir efeitos toxicos
aos organismos aquaticos no corpo receptor. Assim, os testes de ecotoxicidade devem
utilizar organismos aquaticos, sendo que os critérios para tais devem ser estabelecidos
pelos o6rgdos estaduais competentes (BRASIL, 2011). No entanto, a disposicdo de
efluentes no solo, mesmo tratados, ndo estd sujeita aos pardmetros e padroes de
lancamento dispostos nesta Resolugdo, nao podendo, todavia, causar poluicdo ou
contaminagdo das aguas superficiais e subterraneas. Em 2003, por meio do Conselho
Nacional de Recursos Hidricos (CNRH), a legislagdo brasileira elaborou minuta de
resolucao similar as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a qual
incetivava a utilizacdo da agua de reuso e os padroes de qualidade de acordo com cada

modalidade, mas tal resolucdo ndo entrou em vigor. No ano de 2005 o CNRH langou a
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Resolugdao n° 54, a qual incentiva a pratica de reiso, mas nao estabelece parametros
especificos para sua utilizagdo (BRASIL, 2005). Em 2010, o mesmo CNRH criou a
Resolugdo n°® 121, que trata das diretrizes e critérios para a pratica de retiso direto ndo
potavel de dgua na modalidade agricola e florestal. Essas aguas devem atender padrdes
estabelecidos pelas legislagdes pertinentes, no tocante a satde publica e aos valores de
prevencao de contaminagdo do solo e das aguas subterraneas (BRASIL, 2010). Portanto,
no Brasil, e em varios outros paises, ndo existe legislacdo especifica que estabeleca
padrdes de controle da qualidade da dgua de retiso. Pesquisas que evidenciem os valores
seguros de aplicagdo, para cada cultura e quais os danos que os contaminantes poderiam
causar no solo, dgua e na planta sao necessarias. Atualmente os critérios adotados sao os
estabelecidos pela United State Environment Protection Agency (USEPA) e pela OMS,
que em parceria com a United Nations Environment Programme (UNEP), lancou a IV
edi¢do da “Guia de Uso de Aguas Residuarias na Agricultura”.

O Estado de Alagoas, por meio da Secretaria de Estado do Meio Ambiente e
Recursos Hidricos (SEMARH), ndo estabelece pardmetros para o retiso € nem langamento
de efluentes. Assim, os parametros adotados sdo aqueles estabelecidos pela resolugdo
CONAMA 430/2011.

Com relagdo ao lodo de esgoto, a regulamentagdo para aplicacdo agricola existe
em varios paises. Nos Estados Unidos, o 6rgdo responsavel pelo controle de impactos
ambientais, ¢ a USEPA, que desenvolveu normas regulamentando o uso e disposi¢ao
segura desse lodo, incluindo o uso agricola. No Brasil, a aplicagcdo desse residuo em solo
agricola ¢é regulamentada pela Resolugdo CONAMA n° 375/06, a qual define critérios e
procedimentos para o uso agricola de lodos de esgoto gerados em estacdes de tratamento

de esgoto sanitario e seus produtos derivados, e d4 outras providéncias.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Isolar e selecionar em efluentes e lodo de lagoa de sedimentagdo da Estagdo de
Tratamento de Efluentes (ETE) da agroindustria, bactérias tolerantes a gradiente
osmotico, sais de metais potencialmente toxicos, temperaturas e com potencial para
produzir enzimas degradadoras de glicidios poliméricos, proteinas, lipidios e perdxido,
além de interagirem entre si, promoverem o crescimento vegetal e tratarem residuos
agroindustriais.

3.2 Objetivos especificos

» [solar microrganismos saprofiticos de efluente e lodo da lagoa de sedimentacao
da ETE tolerantes a sacarose.

= Selecionar bactérias tolerantes a alguns sais de metais potencialmente toxicos (Cu,
Ni, Cd, Zn, Pb, Co, Mn, Cr e Hg), determinando a Concentracao Inibitoria Minima
(CIM) desses metais.

= Realizar a caracterizagao morfo-cultural, bioquimica e molecular das bactérias
selecionadas.

» Avaliar a susceptibilidade antimicrobiana das bactérias selecionadas.

» Avaliar o efeito dos sais de metais potencialmente toxicos na atividade da catalase,
citrato-oxidase e nitrato-redutase dos isolados tolerantes a eles.

= Verificar in vitro se as bactérias selecionadas toleram diferentes concentracoes de

NacCl.

» Verificar in vitro se as bactérias selecionadas sdo promotoras de crescimento
vegetal.

= Verificar se as bactérias selecionadas tém potencial para secretarem
biossurfactantes.

= Caracterizar (fisico-quimicamente) o efluente e o lodo residual da lagoa de
sedimentacdo da ETE da agroindistria em estudo.

= Realizar o biotratamento em escala piloto e avaliar o seu efeito através de testes
ecotoxicologicos.

* Propor uma formulagdo de baixo custo que vise estender a aplicagdao do consorcio

microbiano em condi¢des de campo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

A amostragem ocorreu em dezembro/2015 na entrada da lagoa de sedimentagao
A da Estagdo de Tratamento de Efluentes (ETE) (Figura 2) da S. A. “Usina Coruripe
Actcar e Alcool”, uma agroindustria sediada no Nordeste do Brasil. Para coleta de
efluente (1 L) e lodo (500 g), foram utilizados amostradores descartaveis. Os residuos
foram transferidos para frascos de polietileno (previamente esterilizados), etiquetados e
transferidos sob refrigeracdo para o Laboratéorio de Bioquimica de Parasitismo e
Microbiologia Ambiental (LBPMA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL,
Maceid, Alagoas).

Figura 2- Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE) da Usina Coruripe (Coruripe-AL).

Fonte: Autor, 2016.

4.2 Isolamento de bactérias tolerantes a sacarose

Amostras de efluente (1 mL) e lodo (1 g) da lagoa de sedimentacdo A foram
diluidas/suspensas em frascos contendo 99 mL de dgua destilada estéril (SILVA, 1996) e
submetidas a agitacdo orbital (160 rpm, 30 = 1 °C em incubadora ShelLab, modelo SSI3-
2) por 15 min. As dilui¢des em série (de 107! a 10*) foram realizadas usando 4gua
destilada estéril. Para cada diluicdo, aliquotas de 100 puL foram coletadas para inoculagao
em placa de Petri contendo meio 4dgar caldo de cana 25% (sacarose = 6,25 gL!) e
incubadas por 24 h (30 £ 1 °C, escuro). As coldnias bacterianas, com aspecto distinto,
foram transferidas para de agar nutriente (AN) e incubadas por 24 h (30 = 1 °C, escuro),
e cada uma recebeu uma codificagdo baseada no tipo de residuo de origem (“EF” do

efluente ou “LO” do lodo). A cada 60 dias, foram realizados novos cultivos para a
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adequada manutengdo bacteriana, os quais foram armazenados em geladeira a 4 °C. As
colonias bacterianas isoladas foram submetidas ao teste de tolerdncia a metais
potencialmente toxicos.
4.3 Seleciio de bactérias tolerantes a sais de metais potencialmente toxicos

Este teste foi adaptado de Malik; Jaiswal (2000), onde foram utilizados nove sais
de metais potencialmente toxicos nas seguintes concentracoes (mM): CuSO4 (0,020,
0,313, 1,253, 2,506, 5,012, 10,04, 20,049); NiSO4 6H>0 (0,012, 0,023, 0,046, 0,095,
0,190) CdSOs4. 8/3H20 (0,004, 0,032, 0,065, 0,130, 0,520); ZnSO4.7H20 (0,003, 0,010,
0,022, 0,044, 0,087); PbCl, (0,012, 0,022, 0,043, 0,090, 1,438, 5,753, 11,507);
Co0S04.7H0 (0,021, 0,077, 1,290, 2,590, 5,161, 7,742) MnSO4. H,O (0,021, 0,079,
0,166, 2,649, 5,298, 10,596); KoCrO4 (0,016, 0,257, 0515, 2,060, 4,120, 8,239) e HgCl»
(0,012, 0,022, 0,044, 0,092, 0,184). As culturas em placas de Petri foram incubadas
durante 24 h (30 + 1 °C, escuro), e o perfil de tolerancia de cada bactéria nas diferentes
concentragdes individuais de sais de metais potencialmente toxicos foi avaliado.
Bactérias que toleraram maiores concentragdes foram submetidas a caracterizacdo
bioquimica, interacdo antagdnica, sensibilidade aos antibidticos, efeito dos metais na
atividade enzimatica e identificacdo molecular.

4.4 Caracterizacao morfo-cultural e bioquimica das bactérias selecionadas

Os isolados bacterianos foram caracterizados pela observagdao da morfologia de
suas coldnias (forma, elevagao, cor, estrutura e brilho), coloracao de Gram (forma celular
e composicao da parede), coloracdo de Verde-Malaquita (para deteccdo de esporos) e
tolerancia a NaCl (3 %). Também foram verificadas suas respostas as andlises
bioquimicas Trés Glicidios—Ferro (TSI) e Oxidagdo-fermentacao (OF); além dos testes
de producao das enzimas catalase, oxidase e nitrato redutase (SILVA, 1996). Também
foram realizadas diferentes provas bioquimicas utilizando sistema de galeria API® ZYM
(de acordo com as instrugdes do fabricante BioMerieux, Inc., Franga). A atividade de
enzimas extracelulares como lipase (SLIFINK, 2000), xilanase (FERREIRA et al. 2002)
amilase (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975) e protease (KJOLLER; STRUWE, 1979)
também foram investigadas para degradacdo de ésteres, carboidratos poliméricos e
proteinas. Para verificar a capacidade de crescimento dos microrganismos sob altas
temperaturas, estes foram transferidos para placas de Petri contendo AN e incubados a
(55 e 85 £ 1 °C, escuro) durante 48 h. As cepas foram identificadas como descrito no

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (BERGEY; HOLT, 2000).
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4.5 Teste de susceptibilidade antimicrobiana das bactérias selecionadas
Os isolados selecionados foram testados quanto a susceptibilidade a agentes
antimicrobianos pelo método de difusdo em disco (PEREZ; PAULI; BAZEVQUE, 1990).
Os antibioticos utilizados foram a amicacina (liga-se as subunidades ribossomicas 30S
bacterianas e interfere na ligacdo de mRNA e sitios receptores tRNA, interferindo no
crescimento bacteriano), norfloxacina (inibe a sintese de acido desoxirribonucleico
bacteriano e ¢ bactericida) e tetraciclina (inibe a sintese proteica impedindo a ligacdo de
aminoacil-tRNA ao ribossomo). Os isolados selecionados foram cultivados em AN a 35
+ 1 °C por 24 h antes da deteccdo da atividade antimicrobiana. Apos este periodo,
suspensdes foram preparadas (10° células.mL™!) e inoculadas pelo método pourplate em
agar Mueller-Hinton em placas de Petri. Discos de agentes antimicrobianos de amplo
espectro (30 pg de amicacina, 10 pg de norfloxacina e 30 pug de tetraciclina) foram
colocados assepticamente no meio agar. Apds incubacdo das placas a 30 = 1 °C por 24 h,
o diametro (em mm) das zonas transparentes resultantes, se houver, foi registrado.
4.6. Efeito dos sais de metais potencialmente toxicos na atividade da catalase,
citocromo-oxidase e da nitrato-redutase
A interferéncia de metais na expressdo de algumas enzimas dos isolados tolerantes
a sais de metais foi avaliada qualitativamente pelos testes de catalase, citocromo-oxidase
e nitrato-redutase (SILVA, 1996). Para isso, a maior concentracdo tolerada pelos isolados
individualmente a cada sal de metal testado foi utilizada para suplementar o meio de
cultivo em AN. Como controle, as linhagens foram cultivadas em AN na auséncia do sal
de metal. As culturas foram incubadas a 30 + 1 °C por 24 h, sendo os testes realizados em
triplicata.
4.7 Interagao (antagonismo ou nio) entre as bactérias selecionadas
Os isolados selecionados foram testados quanto ao antagonismo com base no
método de BAUER et al. (1966) para verificar a ocorréncia de antibiose. Para isso,
aliquotas de 100 pL dos cultivos de 24 h (1 x10° células.mL') foram inoculadas
separadamente em meio AN estéril, numa temperatura de 30 °C e vertidos em placa de
petri estéril de 9 cm de didmetro. As placas foram incubadas em refrigerador (4 + 2°C,
por 24 h). Em seguida, blocos de 4dgar (0 = 5 mm), contendo cada isolado ja crescido a
ser testado, foram transferidos para as placas dos microrganismos teste e dispostos
invertidos em posi¢oes equidistantes. As placas foram incubadas a 30 + 1°C, por 24 h.

Ap6s o periodo de incubagao foi verificada a ocorréncia ou ndo da formagao de halos de



SANTOS, E. C. L. Isolamento e Selecdo de Microrganismos Promotores de Crescimento Vegetal...........

inibicdo em torno de cada bloco, indicando ocorréncia ou nao de antagonismo. A
tetraciclina foi usada como um antibioético de controle positivo.
4.8 Identificacdo molecular das bactérias selecionadas

Para uma identificagdo mais precisa, a extragcdo de DNA dos isolados selecionados
foi realizada utilizando culturas de 24h (30 £ 2 °C, 150 rpm) em Caldo Nutriente (CN).
O kit de extragdo de DNA gendmico bacteriano (Norgen Biotek®) foi usado de acordo
com as instru¢des do fabricante. A amplificdo do gene 16S rRNA foi realizada utilizando
0s  primers desenhados por  WINSLEY et al. (2012) 356F
(ACWCCTACGGGWGGCWGC) e 1064R (AYCTCACGRCACGAGCTGAC). A
mistura para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) continha os seguintes componentes
(volume final de 25 pL): 100 pg de DNA gendémico, 10 pmol de cada primer (forward e
reverse), 0,8 mM dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 10x tampao de reacdo (25 uL), 5 pgde BSA e
1 pL de Taq polimerase. As condi¢des de PCR foram: desnaturagdo inicial por 5 min a
95 °C e depois 35 ciclos de 30s a 95 °C para desnaturagdo, 30s a 60 °C para anelamento,
1 min a 72 °C para extensdo e 5 min a 72 °C para extensdo final. O DNA amplificado foi
visualizado com o auxilio do transiluminador Spectroline®. A radiacao ultravioleta (UV)
foi emitida diretamente em gel de agarose a 2% em tampao TBE (Tris-Borate-EDTA)
corado com brometo de etidio (0,5 pg.mL™"). Uma escala de 100 pb (Amresco®) foi usada
para comparacdo. Os amplicons foram sequenciados utilizando-se a Plataforma de
Seqiienciamento de DNA da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Brasil),
através do método Sanger em Genetic Analyzer da Applied Biosystems® ABI 3500 x L
(Life Technologies). As condi¢des para a reagcdo de sequenciamento foram: 95 °C (10s),
51 °C (5s) e 60 °C (4 min). As sequéncias foram editadas, convertidas para o formato
FASTA e comparadas com outros presentes no NCBI (Centro Nacional de Informacgdes
Biotecnologicas) e no RDP (Ribosomal Database Project). Os alinhamentos foram
realizados usando o software MUSCLE (EDGAR, 2004), sendo o dendrograma criado
usando o software Tree Dyn (CHEVENET et al. 2006) e em seguida as sequéncias foram
depositadas no GenBank (NCBI).

4.9 Bactérias halotolerantes

Os isolados selecionados e identificados foram avaliados quanto a concentragao

maxima tolerada (CMT) de cloreto de so6dio. A concentracao foi determinada apds o

cultivo das bactérias em placas de Petri contendo AN com diferentes concentracdes de
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NaCl (3%, 5%, 10%, 15% e 30%). Apos 48h (30 = 1°C, escuro), foi analisado se as
bactérias cresceram (+) ou ndo (-) nesses meios.

4.10 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

4.10.1 Solubilizacdo de CaHPOg in vitro

Cinco isolados bacterianos, selecionados e identificados, foram avaliados quanto
a capacidade de solubilizar fosforo de acordo com a metodologia de Nautyal (1999) com
modificacdes, em meio desenvolvido no Instituto Nacional de Pesquisas Botanicas
(NBRIP), com a seguinte composi¢io (g ou mL.L™): glicose, 10,0; MgCl,.6H-0, 5,0;
MgS04.7H20, 0,25; KCl, 0,2; (NH4) 2S04, 0,1; solu¢do aquosa de K;HPO4 (10%), 50;
solugdo aquosa de CaCl» (10%), 100; agar, 15 e agua destilada, 850. Apds esterilizacao
(120, 1 atm, 15 min), o meio foi vertido em placas de Petri, solidificado e inoculado
utilizando 10 ul de suspensio bacteriana contendo 1 x10° células. mL™!. As culturas foram
incubadas por 7 dias (30 £ 1 °C, no escuro) ¢ os isolados que produziram um halo claro
ao redor da coldnia foram considerados capazes de solubilizar a forma de fosfato (o
precipitado era fosfato de calcio, CaHPOy).

Para o ensaio quantitativo, aliquotas (100 pl) das suspensdes bacterianas (1,5 x
10® células. mL™!) foram inoculadas em meio caldo Nautyal (NBRIP) (50 mL), que exceto
pela auséncia de agar contém a mesma composicdo do NBRIP so6lido. A estimativa
quantitativa da solubilizacdo de fosfato (que permaneceu em solucao apos a precipitagao
de CaHPOs), foi realizada em triplicata, utilizando o kit comercial Labtest®, conforme
instruido pelo fabricante. O teste consiste na reagdo dos ions fosfato com o molibdénio
em meio 4cido, formando um complexo amarelo, que com a a¢do de um tampao alcalino
¢ reduzido a azul-molibdénio, cuja absorvancia ¢ medida espectrofotometricamente a
650nm. O pH do meio foi monitorado ap6s 7 dias de incubagdo (30 = 1 °C, 120 rpm).

4.10.2 Determinagao do pH

As amostras das culturas foram centrifugadas (20 min, 9000xg a 4 + 2°C, em
centrifuga Sigma, 2K15) e seus sobrenadantes tiveram os valores de pH medidos por
meio de pHmetro previamente calibrado com solugdes-tampao.

4.10.3 Determinagado da fixag¢do de nitrogénio

A possivel fixagao de nitrogénio pelos isolados selecionados (culturas de 24 h em
AN) foi avaliada pelo método descrito por Jensen (1942). Para isso, os isolados foram
inoculados em meio solido Jensen esterilizado composto por (g.L!): C12H22011, 20,0;

K>2HPO4, 1,0; MgSOs4, 0,5; NaCl, 0,5; FeSOs, 0,1; Na2MoOs, 0,005; CaCOs, 2,0; agar,
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15; e agua destilada. O teste foi positivo quando houve crescimento apds 8 dias de
incubagdo (30 = 1 ° C, escuro).
4.10.4 Produgio de Acido Indol Acético (AIA)

A técnica in vitro de produgdo de AIA fornece uma base para o teste de Promocao
de Crescimento Vegetal por Microrganismos (PGPM) e pode ser usada para testes futuros
em condicdes naturais. Essa producdao foi avaliada por métodos qualitativos e
quantitativos. Para o primeiro, o meio esterilizado TSA (triptona soja agar) a 10%
contendo triptofano (1,021 g.L!), em placas de Petri, foi inoculado individualmente com
os isolados bacterianos selecionados, cobertas com membrana de nitrocelulose estéril e
incubado por 24 h (30 £ 1 °C, escuro), conforme descrito por (BRIC; BOSTOCK;
SILVERSTONE 1991). As membranas foram entdo removidas, saturadas com a solucao
de Salkowski (GORDON; WEBER, 1951) e incubadas por at¢ 2 h a temperatura
ambiente. Essa reacdo ¢ baseada na oxidacao de compostos inddlicos por sais férricos
(Mayer, 1958), e a solucdo de Salkowski torna a determinagdo do AIA facil, rapida,
sensivel e de baixo custo (STEENHOUD; VANDERLEYDEN, 2000). Se no periodo de
30 min a 2 h de reacdo as membranas apresentaram coloracdo amarela, as culturas
originais foram consideradas negativas para produgdo de AIA, mas aquelas que
apresentaram coloracdo rosa avermelhada foram consideradas positivas para esta
producao de auxinas. Para o método quantitativo, 0 mesmo meio, mas sem agar, foi
inoculado e incubado nas mesmas condigdes. Apds 24 h, os sobrenadantes das culturas
foram submetidos & mesma reacdo e a sua absor¢do medida pelo espectrofotdometro
ajustado a 530 nm. O padrio AIA em diferentes concentracdes (1, 5, 8 e 20 ug.mL") foi
usado para a curva padrao.

4.10.5 Efeito dos isolados bacterianos sob germinagdo de Lactuca sativa in vitro

As sementes de alface veneranda (L. sativa var. crespa) (99,9 % de pureza, safra
2015, sementes Feltrin®) foram previamente submetidas a assepsia (1 min em alcool 70
%, 2 min em hipoclorito de sodio 2,5 % e cinco lavagens de 30s em agua destilada
esterilizada) e depois inoculados com suspensdes bacterianas preparadas como
mencionado no item 3.5. Para isso, 30 sementes foram imersas em tubos de ensaio Falcon
(50 mL) contendo 30 mL de cada suspensdo bacteriana (1 x10® células. mL™!) ou 4gua
destilada estéril (controle) e incubadas por 24 h (30 = 1 °C, no escuro). As sementes
tratadas de cada tubo foram entdo dispostas na superficie imida (usando 15 mL de dgua

destilada estéril) de duas folhas de papel de filtro esterilizadas dentro de 5 placas de Petri
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(6= 9 cm, 6 sementes distribuidas uniformemente), também previamente esterilizadas
(120 °C, 1 atm, 15 min). As placas fechadas foram incubadas por 7 dias em camara de
germinagdo (25 = 1 °C, no escuro). Apos esse periodo, as médias de germinagdo foram
medidas e submetidas & andlise de variancia utilizando o teste de Tukey com 5% de
significancia. Entdo, as cepas com melhor desempenho foram escolhidas para formar um
consorcio microbiano e o teste foi realizado novamente.

Os isolados (EFI, EFII, EFIII, LOII e LOIII) de efluente e lodo identificados e
previamente caracterizadas como osmotolerantes, resistentes a metais potencialmente
toxicos, produtoras de enzimas lignolilicas, promotoras de crescimento vegetal e capazes
de formar um consorcio microbiano, foram testadas quanto a producao extracelular de
biosurfactante/bioemulsificante e sua agao na modificacdo de parametros fisico-quimicos
de efluentes e no lodo acumulado em lagoa de sedimentagao da referida ETE.

4.11 Teste para producio de biossurfactante e bioemulsificante extracelular

Os isolados cultivados individualmente em placas de Petri com meio AN, por 24
h (30 + 1°C), foram transferidos para o CN e mantidos sob agitagcdo (120 rpm, 30 = 1°C)
por 24 h. Apos centrifugacdo (9000 g, 4 + 2°C, 10 min), o sobrenadante foi descartado e
as células sedimentadas ressuspensas em agua estéril. Aliquotas (10° células.mL!) de
suspensdes aquosas de cada microrganismo foram inoculadas no meio de produ¢do de
biosurfactante descrito por Costa (2010). As culturas (50 mL em frascos Erlenmeyer de
125 mL) foram incubadas por 48 h (30 = 1°C, no escuro) sob agitagdo orbital constante
(180 rpm) e, em seguida, foram centrifugadas (20 min, 9000 g, 4 £ 2°C). Os respectivos
sobrenadantes livres de células foram coletados € armazenados como amostras para as
determinagdes analiticas do: pH final do meio, contetido de glicidios redutores totais,
capacidade emulsificante (indice de emulsificagdo) e surfactante (colapso da gota). O pH
foi determinado conforme metodologia descrita no item 4.10.2.

4.11.1 Determinacdo de glicidios redutores totais

A curva padrdo utilizada foi de glicose, variando-se as concentracdes (0,2 a 4
mg.mL™"). Os glicidios redutores foram quantificados de acordo com a metodologia
modificada do método do 4cido 3,5- dinitrosalicilico (DNSA), onde 200 uL de solugao
aquosa do reagente (0,25 g DNSA, 75 g de tartarato de sodio e potassio, 50 mL de
hidréxido de sodio 2M, 250 mL de agua destilada) foi acrescentado a 200 uLL das amostras

(sobrenadante) ou das solucdes do padrao. Apos aquecimento (100 °C, durante 5 min.),
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acrescentou-se 5 mL de 4gua destilada. As absorvancias foram determinadas a
temperatura ambiente em espectrofotometro Femto 800xi a 540 nm (MILLER, 1959).
4.11.2 Determinagao da capacidade emulsificante

A presenca de biossurfactantes no sobrenadante livre de células foi determinada
indiretamente a partir da metodologia descrita por Chen; Baker; Darton (2007), com
algumas modificagdes. Para isso, foram utilizados tubos de rosca, em triplicata, contendo
3 mL de sobrenadante ¢ 3 mL dos hidrocarbonetos (querosene ou tolueno). Apds
homogeneizagdo sob agitacdo (2 min, temperatura ambiente), os tubos foram incubados
(24 h, temperatura ambiente). A leitura foi realizada através das medidas da altura da
emulsdo formada apos 24 horas, e foi calculado pela da equacao abaixo, sendo que E>/=

indice de emulsifica¢io apds 24 h, He= Altura da emulsdo e Hr= Altura total do liquido.

4.11.3 Determinagdo da capacidade surfactante
Para a determina¢do da capacidade surfactante dos sobrenadantes livres de
células, foi utilizado o teste do colapso da gota. Para isso, 50 pL das amostras
(sobrenadante) foram depositados sobre superficie hidrofébica (Parafilm®M),
verificando-se o seu comportamento. Quando a gota se apresentou dispersa na superficie
hidrofébica, a amostra foi caracterizada como portadora de capacidade surfactante. Como
controle negativo, utilizou-se o meio de cultura nao inoculado (KUIPER et al. 2004).
4.12 Aciao dos isolados sobre efluente sintético (ES) e agroindustrial (EA)
Inicialmente, preparou-se um efluente sintético (ES) com composi¢do definida e
condi¢des proximas daquele proveniente de industria sucroalcooleira. Para tanto, a
composicdo do ES que se assemelha a esgoto doméstico (preconizada pela European
Commision, 1967), foi modificada, pois apresenta aproximadamente 50 % da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) do efluente imediato da lavagem de cana-de-agucar de uma
agroindustria sucroalcooleira (cerca de 5700 mg.L ™). Portanto, o meio foi constituido por
(g.L"): 16,0 peptona; 11,0 extrato de malte; 3,0 ureia; 0,7 cloreto de sodio; 0,4 cloreto de
calcio dihidratado; 0,2 sulfato de magnésio heptahidrado; 1,0 Fosfato de potéssio
dibasico; 500 sacarose; 0,1 sulfato de cobre; 0,1 sulfato de zinco heptahidrado e 0,1

cromato de potéssio. Ja o efluente agroindustrial (EA) foi coletado na primeira lagoa de
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sedimentacdo da ETE da agroindustria em estudo, no inicio da safra 2016/2017, e
transportado sob refrigeracdo para o laboratorio LBPMA/UFAL. Apoés a caracterizagao
fisico-quimica (Tabela 4), esse material foi esterilizado (121 °C, 1 atm, 15 min.) e

armazenado em freezer (- 20°C) até a utilizagdo nos experimentos seguintes.

Tabela 4- Caracterizacdo fisico-quimica do efluente agroindustrial (EA) coletado na primeira
lagoa de sedimentacdo da ETE da “S.A Usina Coruripe Agucar e Alcool”, no inicio da safra

2016/2017.

CARACTERIZACAO DO EFLUENTE AGROINDUSTRIAL BRUTO

Parametros Resultados
pH 4,76 + 0,04
Condutividade Elétrica (uS.cm™) 737,67 +2,52
Oxigénio Dissolvido (mg.L ") 0,59 + 0,01
Temperatura (°C) 40,67 + 0,57
Solidos Sedimentares (mg.L™!) 1,97 +£ 0,00
Solidos totais (mg.L™!) 0,26 + 0,00
Solidos suspensos totais (mg.L™1) 0,20 = 0,00
Turbidez (NTU) 390,67 + 20,53
Nitrito (mg.L™") 2,98 £0,01
Nitrato (mg.L™") 18,34 + 0,00
Amonia (mg.L™) 51,39+ 0,01
Fosfato (mg.L") 1,08 +0,03
Demanda Quimica de Oxigénio (mg.L™") 610,25 £ 26,50
Glicidios Redutores totais (mg.L™") 0,58 +£0,00
Proteina (mg.L™") 46,23 + 1,89
Fenois (mg.L™) 39,14+ 0,37

Para avaliar a a¢ao dos isolados bacterianos sobre o ES e o EA, volumes de 50
mL dos mesmos (erlenmeyer de 125 mL) foram autoclavados (121 °C, 1 atm, 15 min.) e
inoculados com suspensdes das bactérias individuais (ou seu consoércio), gerando
concentracdo final de 1 x 10® células.mL'. O delineamento experimental foi totalmente
casualizado, com 3 repeticdes e 3 réplicas por tratamento (meio inoculado € o meio
controle ndo inoculado), com aeragdo (agitagdao constante a 120 rpm, 30 + 2°C, 96 h) e
sem aera¢do (30 +£2°C, 96 h). Apos o periodo de incubagdo (96 h), cada amostra inoculada
foi coletada, centrifugada (centrifuga SIGMA 2K15) por 10 min a 4000 g (30 °C).
Enquanto o precipitado foi utilizado para determinag¢do da densidade otica (DO), por
espectrometria UV/VIS (600 nm), as aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para a
determinagdo do pH, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), fosfato total, nitritos,
nitratos e amonia. Todas as determinacdes analiticas foram realizadas em triplicata e os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de

Tukey com 5 % de significancia.
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4.12.1 Caracterizacao fisica do efluente agroindustrial (EA)

Os valores de pH, Oxigénio Dissolvido (OD), Condutividade Elétrica (CE) e
temperatura foram determinadas in situ. A determinagdo do pH seguiu metodologia
descrita no item 4.10.2. A concentragdo de OD e a temperatura da amostra foram
determinadas utilizando um oximetro digital (Instrutherm™, modelo MO-880) calibrado,
e a concentragao de sais (CE) foi determinada com o auxilio de um condutivimetro
(INSTRUTHERM CD-880) calibrado. Ja a turbidez foi determinada no laboratério num
turbidimetro (Poli Control, modelo AP2000). Para a determinacdo das séries de solidos,
solidos totais (ST), solidos dissolvidos totais (SDT) e sélidos suspensos totais (SST),
seguiu-se a metodologia adaptada descrita por APHA (1998).

4.12.2 Caracterizacdo quimica do efluente agroindustrial (EA)

Para a determinacdao da DQO, fosfato, nitrito, nitrato, amdnia, glicidios redutores
totais, proteina e fenois, as amostras foram filtradas em membrana com 0,45 um de
porosidade.

4.12.2.1 Determinagao da concentracdo de nitritos (NO> )

A concentragdo de nitritos foi determinada conforme APHA (1998). Para isso, 9
mL das amostras foram depositadas em tubos de ensaio (12 mL), em seguida adicionado
200 pL de uma solugdo de sulfalinamida, agitadas e deixadas em repouso por 5 min.
Apos este periodo, adicionou-se imediatamente 200 pL. de uma solugdo de bicloridrato
de n(1-naftil) etilenodiamina, e apds agitagdo, mensurou-se a absorvancia a 543nm em
espectrofotometro Femto 800XI. O padrao utilizado foi o nitrito de sddio.

4.12.2.2 Determinagao da concentracao de nitratos (NO3)

A concentracao de nitratos presentes foi determinada a partir de aliquotas de 9 mL
das amostras, as quais foram depositadas em tubos de ensaio (12 mL), em seguida
adicionados 180 uL de uma solu¢do de HCI diluido (1:4) e 180 pL de uma solugdo de
acido sulfanilico. Apds homogeneizagao, adicionou-se 100 mg da mistura de zinco com
NaCl (1:1). As amostras foram agitadas, e adicionaram-se 100 pL do reagente bicloridrato
de n(1-naftil) etilenodiamina e 100 pL de acetato de s6dio 2M, aguardando-se 5 mim para
o desenvolvimento da cor. Amostra do “branco” e de diferentes concentragdes do padrao
de nitrato de potéassio receberam o mesmo tratamento e as absorvancias foram medidas a

550nm em espectrofotometro Femto 800XI (ONDRUS, 2006).
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4.12.2.3 Determinag¢ao da concentracdo de amoénia

A determinagdo da amonia foi realizada segundo o método de Nessler, descrito
por VOGEL (1981). Para tanto, foi adicionado 1 mL do reagente de Nessler (Iodeto de
mercurio (II) e Iodeto de potassio) para 50 mL de cada amostra. Apos 10 min, as
absorvancias (525nm) das misturas de reagdo (amostras e dilui¢cdes de solucao de cloreto
de amonio) foram realizadas em espectrofotometro Femto 800XI.

4.12.2.4 Determinagao da concentracao de fosfato

Para a realizagdo da curva padrao foi utilizado o fosfato monobasico de potéssio.
A cada 20 mL da amostra (ou da solugdo do padrao de fosfato), adicionou-se 2 mL de
solugdo saturada de persulfato de potédssio, sendo a agua destilada utilizada como
“branco”. As amostras foram vedadas e colocadas em autoclave (121 °C, 1 atm, 1 h) e
apos resfriamento em temperatura ambiente, foi adicionado 2 mL do reagente misto (10
mL de uma solugdo de tartarato de potassio e amonio; 20 mL de uma solugao de acido
ascorbico; 20 mL de molibidato de antimonio e 50 mL de uma solugdo de acido sulfurico)
e homogeneizadas em agitador vortex. As absorvancias a 882 nm foram realizadas em
espectrofotometro Femto 800XI (APHA, 1998).

4.12.2.5 Determinacao de Oxigénio Dissolvido (DQO)

Para a determinacdo da curva padrdo, foi preparada uma solugcdo de
hidrogenoftalato de potassio com uma DQO teérica de 10.000 mg.L.

A concentracao de DQO foi determinada adicionando 2,0 mL de cada amostra ou
da solucdo padrdo, sendo a 4gua destilada utilizada como branco. A esse volume,
adicionou-se 1,5 mL de solucdo de digestao e 3,5 mL de solugdo de sulfato de prata-acido
sulfirico em tubos de ensaio rosqueados (10 mL). Os tubos foram cuidadosamente
agitados para homogeneizagdo e em seguida submetidos a digestao a (150 °C, por 2 h).
Ap0s o periodo de digestdo, as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente, sob
o abrigo da luz, e as leituras das absorvancias foram realizadas em espectrofotometro
Femto 800XI com um comprimento de onda de 620 nm (APHA, 1998).

4.12.2.6 Determinagao da concentragao de proteinas e glicidios redutores totais

Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a determinagao de proteinas totais
pelo método espectrofotométrico de Lowry et al. (1951), utilizando uma curva padrao de
albumina de soro bovina (BSA). A mistura reacional consistiu de 0,5 mL da amostra
centrifugada (sobrenadante) e 2 mL do reagente A. Ap6s 10 min, acrescentou-se 200 puL

do reagente B e a mistura permaneceu em repouso por 30 min (temperatura ambiente, no
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escuro) antes da medida da absorvancia (660nm) em espectrofotometro Femto 800XI.
Com relacdo a glicidios redutores totais, estes foram determinados conforme metodologia
do item 4.11.1.
4.12.2.7 Determinacao da concentracdo de fenois totais
Inicialmente, diluiu-se seriadamente uma solugcdo de acido galico em agua
destilada para o preparo da curva padrao de fendis totais. Sob agitacdo, aliquotas de 150
uL dos sobrenadantes das culturas e dessas diluigdes do padrao foram adicionados a tubos
contendo 3 mL de Na>xCO3 2% (m/v), que depois receberam 150 uL do reativo de Folin-
Ciocalteu 2N (FOLIN; CIOCALTEU, 1927) diluido (1:1 v/v). Os tubos permaneceram
ao abrigo da luz por 30 min, e depois as misturas foram submetidas a medida das
absorvancias (750nm) a temperatura ambiente em espectrofotdometro Femto 800XI.
4.13 Caracterizacao fisico-quimica do lodo e ensaio de compostagem
4.13.1 Coleta do lodo
O lodo utilizado no ensaio de compostagem foi coletado na primeira lagoa de
sedimentacdo da ETE da agroindustria previamente citada, no inicio da safra 2016/2017,
e transportado sob refrigeracdo para o LBPMA/UFAL, onde as amostras foram

preparadas e submetidas as andlises para a caracterizacdo fisico-quimica (Tabela 5).

Tabela 5- Caracterizacao fisico-quimica do lodo coletado na primeira lagoa de sedimentagdo da

ETE da “S.A Usina Coruripe Agucar e Alcool”, no inicio da safra 2016/2017.

CARACTERIZACAO DO LODO

Parametros Resultados

pH 7,99 £ 0,00
Condutividade Elétrica (uS.cm™) 100 + 14,14
Umidade 60-65 °C (%) 59,78 £ 0,55
Umidade 100-110 °C (%) 59,67 +0,32
Matéria Organica (%) 78,53 £ 0,55
Carbono Organico (%) 5,10+0,11
Nitrito (mg.kg™") 0,56 +0,12

Nitrato (mg.kg™) 5,37 +£0,26
Fosfato (mg.kg™") 0,75 £ 0,02
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4.13.2 Preparo da amostra de lodo
Para a realizagdo da caracterizagdo fisico-quimicas 10 g do lodo da ETE in natura
foi adicionado a um bcker (50 mL). Em seguida 25 ml de 4dgua destilada estéril foram
acrescentados e a mistura agitada com o auxilio de um bastdo de vidro, e deixada em
repouso por 1 h. Para as determinagdes de pH e CE, a amostra foi agitada novamente
antes das leituras. J4 para as analises de fosfato, nitrato e nitrito a amostra foi filtrada em
membrana de 0,45 um de porosidade e obtido o sobrenadante, o qual foi submetido a tais
analises.
4.13.3 Caracterizagao fisico-quimica do lodo
4.13.3.1 pH e Condutividade elétrica
Apbs o preparo da amostra conforme o item 4.13.2, o pH e¢ a CE foram
determinados. Para a realizagdo das leituras do pH e CE as metodologias adotadas foram
as mesmas descritas nos itens 4.10.2 e 4.12.1.
4.13.3.2 Umidade 60-65 °C
Para a determinacgao da umidade (60-65 °C) 5g da amostra de lodo recém coletada
foi pesada em balanca analitica e colocada em cadinho previamente identificado e pesado,
obtendo-se assim o peso do cadinho sem a amostra e o peso do cadinho com a amostra
natural. Em seguida a amostra foi levada a estufa a temperatura na faixa de 60 a 65 °C
por um periodo de 16 horas. Apds a retirada da amostra da estufa, deixou-se esfriar em
dessecador e posteriormente foi pesada, obtendo assim o peso cadinho com a amostra
seca a 60 - 65 °C (KIEHL, 1985).
Através da equacdo abaixo ¢ possivel determinar a umidade das amostras. Onde:
P1= Peso da amostra natural (Peso do cadinho sem amostra - Peso do cadinho com
amostra natural) e P2= Peso da Amostra seca (Peso do cadinho com amostra seca a 60 -

65 °C - Peso do cadinho sem amostra).

%umidade(60 — 65°C) = (100 x (P1 — P2))/P1

4.13.3.3 Umidade 100-110 °C
A partir da amostra recém coletada pesou-se 5 g do lodo em balanga analitica e
colocou-se em cadinho previamente seco, identificado e pesado, obtendo-se assim o peso
do cadinho sem a amostra ¢ o peso do cadinho com a amostra natural. Em seguida a
amostra foi submetida durante 3 h a estufa numa temperatura de 100-110 °C. Apos a

retirada da amostra da estufa, deixou-se esfriar em dessecador e posteriormente foi
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pesada, obtendo assim o peso do cadinho com a amostra seca a 100-110 °C (KIEHL,
1985). O percentual de umidade 100-110 °C foi obtido utilizando os resultados da
secagem do material 60-65°C e a 100-110 °C. Onde: a= % de umidade a 60 - 65°C, b=
umidade perdida a 100 - 110°C ec= Massa de amostra umida a 60 - 65°C.

%umidade (100 — 110 °C) = [(100 — a) X b]/c

4.13.3.4 Matéria organica total (MO)

A metodologia empregada para a determinagao da matéria organica total consistiu
na calcinagdo ou perda “por igni¢do”. A amostra foi previamente seca a 105 °C em estufa
e 5 g da mesma foram pesadas, e em seguida submetidas a aquecimento por 5 h a 250 °C.
Apds o tempo de aquecimento a amostra foi resfriada em dessecador, e determinada o seu
peso. A diferenga entre o peso inicial e o peso final correspondeu ao teor de matéria
organica total (DAVIES, 1974 apud SILVA et al. 1999).

4.13.3.5 Concentracao de carbono organico total (COT), nitrito, nitrato e fosfato

O conteudo de COT foi determinado através do método descrito por Yeomans;
Bremner (1988) com as seguintes adaptacdes: no tubo de digestdo, acrescentou-se 0,1g
do lodo, 5 mL de KoCr207 0,167 mol.L"! ¢ 10 mL de H2SO4 concentrado. O tubo foi
levado a bloco digestor e submetido a 170 °C por 30 min. Apos resfriamento, a amostra
digerida foi transferida para erlenmeyer (250 mL), adicionada de 5 mL de H3PO4, visando
facilitar a visualizagdo do ponto de viragem da titulagdo, e entdo, trés gotas do indicador
difenilamina 1% foram acrescidas, sendo as amostras tituladas com sulfato ferroso
amoniacal 0,4 mol.L!. O COT foi determinado utilizando-se os fundamentos e a equagio
matematica descritos por (CANTARELLA et al. 2001).

A determinacdo de nitrito, nitrato e fosfato foram realizadas segundo as
metodologias descritas nos itens 4.12.2.1, 4.12.2.2 e 4.12.2.4 respectivamente.

4.13.4 Ensaio de compostagem

Depois de caracterizado o lodo foi esterilizado (121 °C, 1 atm, 15 min.),
distribuido em recipientes plasticos (36 cm de diametro x 12 cm de profundidade),
formando pilhas de aproximadamente 1 kg. O experimento de compostagem foi
conduzido em casa de vegetacao pertencente ao LBPMA/UFAL. O lodo esterilizado foi
inoculado com suspensdes das bactérias individuais (ou seu consoércio), gerando
concentragio final de 2 x10% células.mL™!, sendo 74 mL de suspensio por 1 kg de lodo.O

ensaio realizado em triplicata para cada tratamento, incluindo o controle sem inoculagao,
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sendo repetido também trés vezes, ao longo de 75 dias. Em intervalos especificos (15, 45
e 75 dias), monitorou-se a temperatura, a aeragdo ¢ a umidade de 3 em 3 dias.
4.13.4.1 Parametros analisados no ensaio de compostagem

A determinacdo da temperatura foi realizada em in sifu com o auxilio de
termometro digital. Para as demais analises as amostras foram preparadas, conforme o
item 4.13.2.

O pH ¢ a CE foram determinadas conforme descrito nos itens 4.10.2 ¢ 4.12.1. A
determinagdo da umidade 60-65 °C, umidade 100-110 °C, matéria organica total, carbono
organico, nitrito, nitrato e fosfato, seguiram as metodologias descritas nos itens 4.13.3.2;
4.13.3.3; 4.13.3.4; 4.13.3.5; 4.12.2.1, 4.1222 e 4.12.2.4 respectivamente. No
monitoramento do ensaio de compostagem além das andlises anteriormente citadas,
também foram determinados o crescimento celular e a fosfatase alcalina.

4.13.4.2 Crescimento celular (UFC)

Para a determinacdo das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) amostrade 1 g
do material em compostagem coletado, foram diluidas em 10 mL de 4gua destilada estéril
e homogeneizadas em vortex. Apds esse procedimento aliquotas de 100 uL dessas
amostras com o auxilio da al¢a de Drigalski foram inoculadas em placa de petri de 9 cm
de diametro contendo meio AN. As placas foram incubadas (30 + 1°C, no escuro, por 24
horas), depois do periodo de incubagio o nimero de UFC foram expressos em UFC.g™!.

4.13.4.3 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina foi determinada através de um kir comercial Labtest®,
conforme instru¢des descritas pelo fabricante. A andlise consiste na hidrélise da
timolftaleina monofostfato liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino. A
cor formada, diretamente proporcional a atividade enzimatica, ¢ medida a 590 nm em
espectrofotometro. O produto da reacdo se constitui de uma mistura das cores azul e da
cor propria do substrato a ser analisado.

4.14 Definicao do consécio microbiano e preparo da formulagio de baixo custo
4.14.1 Consorcio microbiano e preparo do inoculo

Para verificar se os isolados selecionados poderiam compor um consorcio
microbiano, foi realizado o teste de antagonismo entre as bactérias selecionadas e os
fungos obtidos da micoteca do LBPMA/UFAL, seguindo a metodologia descrita no item
4.7. Para isso, utilizaram-se 5 bactérias previamente isoladas codificadas como EFI, EFII,

EFIII, LOIl e LOIIl — que cresceram em sacarose, toleraram sais de metais
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potencialmente toxicos, exibiram diferentes atividades enzimaticas extracelulares,
produziram fitohormonios, biossurfactante/bioemulsificante e foram eficientes na
biorremediacdo de residuos agroindustriais — e 2 fungos: Phanerochaete chrysosporium
(PC) e Mucor sp. (2A), obtidos da micoteca do LBPMA/UFAL e previamente estudados
por serem eficientes em biorremediacao (FILHO, 2007). As culturas bacterianas foram
cultivadas em AN (30 = 1°C, no escuro, por 24 horas) e os fungos em agar extrato de
malte (30 = 1°C, no escuro, por 120 horas). Suspensdes aquosas de células e conidios
foram preparadas utilizando agua destilada estéril. Aliquotas de 100 pL de cada
suspensdo foram utilizadas para contagem em camara de Neubauer.

Para a inoculacdo de cada microrganismo, foram preparados 12 erlenmeyers (250
mL), sendo 6 contendo 100 mL de meio sintético (4 caldos nutriente e 2 caldos extrato
de malte) e 6 contendo 100 mL de meio de baixo custo. O meio sintético apresentou a
seguinte composicdo para bactérias (g.L): 5,0 peptona; 3,0 extrato de carne; 1,0, cloreto
de sédio; enquanto para fungos a composic¢io foi a seguinte (g.L!): 20,0 extrato de malte;
1,0, peptona; 20,0 dextrose. Por sua vez, o meio de baixo custo a partir de matéria prima
agricola previamente analisada (utilizado tanto para as bactérias como para os fungos)
apresentou a seguinte composicao (mg.L'l): 20000, sacarose; 600, proteinas totais; 3600,
lipidios totais; 20, calcio; 6, fosforo; 1,5, ferro; 0,2, cobre; 0,3, magnésio; 0,6, zinco;
0,012, 10do; 0,0022, selénio; 2.4, a-tocoferol; 2, acido ascorbico; 0,44, tiamina; 0,14 ,
riboflavina; 0,1, piridoxina; 0,88, cianocobalamina; 0,044, acido f6lico; 0,02, acido
pantoténico; 0,96, acido nicotinico; 46, colina; 2,7, biotina. Apos autoclavagem (121 °C,
1 atm, 15 min), os meios foram inoculados com 10° células.mL™! para bactérias e 10°
conidios.mL"! para fungos, e levados a incubagio por 96 h (30 + 1°C, no escuro). A cada
24 h, amostras foram retiradas de todas as culturas para contagem das células e dos
conidios em camara de Neubauer.

4.14.2 Inoculacdo do meio para aplicagio em biorremediacdo de lagoa e
monitoramento fisico-quimico das dguas residudrias

Durante a safra 2018/2019 da moagem de cana-de-agucar do estado de Alagoas,
foram quinzenalmente preparadas 168 embalagens contendo 150 g de meio de cultura,
sendo 28 embalagens para cada microrganismo. Depois de preparadas, tais embalagens
foram armazenadas em freezer (18 °C) para aplicagdo didria.

O meio contido nas embalagens tinha a mesma composi¢ao descrita no item 4.14.1

acrescidos de hemicelulose, sendo inoculado com 300 mL de cada cultura, previamente
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cultivadas em 9 L de meio liquido com a mesma composicao descrita no item 4.14.1.
Apos preparagdo dessas embalagens, o consércio de microrganismos foi fornecido para a
empresa para serem aplicados em bioaumentagao (lagoa facultativa D) da referida ETE
em estudo, as quais eram armazenadas imediatamente em freezer (18 °C) apos o
recebimento. Diariamente, 2 embalagens de cada microrganismo eram retiradas desse
freezer e aplicadas na lagoa D da ETE. A referida lagoa, entretanto, era tratada com NaOH
(75kg/aplicagdo), a fim de aumentar o pH do efluente local, no minimo 1 hora antes da
aplicacdo do consorcio microbiano.

Para verificar a eficiéncia do tratamento durante a safra 2018/2019, foram
efetuadas coletas quinzenais de amostras de efluentes na entrada da lagoa de decantacao
(A), onde ndo havia nenhum tipo de tratamento, e na saida da lagoa facultativa (G), pos
tratamento. Para as amostras coletadas, foram avaliados os parametros fisico-quimicos:
pH, temperatura, CE, OD, SDT, residuos sedimentaveis (RS), turbidez, nitritos, nitratos,
amonia, fosfatos, DQO, alcalinidade, acidos volateis e cloretos.

Os parametros fisicos pH, Temperatura, CE, OD, turbidez ¢ STD foram
determinados conforme metodologias descritas nos itens 4.10.2. e 4.12.1, os residuos
sedimentaveis pela metodologia de gravimetria, utilizando o cone de Imoff. Os
parametros nitritos, nitratos, amonia, fosfatos e DQO foram determinados de acordo com
os itens 4.12.2.1,4.12.2.2,4.12.2.3,4.12.2.4,4.12.2.5.

4.14.2.1 Alcalinidade

A alcalinidade foi determinada por titulometria, onde foi estabelecido o pH final
da titulacdo potenciométrica (APHA, 1998). Para isso, 50 mL de cada amostra foi
colocado em Becker de 100 mL e seu pH inicial era medido com o eletrodo do phmetro.
Se o pH fosse superior a 5,75, a amostra era titulada com a solugdo de acido sulfurico
padronizada até pH 5,75 e o volume gasto anotado. Para pH inferior a 5,75, procedeu-se
da mesma maneira acima até pH final de 4,3 e o volume gasto anotado. O célculo da
alcalinidade foi determinado pela expressao abaixo, sendo: V o volume (mL) de 4cido
gasto na titulacdo até pH pré-determinado, N a normalidade do 4cido empregado, V. o
volume da amostra (50 mL)

mg.L" de CaCO3 =[V x N x 50.000] X Vamostra™

4.14.2.2 Acidos volateis
Os 4cidos volateis foram determinados por método titulométrico (APHA, 1998).

A amostra foi filtrada em membrana de 0,45 pm de porosidade para remogao de sélidos
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em suspensao. 50 mL da amostra foi colocado em Becker de 100 mL, o eletrodo do
phmetro introduzido no Becker contendo a amostra e o pH inicial medido. Em caso de
pH > 3,0, uma solugdo de hidroxido de sddio padronizada era adicionada para destruir os
ions bicarbonatos presentes, € o volume gasto era desprezado. Apos fervura de 3 minutos
(remocao de acido carbdnico), e posterior resfriamento, o pH era aferido até¢ 4,0 com
hidréxido de so6dio padronizado. Em seguida, titulava-se com hidréxido de sodio de pH
4,0 até pH 7,0, anotando-se o volume gasto (a titulagao até 7,0 inclui os acidos organicos
e outros ions menores presentes). O calculo da concentracdo de acidos volateis foi
determinado pela equacdo abaixo, sendo: V o volume gasto de NaOH de pH 4,0 até 7,0;
N a normalidade do NaOH; V, o volume da amostra, 50 mL.

mg.L! de HAc=[V x N x 50.000] X Vamostra™

4.14.2.3 Cloretos
Para determinacdo de cloretos, seguiu-se a metodologia de Macédo (2001): 100
mL de amostra foram colocados num erlenmeyer de 250 mL, juntou-se 0,1 g de
bicarbonato de calcio e 5 gotas de cromato de potéassio 5%. Paralelamente foi feito uma
prova em branco, para auxiliar na visualizagdo do ponto final da titulagdo, por
comparagdo. A titulacdo foi realizada com uma solucao de nitrato de prata (0,01 N) até o

aparecimento de uma cor parda clara (tijolo discreto ou avermelhada) persistente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de bactérias tolerantes a sacarose e selecio de tolerantes a metais
potencialmente toxicos
Foram obtidos 36 isolados tolerantes a alta concentragdo de sacarose (6,25 mg.
mL™") do lodo e efluente do sistema de tratamento de uma industria sucroalcooleira no
Estado de Alagoas, Nordeste do Brasil. No que diz respeito a concentragdo maxima
testada para os sais individuais de metais potencialmente toxicos, foram selecionados 5
isolados bacterianos (EFI, EFII, EFIII, LOII e LOIII) com base na sua melhor resisténcia
(Tabela 6).

Tabela 6- Concentracdo maxima de metais potencialmente toxicos tolerada por isolados
bacterianos de residuos industriais (efluentes e lodo) de uma agroindustria sucroalcooleira (safra

de cana-de-agtcar 2015/2016).

Concentracio maxima tolerada de sais de metais testados (mM)

Isolados EFI EFII EFIII LOII LOIII

Sais de metais
CuSOq4 10,024 5,012 5,012 5,012 5,012
NiSOs. 6H.O 0,095 0,095 0,095 0,012 0,095
CdSOs. 8/3H,0 0,004 0,130 0,004 0,130 0,032
ZnS04.7H,0 0,003 0,022 0,010 0,022 0,010
PbCl, 5,753 1,438 0,090 0,043 0,022
CoS04.7H,0 0,021 5,161 0,077 2,590 0,021
MnSO,. HO 0,166 2,649 5,298 0,166 0,079
K2CrO4 0,257 4,120 0,515 4,120 0,515
HgCly 0,022 0,022 0,092 0,022 0,022

De acordo com a legislacao brasileira vigente, a Resolucao 430/2011 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), as concentragdes maximas admissiveis de
metais potencialmente toxicos em efluentes sio (mg.L™!): 0,2 total de cadmio (Cd), 0,5
total de chumbo (Pb), 1,0 de cobre dissolvido (Cu), 1,0 cromo trivalente (Cr**), 1,0 de
manganés dissolvido (Mn), 0,01 de merctrio total (Hg), 2,0 niqueis total (Ni), 5,0 zincos
total (Zn). Por outro lado, em relagdo ao s6lido lodo, de acordo com a Resolucao 375/2006
do CONAMA, as concentragdes maximas admissiveis de substancias inorganicas sao

(mg.kg™): 39 Cd, 300 Pb, 1500 Cu, 1000 Cr, 17 Hg, 420 Ni e 2800 Zn.
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As bactérias podem ter habilidades de ligacao de metal e exibir tolerancia ou
capacidade de desintoxicar metais (TOMOVA et al. 2015). Neste trabalho, 5 isolados
bacterianos selecionados expressaram um grau diferente de tolerancia a uma determinada
concentragdo dos sais de metais potencialmente toxicos testados individualmente, e
podem desempenhar um papel importante em consorcios microbianos para
biorremediacdo de poluentes organicos em efluentes ricos em metais desse tipo, ou seja,
suas enzimas podem tolerar ou resistir a eles até certas concentracdes. Sowmya et al.
(2014), trabalhando com diferentes géneros de bactérias, entre 35 cepas halofilicas
isoladas de sedimento, evidenciaram eficiéncia na remoc¢do de cadmio (37%) e chumbo
(99%), e a concentracdo maxima de chumbo (Pb) tolerada para as cepas foi 12 mM.

Rodriguez-Sanchez et al. (2017) também avaliaram a tolerancia de sete cepas
bacterianas isoladas de um ambiente contaminado por chumbo, e observaram
concentracdo maxima de Pb (NO3)» tolerada de 4,5 a 7,0 mM em meio so6lido, e de 1,0 a
4,0 mM em meio liquido, para as estirpes de Staphylococcus e Bacillus. Essas
concentragdes foram proximas que as suportadas pelo isolado EFI no presente estudo.
Biswas et al. (2017) isolaram uma cepa de Pseudomonas aeruginosa da Estagdo de
Tratamento de Esgoto (ETE) de Kalyani capaz de tolerar multiplos metais potencialmente
toxicos como As (III) (50 mM), As (V) (800 mM), Cd (8 mM), Co (18 mM), Cu (7 mM),
Cr (5 mM), Ni (3 mM) e Zn (14 mM). Por outro lado, segundo Dash; Mangwani; Das
(2014), uma cepa bacteriana identificada como B.thuringiensis PW-05, da costa de
Odisha, tolerou 0,18 mM de Hg como HgCl», bem como maiores concentracdes de CdCl»
(1,45 mM), ZnSO4 (5 mM), PbNO;3 (0,003 mM) e NaoHAsO4 (1,25 mM). No presente
estudo, utilizando o PbCly, o isolado LOIII pode tolerar até¢ 0,022 mM deste metal.

Oladipo et al. (2018) também avaliaram a capacidade das cepas bacterianas em
tolerar sais de metais potencialmente toxicos, € entre as estirpes com maior tolerdncia
encontraram Lysinibacillus macroides e Bacillus cereus, mas estas ndo toleraram sais de
cobre e mercurio nas concentragdes de 0,63 mM e 0,92 mM, respectivamente. No
presente trabalho, os isolados LOII e EFIII toleram maiores valores de Pb (5,012 mM) do
que a linhagem obtida por Oladipo et al. (2018). No entanto, as concentragdes de mercuirio
toleradas foram de 0,022 mM e 0,092 mM para LOII e EFIII, respectivamente.

5.2 Caracteriza¢ao morfo-cultural e bioquimica dos isolados selecionados
Como pode ser visto nas Tabelas 7 e 8, todos os isolados secretam amilase,

xilanase, lipase e catalase. Com base na caracterizacdo morfoldgica e bioquimica, um dos
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isolados era Gram negativo pertence ao género Pseudomonas (EFI) e os demais foram
Gram-positivos (EFII, EFIII e LOIIL: Bacillus spp. E LOIL: Lysinibacillus sp.). Todos os
isolados poderam tolerar 4gar nutriente com 3% de NaCl. Com excec¢do do isolado EFI,
os demais foram capazes de crescer a 55 °C, e apenas os isolados EFI e LOIII ndo
conseguiram crescer a 85°C.

Em relacao a temperatura, exceto para o isolado Pseudomonas sp - EFI, todos os
isolados do presente estudo foram classificados como termofilos facultativos, pois foram
cresceram a 55 °C, embora foram primeiramente isolados em meio de crescimento
incubado a 30 °C. Dentre estes, Bacillus sp - EFIL, Bacillus sp- EFIIl e Lysinibacillus sp-
LOII foram classificados como termofilos extremos, pois apresentaram crescimento a 85
°C. Altas temperaturas dificultam a viabilidade dos seres, especialmente por inativagao
de moléculas organicas como os acidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA)
e das proteinas, que apresentam muitas interacdes intramoleculares sensiveis a
temperatura. Microrganismos termofilicos sobrevivem em condi¢cdes extremas de
temperatura pois podem, entre outras estratégias, produzir compostos de baixo peso
molecular que se ligam as cadeias laterais de aminoacidos dos polimeros protéicos e
evitam sua desnaturacdo e degradacdo. A presenca de DNA girase reversa também
aumenta o ponto de fusdo do DNA, produzindo um dobramento sobreposto (JAMROZE
etal. 2014). Além disso, no caso dos hipertermofilos, ha mecanismos de reparo eficientes
para danos ao DNA, mRNA e rRNA. No que diz respeito as proteinas/enzimas globulares,
elas podem ser termoestabilizadas por pontes salinas entre pares de residuos carregados,
especialmente na superficie da proteina, reduzindo a constante dielétrica da agua e, ou
melhorando o empacotamento de sua estrutura e otimizando a hidrofobia interna e
interacoOes eletrostatica. Além disso, a estrutura da proteina termotolerante pode ser
estabilizada por uma ligag¢do covalente cruzada em termos de ligacdo dissulfeto (LENG
et al. 2017). Os termofilos, predominantemente Bacillus, possuem potencial para a
degradacao de poluentes ambientais (MARGESIN; SCHINNER; 2001) além de potencial
utilizacdo em processos biotecnologicos industriais que demandam altas temperaturas,
como nos aditivos de detergentes para a lavagem de roupas a quente, por exemplo

(BANERIJEE et al. 1999).



brasileira (safra de cana-de-actcar 2015/2016). (+) = reagdo positiva; (-) = reagdo negativa.

Tabela 7- Aspectos morfo-bioquimicos dos cinco isolados obtidos a partir de residuos industriais (efluentes e lodo) de uma agroindustria sucroalcooleira

Isolados
EFI EFII EFIII LOII LOIII
Caracteristicas
Forma da colonia Irregular Rizoide Irregular Irregular Irregular
Elevacio da coldonia Convexa Plana Achatada Ondulada Irregular
Borda da colonia Ondulada Ondulada Lobadas Ondulada Lobadas
Estrutura da colonia Lisa Lisa Rugosa Granulosa Granulosa
Brilho da colonia Opaca Brilhante Opaca Translucida Opaca
Cor da coldnia Pigmentada Marrom Pigmentada Pigmentada Pigmentada
Colorac¢ao de Gram Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo
Verde Malaquita Negativo Positivo Positivo Positivo Positivo
Forma das células Bastonete Variada Bastonete Bastonete Bastonete
TSI +glicose e + glicose e + glicose e + peptona + glicose e
peptona peptona peptona peptona
. . Anaerobio Anaerobio s Anaerobio
Meio OF Aerbio facultativo facultativo Aerobio facultativo
Citocromo-QOxidase + + + + +
Nitrato redutase + + + + +
Catalase + + + + +
Lipase + + + + +
Xilanase + + + + +
Amilase + + + + +
Protease - + + - +
NaCl 3% + + + + +
Crescimento (55°C) - + + + +
Crescimento (85°C) - + + + -
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Tabela 8- Rea¢des bioquimicas realizadas com tiras API® ZYM (BioMerieux, Inc., Franga) para caracterizagdo dos cinco isolados obtidos de residuos industriais

(efluentes e lodo) de uma agroindustria sucroalcooleira brasileira (safra de cana-de-agucar 2015/2016), (+) = reagdo positiva;(-) = reagdo negativa.

Isolados
Enzimas

EFIl

EFIII

LoOII

LOIII

Fosfatase alcalina
Esterase (C 4)
Esterase lipase (C 8)
Lipase (C 14)
Leucinearilamidase
Valinearilamidase
Cystinearilamidase
Tripsina
o-quimotripsina
Fosfatase acida
Naftol-AS-BI-fosfohidrolase
a- galactosidase
B- galactosidase
- glucuronidase
a- glucosidase
B- glucosidase
N-acetil- B- glucosaminidase
o- manosidase
a- fucosidase

+ + +

+ o+ +
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As enzimas secretadas por microrganismos também podem auxiliar sua
subsisténcia em um ambiente especifico, facilitando a absor¢do de pequenas moléculas
ou a desintoxicagdo de outras, e esse conhecimento amplia sua importancia
biotecnoldgica. Neste trabalho, as linhagens dos géneros Pseudomonas sp - EFI e
Lysinibacillus sp - LOII nao apresentaram produc¢ao sensivel de peptidases ou proteases
extracelulares, mas todos os isolados estudados apresentaram atividade de citocromo-
oxidase e catalase, bem como pronunciados amiloliticos, xilanoliticos e atividades
lipoliticas. Com excecao da Pseudomonas sp - EFI, todas as cepas foram positivas para a
enzima nitrato redutase.

O rastreamento das atividades da citocromo-oxidase e da catalase, por exemplo,
ajuda a definir o tipo de metabolismo primario durante o processo de identificacido
microbiana, mas também permite compreender o tipo de material que pode ser degradado
total ou parcialmente pelas cepas (SILVA, 1996). Por outro lado, as proteases e
peptidases, também sdo de grande interesse biotecnologico devido a grande diversidade
microbiana e as condigdes em que vivem e produzem essas enzimas ativas. As amilases
estdo entre as classes mais importantes de enzimas e podem ser derivadas de uma
variedade de fontes, mas aquelas de origem microbiana sdo geralmente as mais
procuradas pelas industrias. Existem varios parametros que levam a sua producao, como
as condig¢Oes de crescimento microbiano e os substratos a serem utilizados como fonte de
carbono no meio de cultura. Esses substratos podem ser substituidos por produtos de
menor valor (substratos agricolas de baixo custo, por exemplo), permitindo que o
processo de producdo dessa enzima seja mais economico (SILVA, 2016). A xilanase
também ¢ produzida por uma variedade de microrganismos e ¢ responsavel pela
degrada¢do do polissacarideo xilana, que é o principal componente do conjunto
hemiceluldsico da parede das células das plantas (BIELY, 1985). Em relagdo as lipases
de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, elas também desempenham um papel
significativo nas industrias (GUPTA et al. 2003), como descrito por Bhattacharya et al.
(2016), Veerapagu et al., (2013) e Safadari et al. (2017).

5.3 Teste de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados selecionados

Analisando a susceptibilidade a cada agente antimicrobiano testado, apenas o

isolado Pseudomonas sp. - EFI foi resistente a tetraciclina (Tabela 9).
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Tabela 9- Susceptibilidade (didmetro em mm da zona de inibig¢do) dos isolados de efluentes (EF)
e lodo (LO) da estagdo de tratamento (lagoa de sedimentacdo A) de uma agroindustria

sucroalcooleira brasileira para diferentes antibioticos.

Agente antimicrobiano
Isolados tolerantes Amicacina Norfloxacina Tetraciclina
(30 pg) (10 ug) (30 ug)

Pseudomonas sp - EF1 24 32 14
Bacillus sp - EFII 24 39 30
Bacillus sp- EFIII 21 24 24
Lysinibacillus sp - LOII 21 19 29
Bacillus sp - LOIII 15 26 31

Wireman et al. (1997) reportaram que os genes que codificam a resisténcia a
antibioticos e a resisténcia ao mercurio sao frequentemente transportados nos mesmos
plasmideos, o que favorece a ocorréncia de processos co-seletivos na presenga deste metal
ou de drogas antimicrobianas. No entanto, no presente estudo, todos os isolados foram
sensiveis a trés antibidticos (amicacina, norfloxacina e tetraciclina), mas nao ¢ possivel
excluir a possibilidade de sua resisténcia a outros antibidticos. Geralmente, a resisténcia
a metais potencialmente toxicos em bactérias € associada a plasmideos que também
codificam resisténcia a antibidticos (SMARRELLI; CAMPBELL, 1983).

5.4 Efeito dos sais de metais potencialmente toxicos na atividade de catalase,
citocromo-oxidase e nitrato-redutase

Todos os isolados foram capazes de expressar a enzima catalase na presenca de
todos os sais de metais potencialmente toxicos. No teste da oxidase, apenas Lysinibacillus
sp - LOII apresentou alteragdo quando cultivada em 0,043 mM de PbCl.. Em relacao a
redu¢do de nitrato, o comportamento dos isolados Pseudomonas sp - EF1, Lysinibacillus
sp - LOII e Bacillus sp - LOIII variaram sob a agdo da maior concentragdo tolerada dos
sais de metais potencialmente toxicos estudados, presumida pela auséncia de cor
vermelha no teste, mesmo apos a adicao de pd de zinco. Isso ndo ocorreu no meio de
controle.

Algumas enzimas podem ser afetadas pela presenca de metais, sem qualquer
prejuizo no crescimento bacteriano. Para determinar se os sais de metais potencialmente
toxicos poderiam induzir modificagdes na fisiologia de bactérias selecionadas, foram
analisadas a expressdo enzimatica de catalase, oxidase e nitrato redutase. Os metais
potencialmente toéxicos podem ser submetidos a auto-oxidag¢do ou oxidacdo enzimatica

(resultando na formacao de espécies reativas de oxigénio) (SMARRELLI; CAMPBELL,
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1983), podendo causar a inativagdo de alguns componentes da cadeia respiratoria e afetar
o fluxo de elétrons que inibe a redutase do nitrato (SHARMA et al. 2012).

A catalase ¢ uma enzima antioxidante que pode ser usada para monitorar
biologicamente a poluigdo por metais potencialmente toxicos (HUSSEIN; JOO, 2013)
porque esta enzima esta envolvida como um dos mecanismos usados para proteger as
células contra os danos causados por espécies reativas de oxigénio a componentes
celulares (incluindo acidos nucléicos, lipidios e proteinas).

No estudo realizado por Hussein; Joo (2013), os autores isolaram cepas
bacterianas tolerantes a metais potencialmente toxicos e investigaram o efeito de alguns
sais de metais potencialmente toxicos na atividade da catalase dessas cepas resistentes.
Ap6s o cultivo de Pseudomonas putida KNUS, Pseudomonas putida KNUS8 e Bacillus
subtilis Kh, sob estresse de Zn>" € Pby", registraram que a atividade de tal enzima ndo foi
inibida.

A expressdo da oxidase nao foi afetada pela presenca de sais de metais
potencialmente toxicos em todas as linhagens selecionadas, com excegdo de
Lysinibacillus sp - LOII na presenca de 0,04 mM de Pb. Provavelmente esta cepa pode
ter um componente alternativo, adicional ao citocromo ¢, na por¢do final da cadeia
respiratoria, que nao ¢ inativada pelo metal e ndo determina a oxidagdo do reagente
utilizado no teste (SILVA et al. 2012). Os isolados Pseudomonas sp - EF1, Lysinibacillus
sp - LOII e Bacillus sp - LOIII, na presen¢a de sais de metais potencialmente toxicos,
foram capazes de reduzir o nitrato a produtos como amonia, nitrogénio molecular, 6xido
nitrico, 6xido nitroso e hidroxilamina (SILVA et al. 2012).

5.5 Interacgao (antagonica ou nao) entre os isolados selecionados

Em relagdo a interacdo entre os isolados, o teste de antagonismo comprovou que
esses 5 isolados podem coexistir, uma vez que nio ocorreu producdo de metabolitos
antimicrobianos entre elas, ou seja, ndo ocorreu a formacgao de halos.

Microrganismos com perfil enzimatico sdo interessantes para serem usados
individualmente ou em consércio em processos biotecnolégicos. Segundo Alvarez
(2007), o teste de interagdo antagOnica € importante porque permite propor um consorcio
microbiano, no qual os microrganismos podem crescer e funcionar sinergicamente. Neste
trabalho, as bactérias selecionadas mostraram capacidade de coexisténcia, de modo que
tém potencial para fazer parte de um consdrcio microbiano para estratégias tecnoldgicas

ambientais.
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5.6 1dentificacio molecular dos isolados selecionados

A andlise do alinhamento multiplo de sequéncias nucleotidicas detectou que a
regido 16S do rDNA de todos os isolados sequenciados apresentou identidade superior a
99% (Tabela 10).

A éarvore filogenética dos isolados bacterianos identificados ¢ apresentada na
Figura 3. As espécies bacterianas isoladas foram mais precisamente identificadas como:
Pseudomonas aeruginosa - EF1, Bacillus atrophaeus - EFIL, Bacillus cereus - EFIII,
Lisinibacillus macroides - LOII e Bacillus thuringiensis — LOIII (Apéndice 1). Entre elas,
B. atrophaeus tem sido relatado como produtor de policetideos antimicrobianos, um
indicador biologico de esterilizagdo ou desinfeccdo em processos industriais (SELLA;
VANDENBERGHE, 2014) e produtor de biossurfactante (ZHANG et al. 2016).

Tabela 10- Alinhamento multiplo de sequéncias nucleotidicas da regiao 16S rDNA dos isolados
bacterianas de efluentes (EF) e lodo (LO) da estacdo de tratamento (lagoa de sedimentacao A) de
uma agroindustria sucroalcooleira brasileira (safra de cana-de-agticar 2015/2016), (NCBI: Centro

Nacional de Informag¢des Biotecnologicas).

Acesso ao Comprimento
Estirpes numero P Gaps Identidade (%)
do fragmento
NCBI
(pb)
99,51% Pseudomonas aeruginosa
EFI MH107766 613 0 PAOI (NC_002516.2)
99,58% Bacillus atrophaeus strain
EFII MH107104 709 0 SRCM101359 (NZ_CP021500.1)
99,89% Bacillus cereus ATCC
EFIII MH108122 693 1 14579 (NC_004722.1)
99,85% Lysinibacillus macroides
Lo MHI08121 667 0 DSM 54 (NZ_LGCI01000008.1)
99,58% Bacillus thuringiensis
Lol MH107283 717 0 serovar konkukian 97-27
(NC_005957.1)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_002516.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BA29AJA401N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP021500.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BA2EAW3V01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_004722.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BA2J8MST01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_LGCI01000008?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=BA2KXW0701N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_49476684
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_005957.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BA33VE4G01N
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Figura 3- Arvore filogenética das sequéncias 16S rDNA das bactérias isoladas de residuos
(efluentes e lodo) de uma agroindustria sucroalcooleira brasileira em comparagao (% identidade)
com outras obtidos do GenBank (NCBI: Centro Nacional de Informacdes Biotecnologicas).

Bacillus thuringiensis YBT-1518
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus cereus LBPMA-EFIII
Bacillus antracis Stern
Ib’uci!lu.\‘ thuringiensis Kokuian
. Bacillus thuringiensis LBPMA-LOIIL
'I Bacillus atrophaeus SRCM10
Bacillus atrophaeus LBPMA-EFII
Bacillus subtilis 168
Bacillus amyloliquefaciens DSM7
| Lysinibacillus macroides DSM 54
| Lvsinibacillus macroides LBPMA-LOII
|- Pseudomonas alcaligenes NEB 585

Pseudomonas aeruginosa PAO!
Pseudomonas aeruginosa LBPMA-EFI

Pseudomonas resinovorans NBRC 106553

0.05

Neste trabalho, a cepa B. atrophaeus - EFIl ndo apresentou atividade antagonica
contra os demais isolados testados. Jouzani et al. (2017) também relatam que B.
thuringiensis € um inseticida microbiologico de sucesso para diferentes espécies de
pragas na agricultura, mas tem potencial na biorremediacdo de diferentes metais
potencialmente toxicos e outros poluentes, além da biossintese de nanoparticulas
metalicas, produgdo de biopolimero de poli-hidroxi-alcanoato e atividades
anticancerigenas (devido a parasporinas).

5.7 Bactérias halotolerantes

Apenas o isolado Lysinibacillus macroides - LOII foi incapaz de crescer na
concentracao de 5% de NaCl (Tabela 11). Para todas, nenhum crescimento foi observado
a 15% de NaCl, e quanto maior a concentra¢cao de NaCl, menor foi o crescimento obtido.
Tabela 11- Resisténcia ao estresse salino de cinco isolados tolerantes a sais de metais

potencialmente toxicos isoladas em residuos de agroindustria. (+) = crescimento positivo, (-) =

auséncia de crescimento.

Concentracoes de NaCl (%)
Estirpes selecionadas
3 5 9 | 15120 | 30

Pseudomonas aeruginosa - EF1 + + + - - -
Bacillus atrophaeus - EF11 + + + - - -
Bacillus cereus - EFIII + + - - - -
Lisynibacillus macroides - LOII + - - - - -
Bacillus thuringiensis - LOIIL + + + - - -
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Um solo ¢ classificado como salino quando apresenta uma condutividade elétrica
de 4,0 dS.m! (RIBEIRO, 2010), o que limita o desenvolvimento de algumas culturas.
Esse fato pode ocorrer devido a causas naturais do meio ambiente, ou mesmo por
interferéncia de atividades antropogénicas (MUNNS, 2017). Além disso, a aplicagdo
intensiva de fertilizantes com alta concentragdo de sal também prejudica a germinagao
das sementes e o desenvolvimento das plantas (WANDERLEY, 2009). A cana-de-agtcar,
por exemplo, ¢ moderadamente sensivel a salinidade, e a diminui¢@o na produtividade
pode chegar a 50% em solos com condutividade elétrica de 10,4 dS.m™! (PEDROTTI et
al. 2015).

5.8 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Duas linhagens (Pseudomonas aeruginosa - EF1 e Bacillus cereus - EFIII) foram
capazes de solubilizar fosfato bicalcio no meio so6lido. Por outro lado, no meio liquido
NBRIP, todos os isolados testados, exceto o B. atrophaeus - EFIl, demonstraram a
capacidade de solubilizar o CaHPOj4 presente (Figura 4A) com redugdo do valor do pH
(Figura 4B). Verificou-se também que todos os isolados foram capazes de fixar
biologicamente o nitrogénio e produzir AIA in vitro (Figura 5). Por outro lado, B.
atrophaeus - EFIl também fixou nitrogénio e, respectivamente, produziu AIA, mas este
1solado nao foi capaz de solubilizar o fosfato bicalcio. Assim, estes cinco isolados foram
submetidos, para o teste in vitro, da avaliagdo da promocao da germinacao de L. sativa.
Os resultados mostraram que, com excecao de L. macroides - LOII, todas os outros quatro
isolados inoculados proporcionaram um aumento na taxa de germinacdo das sementes de
L. sativa. Entdo, essa cepa nao estava presente no consorcio. De outro modo, o consércio

de bactérias foi o melhor promotor (cerca de 97%) de germinagao (Figura 6).

Figura 4- Concentragdo de fosfato soluvel (A) e pH (B) em culturas de isolados bacterianos em

meio liquido NBRIP, apos 7 dias (30 = 1 ° C, 120 rpm, escuro).
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Figura 5- Concentragdo de Acido Indol Acético (AIA) em culturas de diferentes isolados
bacterianos em meio liquido TSA a 10% contendo triptofano, apds 24 horas de incubagdo sob

agitacdo (30 = 1 ° C, 120 rpm, escuro).
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Figura 6- Taxa de germinagdo (%) de sementes de alface (L. sativa L.) inoculadas -
individualmente ou em consorcio - em culturas de diferentes isolados bacterianos. As médias
seguidas por letras distintas na barra diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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Em relacdo a solubilizagdo de fosfato, Nautyal (1999), comparando o

comportamento de diferentes linhagens bacterianas apos 7 dias de crescimento em meio
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solido e liquido contendo fosfato, verificou que muitas das culturas sélidas nao
apresentaram halos de solubilizacdo ao redor das colonias, mas o fosfato solubilizado
meio liquido, como foi visto no presente trabalho. Souchie et al. (2005) avaliaram a
capacidade e eficiéncia de bactérias e fungos em solubilizar CaHPO4, AIPO4 e apatita de
Araxa em meio solido, e AIPO4 e apatita de Araxa em meio liquido. Esses autores
constataram que em meio solido todas as bactérias testadas foram capazes de solubilizar
o CaHPO4, mas nenhuma solubilizou a apatita de Araxd e apenas um isolado fungico
solubilizou o AIPO4, enquanto em meio liquido todos os microrganismos solubilizaram
AIPOq e apatita de Araxa.

Segundo Chai et al. (2011), os microrganismos solubilizam o fésforo na forma de
fosfato de rochas levemente soliveis e os mecanismos que sdo atribuidos a esses
solubilizantes incluem reacdes de acidificagdo, quelagdo e troca de cations. Matos et al.
(2017) verificaram a capacidade de 40 microrganismos, isolados da raiz de bananeira,
solubilizarem fosfato, e apds 15 dias de incubagdo em meio de cultura soélido
suplementado com duas fontes inorganicas [Ca3(PO4)2 e Fe3(POs)2] ¢ uma fonte de
fosforo organico (lectina de soja), os pesquisadores descobriram que 67,5% dos
microrganismos solubilizaram fosfato bicélcico, 7,5% de lectina de soja, mas nenhum
solubilizou o fosfato de ferro.

No presente trabalho, verificou-se uma redu¢do do pH no meio liquido NBRIP ao
longo do tempo de incubagdo, indicando que a maioria dos isolados estudadas utilizou o
mecanismo de secrecdo de acidos organicos para solubilizar o fosfato. O principal
mecanismo associado a solubilizacdao de fosfato ¢ a reducao do pH do meio através da
liberacdo de 4cidos orgéanicos pelos microrganismos (CHUNGET al. 2005; BARROSO;
NAHAS, 2008; GULATI et al. 2010). Como nas pesquisas de Nautyal (1999), foi
concluido que a triagem de solubilizadores de fosfato deve ser feita em meio liquido
NBRIP. Este meio ¢ amplamente utilizado na sele¢do de bactérias solubilizadoras de
fosfato. Kelel et al. (2013), por exemplo, isolaram bactérias do solo e estas colonias foram
cultivadas neste meio seletivo com 0,5% de fosfato tricalcico. Mardad; Serrano; Soukri
(2013) avaliaram a capacidade de trés bactérias de uma rocha fosfatica para solubilizar
fosfato por 7 dias, sob agitagdo continua, em meio NBRIP suplementado com fosfato
tricalcico, e constatou que o pH caiu de 7,0 para 3,5. No trabalho de Yothi et al. (2013),
os autores isolaram uma linhagem bacteriana (Pseudomonas sp) do solo rizosférico e
analisaram a solubilizagdo de fosfato nos meios NBRIP e Pikovskayis, € o meio mais

favoravel para a solubilizacdo de fosfato foi o NBRIP. Behera et al. (2017) também
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utilizaram o meio NBRIP contendo este composto para avaliar a capacidade de
solubilizagdo de fosfato de uma bactéria isolada do manguezal, identificada
fenotipicamente e molecularmente como Serratia sp. A atividade méxima de
solubilizacao de fosfato foi acompanhada de queda de pH, e a anélise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) detectou a formagdo de acidos malico, latico e acético.

Por outro lado, ¢ de grande importincia para a intensificagdo da agricultura
sustentdvel a reducdo dos fertilizantes nitrogenados (WEEKLEY; GABBARD;
NOWAK, 2012). Para tanto, o uso de bactérias fixadoras de nitrogénio (ROESCH et al.,
2008), associado a outros processos permeados por microrganismos, pode ser essencial
para o sucesso da promoc¢ao das culturas, principalmente em ambientes extremos. Um
desses processos ¢ a producdo de AIA, a principal e mais amplamente auxina estudada, e
tem aplicacdo pratica na promog¢do do crescimento de plantas (CHAGAS; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2010; RADWAN; MOHAMED; REIS, 2005). Muangthong; Y oupensuk;
Rerkasem (2015), por exemplo, isolaram 89 bactérias endofiticas obtidas de folhas, caules
e raizes de cana-de-agucar em meio dgar sem nitrogénio, com o objetivo de selecionar
aquelas com capacidade de fixagdo de nitrogénio, e descobriram que todas as linhagens
obtidas tinham essa capacidade. Rodrigues et al. (2016) isolaram bactérias da folha, caule,
raiz e rizosfera de uma variedade comercial de cana-de-agucar (RB 867515) e as
caracterizaram antes de realizarem os experimentos de promog¢ado do crescimento vegetal.
Entre os isolados, 47% solubilizaram fosfato, 26% fixaram nitrogénio e 57% produziram
AIA. Pena-Yam et al. (2017) isolaram e identificaram 9 isolados bacterianos pertencentes
a cinco espécies de Bacillus, que foram capazes de produzir AIA, solubilizar fosfato e
promover o crescimento da pimenta (Caspicum annuum L. cv. Jalapeio). Por sua vez,
Florentino et al. (2017) avaliaram ndo apenas a producao in vitro de AIA por 19 bactérias
diazotroficas cultivadas na presenga e auséncia de triptofano, assim como o efeito da
inoculagdo dessa linhagem em sementes de L. sativa L. Esses autores verificaram que o
Trp contribui para a maior producao de AIA, e o excesso produzido por seis cepas
cultivadas na presenca de Trp interferiu positivamente na germinagao e desenvolvimento
de plantulas de alface quando comparado ao controle. De acordo com Radhakrishnan;
Lee (2016), a qualidade nutricional dos vegetais de folhas verdes pode ser melhorada pela
aplica¢do de microorganismos. Os autores isolaram uma linhagem bacteriana da comida
e a identificaram como B. methylotrophicus; o efeito benéfico desta bactéria em plantas
foi confirmado pelo aumento na taxa de germinagao de sementes de L. sativa L., Cucumis

melo L., Glycine max L. e Brassica juncea L.
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Aka; Babalola (2015) verificaram a influéncia da inoculagdo bacteriana no
crescimento da Brassicajuncea e no acimulo de metais potencialmente toxicos. Para tal
estudo, eles usaram um consoércio (P. aeruginosa, Alcaligenes faecalis e B. subtilis)
tolerante aos metais Ni, Cr ¢ Cd. Seus resultados mostram que a inoculagao dessas
linhagens bacterianas melhorou a taxa de germinacao de sementes e estes isolados no solo
aumentam significativamente a quantidade de metais potencialmente téxicos soliveis. A
Brassica juncea cultivada em solo com metais potencialmente toxicos revelou que a
inoculagdo com bactérias tolerantes ao metal ndo apenas protegia a planta contra os
efeitos toxicos dos metais, mas também aumentava significativamente o crescimento € o
acumulo de metal nas plantas.

Kapilan; Thavaranjit (2015) avaliaram o efeito da inoculagdo de Pseudomonas
sp., B. coagulans, Serratia sp., Klebsiella sp., Bacillus sp. e Escherichia coli na
germinagdo de Phaseolus vulgaris, Vigna sinensis, Hibiscus esculentus e Beta vulgaris,
e mostraram que apenas Serratia sp., Klebsiella sp., B. coagulans e E. coli ndo tiveram
efeito sobre a germinagao de sementes. Egamberdieva (2017) relata que o género Bacillus
¢ encontrado em muitos ambientes ¢ muitas de suas espécies melhoram o crescimento das
plantas e a absorc¢do de nutrientes, o que reduz a incidéncia de doencas de plantas. Além
disso, aumentam a resisténcia das plantas a estresses ambientais adversos, como seca,
salinidade, metais potencialmente toxicos e deficiéncia de nutrientes. O autor discutiu
desenvolvimentos sobre o potencial de espécies de Bacillus como rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR) e agentes de biocontrole para melhorar o
crescimento de plantas, a absor¢do de nutrientes e a tolerancia de estresses de plantas a
estresses ambientais. Dezesseis cepas de B. thuringiensis pertencentes a diferentes
subespécies, por exemplo, foram avaliadas por Raddadi et al. (2008) em relagdo ao seu
potencial para promog¢do de crescimento de plantas. Estes pesquisadores analisaram
varios fatores genéticos (presenca de genes que codificam fosfatase 4cida, fitase, proteina
biossintese de sideroforos) pela reacdo em cadeia da polimerase, mas seus fendtipos
foram investigados como a producdo de AIA, 1-aminociclopropano-1-carboxilato
desaminase (ACCD) e indolpiruvato descarboxilase (IPDC) e a capacidade de solubilizar
o fosfato mineral. Os resultados mostraram que B. thuringiensis abriga e expressa varios
determinantes do PGP que podem ser muito interessantes em aplicagdes de campo para
aumentar o crescimento das plantas.

No trabalho de Maza et al. (2017), o potencial de linhagens de Pseudomonas

tolaasii IEXDb e B. atrophaeus CN4 para promover a produ¢do de biomassa forrageira e
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raizes de Chlorisgayana cv foram evidenciados. Armada et al. (2015) avaliaram a eficacia
individual de B. thuringiensis, um consorcio de fungos micorrizicos arbusculares e a
combinagdo de ambos na melhoria do crescimento e fisiologia de plantas de Zea mays
sob estresse hidrico, compartimentando os resultados com os de plantas nao tratadas,
todos os quais foram cultivadas em condigdes de boa irrigagdo ou sob estresse hidrico.
Entre os parametros fisiologicos analisados, destacaram-se crescimento, eficiéncia
fotossintética e teor de nutrientes. Sob condic¢des de seca, por exemplo, a inoculagdo com
B. thuringiensis aumentou significativamente o acimulo de nutrientes. Por sua vez, a
inoculacdo com os fungos melhorou a tolerdncia ao estresse hidrico. A inoculacdo
combinada de ambos os microorganismos diminuiu o dano oxidativo aos lipidios e o
acumulo de prolina induzida pela seca. Assim, o uso desta bactéria ¢ til para proteger
ndo apenas as plantas nativas contra a seca, mas também uma planta agronomicamente
importante, como o milho.

Shabanamol et al. (2018) isolaram e caracterizaram isolados endofiticos
diazotroficos com potencial para promog¢ao do crescimento de plantas, biocontrole de
amostras de folhas, raizes e caules de varias cultivares de arroz. Entre 18 isolados obtidos
capazes de fixar nitrogénio, L. sphaericus L1, Klebsiella pneumoniae S2 e B. cereus R2
produziram importantes hormonios vegetais, além de aumentarem a germinacdo de
sementes e a atividade da planta.

5.9 Producao de biossurfactante e bioemulsificante extracelular

Dos 5 isolados bacterianos testados (P. aeruginosa - EF1, B. atrophaeus - EFII, B.
cereus - EFIIL, L. macroides - LOIl e B. thuringiensis - LOIII), apenas as amostras livres
de células de B. atrophaeus - EF1l, B. cereus - EFIIl e B. thuringiensis - LOIIl foram
capazes de colapsar a gota na superficie hidrofobica. O teste do colapso da gota foi
desenvolvido por Jain et al. (1991) para visualizagdo direta da produ¢ao do biosurfactante
e tem a vantagem de ser sensivel e utilizar pequena quantidade de amostra. Além disso,
¢ rapido, facil de realizar e ndo usa equipamentos. Viramontes-Ramos et al. (2010)
utilizaram o teste do colapso da gota para selecionar microrganismos produtores de
biosurfactante isolados de um ambiente contaminado com hidrocarbonetos, e de um total
de 324 estirpes analisadas, 17 foram positivas para o teste, sendo a maioria pertencente
ao género Pseudomonas. J& Shoeb et al. (2015), avaliaram diferentes métodos para
verificar a produ¢ao de biosurfactantes por bactérias isoladas de amostras de 4gua do mar,
constatando a eficiéncia do teste do colapso da gota pois 84% dos isolados apresentaram

tal atividade.
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A capacidade de formar e estabilizar uma emulsdo sdo indicagdes de que o
microrganismo estd produzindo biossurfactante. No presente estudo, a capacidade
emulsificante (E24) foi detectada nos isolados P. aeruginosa - EFI (tolueno) e B.
atrophaeus - EFII (tolueno e querosene), enquanto B. cereus - EFIIL, L. macroides - LOII
e B. thuringiensis - LOIII ndo foram capazes de emulsificar nenhum dos hidrocarbonetos

testados (Tabela 12).

Tabela 12-Testes realizados para quantificar a capacidade surfactante e emulsificante dos
sobrenadantes livres de células das bactérias, em meio contendo glicose 2% como tUnica fonte

carbono (Costa, 2010), ap6s 48 h de incubacao.

CAPACIDADE SURFACTANTE E EMULSIFICANTE

PARAMETROS
Bactérias CAPACIDADE CAPACIDADE
SURFACTANTE EMULSIFICANTE
Colapso da Gota Tolueno Querosene
Pseudomonas aeruginosa - EF1 - + -
Bacillus atrophaeus - EF11 + + +
Bacillus cereus - EFIII + - -
Lysinibacillus macrolides - LOII - - -
Bacillus thurigiensis - LOIII + - -

A capacidade emulsificante na presenca de petroleo bruto e querosene foi um dos
métodos empregados por Peele; Ch; Kodali (2016) para avaliar a producao de
biosurfactante por isolados de Pseudomonas sp. € Bacillus sp. provenientes de sedimento
contaminado com petroleo, sendo que Pseudomonas sp. apresentou uma maior taxa de
emulsificagcdo para o querosene. Suryanti et al. (2017), ao realizarem o teste de capacidade
emulsificante com uma estirpe de P. fluorescens cultivada num meio contendo soro de
leite como substrato, obtiveram uma emulsio estavel apos 30 dias de cultivo, com E4
59% para o tolueno. SegundoYoussef et al. (2004) os agentes emulsificantes ndo tém a
obrigatoriedade de serem biosurfactantes. Por sua vez, a redu¢do da tensdo superficial é
um critério bastante utilizado na identificacao de biosurfactantes. Sapture et al. (2010)
relataram a necessidade da identificagdo e do tamanho das fragdes hidrofilicas e
hidrofébicas das moléculas, pois essas sdo caracteristicas importantes a serem estudas
para avaliar quais das atividades (biosurfactante ou bioemulsificante) serdo mais

significativas.
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De acordo com Neves et al. (2007), estirpes de B. atrophaeus nao sao patogénicas
e sdo fontes adequadas de biossurfactantes, entre os quais a surfactina. Os autores
estimularam a produc¢do de biossurfactante por B. atrophaeus ATCC 9372 através de
meio de cultivo contendo glicose e /ou caseina. A capacidade da linhagem B. atrophaeus
de adaptar seu proprio metabolismo para utilizar diversos nutrientes como fontes de
energia e preservar altos niveis de biossurfactantes no meio durante a fase estaciondria ¢
uma caracteristica promissora para sua possivel aplicacdo em tratamentos biologicos.

O tipo, a qualidade e a quantidade de biosurfactante sdo influenciados pela
natureza da fonte de carbono e nitrogénio, assim como pelas condi¢des operacionais
(MULLIGAN; WANG, 2004). Com relagdo aos valores de pH dos sobrenadantes isentos
de células, estes se apresentaram proximos da neutralidade para as amostras de todos os
isolados (Figura 7A). Souza et al. (2017) estudaram, dentre outros fatores, o controle do
pH na produ¢do dessa biomolécula. Os autores observaram que quando o pH ndo foi
controlado na sintese de biosurfactante, ocorreu uma maior redu¢ao da tensao superficial.
No tocante ao consumo de glicose no meio de produgdo de biosurfactante, esta foi maior
para os isolados P. aeruginosa- EFI que apresentou capacidade emulsificante e B.

atrophaeus- EFII, que apresentou capacidade surfactante e emulsificante (Figura 7B).

Figura 7- pH final (A) e Concentragdo de glicidios redutores totais (B) dos sobrenadantes livres

de células das bactérias, em meio contendo glicose 2% como unica fonte carbono (Costa, 2010),
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Estudos como os de Duvnjak; Kosaric (1985), Robert et al. (1989); Makkar;
Cameotra (1999) demostraram que a fonte de carbono utilizada para o crescimento
bacteriano influencia a produgdo de diferentes tipos de biosurfactantes. No trabalho de

Elazzazy; Abdelmoneim; Almaghrabi (2015), os autores avaliaram a producdao de
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biosurfactante por bactérias isoladas de amostra de dgua e do solo do mar em diferentes
valores de pH (5, 7, 9, 11 e 12), e tendo a glicose (2 %) como a fonte de carbono,
constatando que a produ¢do de biosurfactante aumentou com o aumento do pH até cerca
de 11, diminuindo a partir de entdo, com maxima producao em pH 9. Auhim; Mohamed
(2013), por sua vez, haviam verificado que a produgao de biosurfactante por uma estirpe
bacteriana isolada do solo, identificada como Azotobacter chrococcum, em diferentes
valores de pH (3, 5, 7 € 9) num meio com diferentes fontes de carbono (6leo 40, 6leo 60,
oleo 150, azeite, o0leo de girassol e 6leo de milho) e nitrogénio [extrato de carne, peptona,
extrato de levedura, NaNOs3, NH4Cl, (NH4)2SO4], fora maior em pH 7 (E24% de 68%) e
com 6leo de girassol e 6leo 150 pesado (respectivamente E24% de 76,6 e 74,1%) como
fontes de carbono.

O isolado L. macroides - LOII pode ter produzido pouca quantidade de
surfactante, uma vez que o sobrenadante de sua cultura ndo foi capaz de colapsar a gota
ou emulsificar qualquer dos hidrocarbonetos testados.

5.10 Ac¢ao das bactérias selecionadas sobre efluentes: sintético (ES) e
agroindustrial (EA)

As Tabelas 13 e 14 mostram os resultados do monitoramento fisico-quimico do
ES apo6s a inoculagdo com os isolados bacterianos (e consorcio) € incubacao (com e sem
aeracdo). Os valores de pH nos tratamentos utilizando as estirpes P. aeruginosa - EFI e
B. thuringiensis - LOIII ndo apresentaram diferenga significativa do controle nas duas
situacdes testadas (com e sem aeracdo). J4 os tratamentos aerados envolvendo os isolados
B. atrophaeus - EFIl, B. cereus - EFIIl, L. macroides - LOII, além do consorcio,
apresentaram um decaimento nesse parametro. O isolado L. macroides - LOII destacou-
se, pois na condi¢do de aeragdo sua populacdo cresceu mais, conforme observado pela
D.O. e houve maior redu¢do do pH, corroborando com o fato desse isolado ser aerobio.
O ES inoculado com o consorcio de bactérias apresentou média final de pH de 6,0. No
presente estudo, todos os isolados testados apresentaram pH final dentro da faixa de
sobrevivéncia de muitas das bactérias responsaveis pelo tratamento de residuo liquido,
com pH de 4,0 a 9,5 (MANSOR, 1998). Metcalf; AmpEddy (1991) relatam que a faixa

otima de pH para crescimento bacteriano ¢ proximo da neutralidade (entre 6,5 e 7,5).
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Tabela 13- Parametros fisico-quimicos avaliados em efluente sintético inoculado por diferentes bactérias ou seu consorcio (exceto controle), apds 96 h de

incubagdo (30 + 1 °C, escuro, 120 rpm de agitagdo). Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

AERADO
Bactérias o
Pseudomonas Bacillus . Lysinibacillus Bacillus
Controle aeruginosa atrophaeus — Baczllg;lcﬁreus ) Macroides - thurigiensis - Consorcio
-EFI EFII LOII Lo
Parametro
D.O.
0,00 + 0,004 0,34 +0,03® 0,38 +£0,02°¢ 0,24 + 0,04 0,37 + 0,04 0,40 + 0,002 0,31 £ 0,04%
(600 nm)
pH 7,11 £ 0,052 6,95 £ 0,05° 6,20 +0,01° 5,99 +0,02° 5,36 £0,16° 7,17 £ 0,042 6,03 +0,09°
DQO 17.166,60 10.650,00 = 14.200,00 13.533,33 10.500,00 15.833,33 13.666,67 +
(mg.L") +3,332 1315,86¢ +133,33¢ +133,33¢ +366,67¢ +33,33° 6,67¢
Nitrato
142,33 + 7,20¢ 565,67 £+ 146,68° 564,00 + 18,33° 670,67 £+ 48,332 651,22 £ 15,00* 557,33+ 1,67° | 470,67 + 15,00°
(mg.L)
Nitrito
6,64 +1,25¢ 8,55+0,21¢ 58,26 + 3,34 86,14 + 10,382 65,78 £ 4,16° 42,92 £4,97¢ 55,61 + 6,07
(mg.L)
Amonia
650,25 £ 1,41° 640,25 + 0,00° 646,22 +0,70° 560,69 + 9,15¢ 592,04 £ 19,05¢ 642,25 + 0,00° 642,71 + 5,76°
(mg.L1)
Fosfato a a a a a a a
(mg.L") 10,47 + 1,32 9,11+0,19 9,05 £0,01 8,74 £ 0,26 9,38 £ 0,64 9,38+ 0,16 8,44 + 0,59
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Tabela 14- Parametros fisico-quimicos avaliados em efluente sintético inoculado por diferentes bactérias ou seu consorcio (exceto controle), apos 96 h de

incubagdo (30 £ 1 °C, escuro, sem agitacdo). Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

NAO AERADO
Bactérias o .
Pseudomonas Bacillus . Lysinibacillus Bacillus
Controle aeruginosa atrophaeus — Baczllg;lclireus ) Macroides - thurigiensis - Consorcio
-EFI EFII LOII Lo
Parametro
D.O.
0,00 + 0,00° 0,36+ 0,01 0,25 + 0,04 0,29 +0,01° 0,28 + 0,02° 0,41 £0,01° 0,27 + 0,04%
(600 nm)
pH 7,09 + 0,04° 7,13+ 0,01 6,34 +0,01¢ 6,23 + 0,04¢ 6,87 + 0,02" 7,12 +0,04° 6,49 + 0,01 ¢
DQO 18.333.33 14.000,00 + 15.933,33 14.800,00 + 15.800,00 + 14.466,67+219,9 | 15.733,33+133,33
(mg.L") £66,67° 425,14¢ £282.84b 524,94¢ 66,67 ged d
Nitrato
135,67 + 4,71 64,55+ 1,57¢ 236,78 £4,16™ | 440,11+22,82* | 412,33+£24,19° | 333,44+53,70" | 389,00+ 63,33
(mg.L™")
Nitrito
8,11 40,42 22,71 £2,21° 48,67 + 0,72 4321 +0,91° 52,65 +4,17° 9,29 + 0,95 52,80 + 9,94
(mg.L™")
Amonia
672,14+ 3,06 | 664,92+0,76° | 646,96+ 11,05 659,20 + 0,70 662,68 2,11 | 660,19 + 0,70% 624,87 + 4,92¢
(mg.L™")
(i‘l’;fit_?) 9,05 + 0,28° 8.84 + 0,51 7.89 + 0,09° 8,51+ 1,112 8,01 + 0,12 9,08 + 0,36 8,59 + 0,35
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A amonia, quando ndo absorvida, ¢ oxidada em nitrito pela acdo de bactérias nitrosas,
as quais utilizam a energia liberada nessa oxidagdo para produzir compostos organicos. No
experimento com ES, observou-se que os isolados que reduziram a concentragdo de amodnia
aumentaram a concentracdo de nitrito e posteriormente de nitrato no meio; tal fato ¢
denominado de processo de nitrificacao realizado por bactérias nitrificantes. Por sua vez, a
estirpe P. aeruginosa - EFI apresenta um processo diferente denominado de desnitrificagao,
observando-se que o nitrato e a amonia foram transformados em nitrito na condi¢do sem
aeracao. Esse isolado ¢ aerobio e utiliza o nitrato para extrair o oxigénio para sobreviver, além
de aumentar o pH consumindo o nitrato, o que corrobora com os resultados encontrados nesse
trabalho. Com relag@o aos valores de fosfato totais das amostras, verificou-se que nao houve
diferencga estatistica nas duas condigdes estudadas.

As Tabelas 15 e 16, por sua vez, apresentam os resultados do monitoramento fisico-
quimico do EA apo6s a inoculagdo com os isolados bacterianos (e consércio) € incubagao (com
€ sem aeracao).

Na condigdo de incubagdo sob aeragdo, os isolados P. aeruginosa - EF1 e L. macroides
- LOII apresentaram os maiores crescimentos, conforme a D.O. em EA. Esse fato ja era
esperado, uma vez que esses sao microrganismos aerdbios, e ainda sob essa condi¢do, todos os
1solados apresentaram comportamentos estatisticamente semelhantes. Com relacao aos valores
de pH do meio EA, verificou-se diferenga significativa entre os tratamentos aerado e nao
aerado, embora todos mantivessem o pH na faixa recomendada pela resolugio CONAMA
357/2005 (6,0-9,0) para uso em irrigacdo. O isolado B. atrophaeus - EFII foi o que promoveu
maior decaimento da concentragdo de pH, enquanto o consorcio bacteriano proporcionou uma
média de pH em torno de 6,0 nas duas condi¢des estudadas. Segundo Piveli (2005), baixos
valores de pH podem solubilizar e liberar metais adsorvidos nos sedimentos, influenciando as
concentragdes de fosforo e nitrogénio, além de decompor a matéria orginica carbonacea. O
valor de pH, conforme tal autor, tem uma relacao direta com o processo de manutencao da vida
aquatica, seja pelo processo de respiragdo aerodbia ou para a manutencao de um ambiente que
possibilite a realizag@o de rea¢des quimicas relevantes para a vida.

Exceto no tratamento com o isolado B. atrophaeus - EFII (em condi¢do ndo aerada),
todos os demais foram capazes de reduzir a DQO do EA testado. A maior redugao foi obtida
com aeragao, onde o consorcio de microrganismo removeu 14% de matéria organica. Os valores
altos de DQO podem ser explicados pelo intervalo de adaptacdo dos isolados bacterianos ao
meio, tempo este em que as bactérias sintetizam o complexo enzimatico necessario para as

reagoes bioquimicas e as liberam.



Tabela 15- Pardmetros fisico-quimicos avaliados em efluente agroindustrial inoculado por diferentes bactérias ou seu consorcio (exceto controle), apos 96 h de

incubagdo (30 £ 1 °C, escuro, 120 rpm de agitagdo). Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

AERADO
Bactérias _ Lvsinibacill Bacill
Pseudomonas Bacillus Bacillus cereus- VSTUDACLITUS actius. e
Controle derucinosa -EF1 | atrophaeus-EFII macroides- thurigiensis- Consorcio
i & P EFIIT Lol LOII
Parametros
D.O. (600 nm) 0,00 + 0,00f 0,40 £+ 0,00° 0,22 £ 0,00¢ 0,08 £ 0,00¢ 0,41 = 0,00 0,18 +0,00¢ 0,29 + 0,00°
pH 7,01 + 0,00 6,12 £0,09¢ 5,40 £0,03¢ 5,81 +0,05¢ 6,36 +0,03° 6,08 = 0,05¢ 6,02 + 0,05
DQO (mg.L ) 603,33 +5,77* | 568,33 +3,33% | 540,00+ 0,43 | 563,33 & 9,42 566,67 +5,77° | 586,67 + 32,99 523,33 +4,71¢
Nitrato (mg.L™") 19,40 £+ 1,65¢ 19,79 + 0,69¢ 26,73 £0,24* 18,57 +0,10¢ 25,67 +0,94° 20,46 +0,19¢ 23,73 +£0,71°
Nitrito (mg.L™") 2,65 +0,12° 3,13 +£0,04% 4,29 +0,06* 2,92 +0,06% 3,87 £0,03° 3,45+0,18° 3,36 £0,13¢
Aménia (mg.L™") 65,53 +£2,96* 58,16 +1,89%d | 5895+ 3,17 56,72 + 3,44 58,76 £ 10,604 | 59,20 + 2,842 59,90 + 7,03%
Fosfato (mg.L™") 1,03 £0,01° 1,00 +0,01° 1,02 = 0,00° 1,04 £0,01* 1,03+0,01° 1,01 + 0,00 0,99 + 0,00
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Tabela 16- Parametros fisico-quimicos avaliados em efluente agroindustrial inoculado por diferentes bactérias ou seu consorcio (exceto controle), apos 96 h de

incubagdo (30 £ 1 °C, escuro, sem agitacdo). Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

NAO AERADO
Bactérias Bacill
Controle Pseudomonasa Bacillus Bacillus Lysinibacillusm thulfll'ci'eil;;is— Conséreio
eruginosa -EF1 | atrophaeus-EFIlL | cereus- EFII | acroides-LOIL LgOIII
Parametros

D.O. (600 nm) 0,00 + 0,00¢ 0,18 £0,01° 0,34 +0,00? 0,35+ 0,00 0,22 +0,02° 0,40 £0,01* 0,42 +0,00*
pH 7,00 + 0,00 6,95 +0,02¢ 5,85+0,11¢ 6,44 + 0,03 6,63 +0,05° 5,97 +0,05¢ 6,01 +£0,00¢
DQO (mg.L) 607,78 £1,57* 548,33 +1,67° | 592,22 +1,57* | 550,00 +3,33° | 521,67 +5,00° 566,67 +4,71° | 558,89 +1,57°
Nitrato (mg.L™) 18,40 +0,17° 15,73 £0,17% 18,57 +1,00° 20,57 £ 0,33¢ 15,79 +2,58% 19,90 + 0,33% 17,57 +1,55%®
Nitrito (mg.L™") 2,87 £0,04% 3,94 £0,15° 2,51 +£0,53¢ 3,03 +£0,28° 2,68 +£0,15¢ 3,17+£0,27° 2,84 +£0,18%®
Aménia (mg.L™") 51,94 + 0,63¢ 52,23 +1,05¢ 60,97 + 1,16* 57,54 +1,37% 56,27 +0,42° 58,06 + 0,63 47,38 £ 1,16¢

Fosfato (mg.L™") 0,97 £0,01* 0,82 +£0,01° 0,78 £ 0,02° 0,81 +0,01° 0,83 +£0,02° 0,81 +0,02° 0,84 +£0,01°
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Shen; Jingqing; Linshuai; (2017) utilizaram um sistema simbidtico microalga-bactéria
(Chlorella vulgaris-P.putida) na remog¢do de nutrientes no tratamento de dguas residuais. O
tratamento aplicado mostrou maior remog¢ao de nutrientes € DQO quando comparado com o
tratamento individual. Ajao; Adebayo; Yakubu (2011) utilizaram duas estirpes bacterianas (P.
aeruginosa e B. subtilis) imobilizadas para avaliar a capacidade de degradacdo do efluente de
industria téxtil em bioreator, e verificaram redu¢do de 83% da DQO. Por outro lado, Oljira;
Muleta; Jida (2018) relataram isolamento de 40 bactérias de efluentes de cervejaria, com
selegdo das trés estirpes com melhores desempenhos in vitro para degradagao individualizada
ou em consorcio de residuos (Aeromonas sp., Pseudomonas sp. € Bacillus sp.), visando
biorremediagao.

Ap6s 12 dias de incubacado sob agitacdo no efluente de origem em escala de laboratdrio,
a eficiéncia de remogao para DBO e DQO variou de 73,55% a 94,85% e de 76,78% a 93,25%,
respectivamente. A remogao total de nitrogénio e fosforo ficou na faixa de 54,43% a 77,21% e
41,80% a 78,18%, respectivamente. O total de solidos suspensos, solidos totais e remogao total
de solidos dissolvidos variou de 66,74% a 90,3%, 54,69% a 88,5% ¢ 53,02% a 88,2%,
respectivamente. Os valores de pH e condutividade elétrica variaram de 6,81 a 8,65 ¢ 3,31
mS.cm™ a 3,67 mS.cm™!, respectivamente. O efluente tratado aumentou a germinacdo de
sementes de Beta vulgaris de 80% para 100%, com tempo médio de germinacdo de 3,1 a 5,2
dias e comprimento de plantulas de 2,3 cm a 6,3 cm. Portanto, o estudo demonstrou ser eficiente
para o tratamento de residuos de cervejarias.

No presente estudo, a aeragdo favoreceu os isolados na degradag¢do das substancias
organicas nitrogenadas presentes no EA, oxidando a amo6nia. O mesmo ndo foi observado em
condicdo sem agitacdo. Segundo Schmidell et al. (2007), a elimina¢do do nitrogénio de uma
agua residudaria pode ser realizada em duas etapas, isto ¢, a nitrificagdo, em que a amodnia ¢
convertida em nitrato na presenca de oxigénio; e a desnitrificag@o, a qual ocorre na auséncia de
oxigénio ou em baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, reduzindo nitrato no gas N», tendo
o oxido nitrico e o 6xido nitroso como possiveis intermediarios langados na atmosfera em
concentracoes normalmente baixas.

Tanto no ES como no EA, o isolado P. aeruginosa - EFI apresentou as mesmas
caracteristicas em que a amonia e o nitrato foram transformados em nitrito, € o pH do meio
aumentou na condi¢do sem aeracdo. Kariminiaae-hamedaan; Kanda; Kato (2004) isolaram uma
estirpe bacteriana osmotolerante a 10% de NaCl identificada como Pseudomonas sp. com
capacidade de remogao de nitrato no cultivo estacionario, sem acumular nitrito como um agente

intermediario, o que se assemelha aos resultados obtidos no presente trabalho para o isolado
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P.aeruginosa- EFI. Shiet al. (2013) verificaram a capacidade de desnitrificagdo aerdbica e
nitrificagdo heterotréfica, com pouca acumulagdo de produtos intermediarios da estirpe
Paracoccus versutus isolada de sedimentos marinhos.

O fosforo e o nitrogé€nio estimulam o crescimento e a multiplicagao de algas e de outros
vegetais aquaticos, o que gera a diminui¢ao do oxigénio e a mortalidade acentuada de peixes
(RAST; THORNTON, 1996). Em ETEs ¢ comum a deteccdo de fésforo e de nitrogénio
remanescente, este na forma de amonio ou nitrato. As amostras de efluente apresentaram
valores de fosfato total (em média 1,0 mg.L™!) acima do aceitavel para 4gua doce de classe 111
(at¢ 0,15 mg P.L', CONAMA 357/2005), ndo ocorrendo diferenca estatisticamente
significativa do controle nas condi¢des aeradas. Por sua vez, sem aeragdo as amostras tiveram
uma reducao na concentracao de fosfato total quando comparadas ao controle. Kouraa et al.
(2002), no entanto, utilizaram efluente tratado para irrigar batatinha e alface, sendo o valor
médio de fosforo total de 2,77 mg.L!, e ao final da colheita os autores observaram que nio
ocorreu diferencga significativa nos parametros fisico-quimicos do solo apds a irrigacao.

No trabalho de Du et al. (2017), a remog¢do biologica de fésforo no tratamento de
efluente sintético foi constatada, identificando-se o género Pseudomonas como o principal
participante na adsor¢do biologica aerdbica de fosforo. Guo et al. (2017) avaliaram a
comunidade microbiana existente bem como a atividade simultdnea de remogao de nitrogénio
e fosforo no lodo ativado de uma ETE que trata esgoto doméstico municipal. Os resultados
indicaram a presenca de Proteobacteria, Nitrospira, Bacteroidetes, Actinobactérias e
Firmicutes. Dentre eles, foram verificados quais os principais organismos envolvidos na
remocao de nitrogénio e fosforo. As bactérias de oxidagdo aerdbica dominaram as bactérias
oxidantes de amoénia e anaerdbica. Além disso, foi verificada uma grande quantidade de
bactérias com capacidade de acumular polifosfato (4,89 % da populagdo). Kanget al. (2017)
isolaram algumas estirpes de lodo ativado de reator biologico de remogao de fosforo. Foi obtida
uma estirpe com alta eficiéncia na remocdo de fosforo, a qual foi identificada como
Pseudomonas sp.

5.11 Acao das bactérias selecionadas sobre lodo em ensaio de compostagem

Os resultados do teste de compostagem sao apresentados na Tabela 17. Com relacdo ao
crescimento microbiano, observou-se que o numero de células recuperadas do substrato
compostado diminuiu ao longo do periodo analisado, tal fato pode ser atribuido a estabilizagao
do processo de compostagem. Neste experimento, verificou-se que ndo foram atingidas
temperaturas termofilicas. A temperatura tem papel fundamental no crescimento dos

microrganismos, o qual ¢ influenciado por reagdes quimicas, € que por sua vez sao alteradas
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por esse parametro. Por outro lado, o pH das amostras ndo variou nos tempos analisados, sendo
em geral alcalino. No entanto, os valores de pH do material compostado aumentaram quando
comparados com o do lodo bruto, provavelmente devido ao estado da compostagem dos
residuos organicos. Jimenez; Garcia (1989), relataram que durante as primeiras horas de seus
experimentos de compostagem, o pH decresceu para a faixa de 5, aumentando com a evolucao
do processo e estabilizagdo do produto em pH 7-8. Valores de pH baixos sdo indicativos de
falta de maturagao devido a curta duragdo do processo ou a ocorréncia de processos anaerobios
no interior da pilha de compostagem. Correia (2009) relata que, em caso de acidez do lodo ¢
necessario corrigir o pH para favorecer a decomposicdo organica. Costa et al. (2013)
encontraram um pH 7,9 para o lodo proveniente de ETE, a qual opera com duas etapas: digestao
aerdbia e estabilizacdo anaerobia em lagoas de decantagcdo, sendo o lodo utilizado para
aplicagdo agricola. Portanto, os valores de pH encontrados no ensaio de compostagem de lodo
deste trabalho estdo de acordo com aqueles favoraveis ao processo.

No tocante a CE, esta nio ultrapassou 200 uS.cm™ em todos os tratamentos. No intervalo
de 15 dias todas as amostras, com excec¢ao do consorcio, apresentaram CE menor, quando
comparadas ao lodo bruto destacando-se o isolado B. thuringiensis - LOIII, o qual apresentou
uma reducio de 20% na CE. Brady; Weil (2013) relatam que valores de CE > 4.000 pS.cm’!
sdo altos, contudo, algumas culturas sdo sensiveis a CE proximas de 1.000 uS.cm™. Segundo
Freire; Freire (2007) a presenca de sais em excesso pode prejudicar o crescimento das plantas
devido os efeitos diretos, causados pelos ions toxicos presentes em elevadas concentracdes.

A umidade das amostras variou para alguns tratamentos e aos 45 dias do processo
observaram-se as menores redu¢des de umidade, ressaltando que no mesmo intervalo foram
obtidas as menores temperaturas e pH. Valores elevados de umidade podem desfavorecer a
utilizagdo desse residuo na agricultura, e segundo Prosab (1999), valores altos de umidade no
lodo acarretam elevados custos de transporte até o local de destino.

As maiores concentragdes de CO foram detectadas aos 45 dias em todos os tratamentos,
sendo o maior valor de CO alcangado nos tratamentos com P. aeruginosa - EFl e B. atrophaeus
- EFIL, onde o teor foi aumentado em 42 % quando comparado ao teor encontrado no lodo bruto.
Por outro lado, aos 75 dias de tratamento a diminui¢do do teor de carbono orgéinico foi
evidenciada (Tabela 17), o que revela a decomposi¢cdo e estabilizacdo da matéria organica
promovida pelos microrganismos. Inicialmente, a diminui¢do do carbono organico pode ndo
parecer ser vantajosa, visto que ao final do processo haverd menos quantidade no material.
Devido a presenca de nutrientes minerais soluveis dos vegetais, ao fim do processo de

compostagem havera nutrientes ¢ humus, essenciais para beneficiar o solo. As substancias
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humicas e a matéria organica em elevado estagio de degradacgao apresentam grupos funcionais
em sua estrutura molecular que lhes conferem excelente resposta na complexagao de metais. Ja
a capacidade de agregacdo de acidos humicos e fulvicos deve-se ao alto teor de grupos
funcionais contendo oxigénio, tais como carboxilas, hidroxilas fendlicas e carbonilas de varios
tipos (JORDAO et al. 1993). A manutencio de niveis minimos de MO no solo é importante,
pois controla a erosdo, mantém a produtividade e auxilia na recuperacdo de areas e solos
degradados. Além disso, no processo de decomposi¢ao da matéria organica, a acracao ¢ um
fator fundamental, uma vez que favorece o metabolismo dos microrganismos aerdbios (KIEHL,
1998).

Os valores de nitratos das amostras variaram com os tratamentos durante todo o periodo
estudado. Segundo Ferreira; Andreoli (1999) os teores de nitrogénio no biossolido deve ser
determinado quando esse produto ¢ destinado a utilizacdo agricola, devido a alta mobilidade no
deslocamento do nitrato para a zona radicular das culturas agricolas, podendo acarretar em
impactos ambientais, tais como a qualidade da dgua subterranea. No entanto, o substrato
utilizado ndo ¢ rico em nitrogénio, o que acarreta numa alta relagdo C:N, o que dificulta o
processo de compostagem como um todo e aumenta a metabolizagdo aerdbica do nitrogénio
organico, convertendo-o em amoniacal. Assim, com o transcorrer da decomposi¢do, pode ser
transformado a nitratos (nitrificacdo), fendmeno este acidificantee que contribui para que o
composto maturado seja mais acido. Durante a compostagem deve ocorrer a estabilizacdo dos
residuos organicos devido ao aumento das bactérias nitrificantes. No entanto, em condi¢des de
anaerobiose, o nitrato pode ser perdido por desnitrificagdo, um fendmeno com efeito
alcalinizante (OLIVEIRA; DANTAS, 1995). No presente trabalho, 45 dias apds o inicio da
compostagem, observou-se a maior concentragdo de nitratos para o tratamento com o isolado
B. thurigiensis- LOIIL. Os valores de nitritos ndo foram detectados em intervalos < 15 dias
exceto para o consorcio; € nas demais amostragens estes valores foram baixos, provavelmente

devido a conversao aerobica a nitratos, anaerobica em nitrogénio e em seguida a amonia.



Tabela 17- Parametros fisico-quimicos avaliados na compostagem de solo + lodo (proveniente da primeira lagoa de sedimentacdo da ETE de uma agroindustria

sucroalcooleira), 15, 45 ¢ 75 dias ap6s a inoculagdo por diferentes bactérias ou seu consorcio, em condigdo de casa-de-vegetacdo. Médias seguidas de letras

distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Fosfato Fosfatase
Isolados Di UFC T CO) oH C.E. Umidad:, % Umidadeo% C.0. (%) Nitrato Nitrito Total Alcalina
Bacterianos | 28 (cel.g™) (uc.cm™) 60-65 °C 100-105 °C (mg.kg™) (mg.kg™)
(mgkg) | (UL

Pseudomonas | 15 | 5,46 £0,04° | 31,00=0,00° | 7,.80=0,06 | 85,00+7,07° | 16,66%0,26° | 17,45 +1,96° | 5,28 0,00° | 2,71 +0,00° | 0,00+0,00° | 2,28+0,02° | 13,78+0,90°
aeruginosa | 45 | 493£0,03% | 26,00£0,00° | 7,96£0,04° | 95007070 | 29,00% 1,79 | 27,92£225" | 7,32£0,34° | 4,61£0,00° | 0,40+0,02° | 2,3320,06" | 13,78:4,48°
EF1 75 | 3,73+0,03> | 31,00+0,00° | 7,57+0,02¢ | 135,00 +21,2% | 7,80 +0,34° | 11,50+0,71¢ | 3,72+ 1,02¢ | 2,95+0,22° | 0,47+0,05* | 2,77+0,04* | 59,27+0,00°
Bcills 15 | 5,61+0,14° | 31,67 +047% | 7,82+0,80° | 85,00 £ 7,07° | 19,36 +0,24° | 20,07 +2,31° | 4,92+ 0,17° | 2,53 £0,44> | 0,00+0,00° | 2,36+0,11° | 6,89 % 0,00°
atrophaeus | 45 | 436+0,14° | 26,00 £0,00° | 8,17+0,03 | 120,00 +0,00° | 36,73 +0,88¢ | 3347+4,12¢ | 7.32+£0,34% | 4,61 +1,08® | 0,47+0,05* | 2,20+0,09° | 12,40+0,00
EFll 75 | 3,96+0,03° | 30,67+0,00° | 7,74+0,04* | 180,00+14,14* | 8,53 +0,47° | 6,80+ 0,28° | 3,24+0,34° | 4,61 £1,08¢ | 0,45+0,07* | 2,83+0,05° | 44,11+0,00°
15 | 5,17+0,14* | 31,00 £0,47* | 7,86+0,03* | 100,00 +0,00° | 17,80 £ 1,07° | 21,87 +6,23% | 5,64+ 0,34* | 0,98 +0,17° | 0,00+0,00° | 2,34+0,08° | 8,27  0,00°
. eleféllé‘;n 45 | 4,82+0,14* | 26,00+ 0,00° | 8,01 +0,08" | 135,00 =0,00° | 34,37 +0,95° | 36,25+2,13% | 5,76 +0,00° | 1,15+0,00 | 0,29+0,03° | 2,26+0,09* | 0,00 + 0,00°
75 | 4,30+0,04> | 31,00+0,00° | 7,78+0,02¢ | 160,00+ 0,00* | 8,87 +3,63° | 10,13+1,42¢ | 5,58 +0,08" | 3,85 +0,00° | 0,37+0,00* | 2,72+0,01% | 41,35+0,00°
Lysinibacillus | 15 | 660,07 [ 32,00 047 [ 8,02+0,03* [ 80,00 0,00° | 19,00+ 1,04 | 21,6242,08° | 5,40+0,00° | 0,86 +0,00° | 0,00:£0,00° | 2,29:0,08" | 13,78+0,00°
macroides | 45 | 546 0,148 | 26,67+0,17" | 8,05+0,01* | 140,00 +0,00° | 39,35+ 1,94 | 41,28=1,95% | 6,54+0,08* | 1,03=0,22" | 0,28+0,06" | 2,34+0,07* | 8,27 = 1,95
Lon 75 | 3,71£0,07° | 31,00+0,00° | 7,61+0,03* | 195,00+ 0,00* | 10,33 +0,92¢ | 6,68 +0,84° | 3,66+ 0,08 | 2,69 +0,00° | 0,35+0,03* | 2,67+0,09* | 35,84+1,95°
Bacillus 15 | 5,11 £0,62° | 3133 £0,47° | 7,83+0,03" | 80,00 +0,00° | 20,48+ 1,18° | 22,50 £4,57° | 6,00 + 0,00* | 2,35+ 0,00° | 0,00+0,00° | 2,40+0,12° | 8,27 + 0,00°
th”fggfﬁm' 45 | 4,65+0,17° | 26,00+0,00° | 8,130,012 | 110,00= 0,000 | 3587 £5,91° | 35,658,600 | 6,24 =034 | 10,96+0,821 | 0,42£0,09® | 2,46+0,17" | 13,78+0,97"
75 | 3,16+0,03° | 32,00+0,00° | 7,63+0,02¢ | 200,00+ 0,00* | 13,73 +1,92¢ | 10,80+2,55¢ | 2,52+ 0,00° | 4,48 +0,44" | 0,48+0,06* | 2,91+0,07* | 38,59+0,00°
Consércio | 15 | 5,42+0,06° | 32,00 =0,00° | 7,85+0,06* | 125,00 = 7,07° | 20,48 =2,20° | 18,74 £2,06° | 5,52 £ 0,00° | 2,22 + 0,00° | 0,56+0,06* | 2,76+0,20° | 22,06+0,00°
45 | 449+023% | 27,00 0,00 | 8,16+0,09¢ | 127,00 +7,07° | 3588 £0,59% | 29,91+1,15% | 6,00+ 0,17 | 1,67 +0,44° | 0,28+0,03¢ | 2,29+0,12" | 4,13 + 0,00°
75 | 3,80+0,12¢ | 32,00+0,00° | 7,53+0,01° | 165,00+ 7,07* | 13,73 £2,65° | 8,50+ 0,98° | 3,84 +0,60° | 2,93 +0,22¢ | 0,35+0,03" | 2,71+0,08" | 46,87+0,00°
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Ainda com relag@o aos ensaios de compostagem, aos 75 dias a concentragdo de fosfatos
aumentou em todos os tratamentos, € tal resultado corrobora os da atividade da enzima fosfatase
alcalina. Para Mendes et al. (2001), as atividades enzimaticas refletem as propriedades
bioquimicas do solo, cujos residuos organicos sdo metabolizados por elas. Isso determina a
estrutura do solo e a ciclagem de nutrientes para plantas, etc., destacando-se as fosfatases (acida
e alcalina) que atuam no ciclo do fosforo. Essas enzimas sdo secretadas pelas raizes das plantas
e pelos microrganismos presentes no solo (NAHAS et al. 1994) e sdo responsaveis pela
hidrolise de ésteres de fosfatos, transformando o fosforo organico em soluvel. Os lodos tipicos
de esgoto sdo ricos em MO, contém nitrogénio (4%), fosforo (2%), potassio (0,3%) e outros
macros ¢ micronutrientes, os quais fornecem quantidades necessarias exigida para cada tipo de
planta, sendo que o uso indiscriminado pode causar efeito toxico (Péssoa, 2011).

5. 12 Defini¢cdo do consorcio microbiano e crescimento dos microrganismos em meios
sintético e de baixo custo

Para os ensaios de biaumentagao das lagoas da ETE da S. A. Usina Coruripe Aglicar e
Alcool, foram selecionadas 4 bactérias previamente isoladas (Pseudomonas aeruginosa — EF1,
Bacillus atrophaeus — EF1l, Bacillus cereus — EFIIl e Lysinibacillus macroides — LOII) e 2
fungos (Phanerochaete chrysosporium — PC e Mucor sp — 2A). Tais microrganismos foram
selecionados devido as suas caracteristicas metabodlicas e fisiologicas, além de nao
apresentarem interagdo antagdnica.

A biorremediagdo de efluente industrial com alta carga organica pode ser realizada por
meio de consorcios microbianos. Por exemplo, Divya et al. (2016), testaram um consoércio de
i1solados preparados com 50% de Bacillus e 50% de Aeromonas (isolados de amostras de aguas
residuais) e observaram 67,51% de remocao de amonia de efluentes de processamento de frutos
do mar. Chowdhury et al. (2011), os autores desenvolveram um consorcio microbiano
composto por microrganismos isolados de local de reciclagem de lixo da cidade de Calcuta, na
india, e que recebe alta concentragdo diaria de metais potencialmente toxicos, visando o
tratamento de aguas residuais com esse tipo de material. O estudo de biorremediacao em escala
de laboratorio indicou eficiéncia do consércio, uma vez que em 48 h foi removido 83,68% de
chumbo da 4gua destilada e 94,4% da 4dgua Bheri suplementada com 5 mM de sal nitrato de
chumbo.

Gaikwad et al. (2014) isolaram 5 espécies microbianas de diferentes fontes e avaliaram
o seu potencial de degradagdo individual e associado em reatores, monitorando-se alguns
parametros fisico-quimicos. O consorcio microbiano foi composto por Pseudomonas sp.,

Actinomycetes sp., Bacillus spp., Streptomyces sp. e Staphylococcus sp. e, nas condi¢des


http://ascidatabase.com/author.php?author=Sanhita&last=Chowdhury
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testadas, apresentou redug¢do de DQO e DBO de até 90,17% e 94,02%, respectivamente, sendo
esta redu¢ao menor quando se utilizou as espécies microbianas individuais, a qual variou de
42,11 a 59,76% para DQO e 58,55 a 77,31% para DBO.

Al-Wasify et al. (2017) também isolaram 5 espécies bacterianas (Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Lactobacillus delbrueckii, Staphylococcus aureus e Enterococcus
hira) e 3 cepas fungicas (Alternaria sp., Fusarium sp. e Aspergillus sp.) de local contendo
poluentes organicos e outros, a fim de utiliza-los no processo de biodegradagao de efluentes de
laticinios. Os consorcios bacterianos e fungicos foram preparados separadamente antes de
serem testados, mas os resultados foram promissores na remog¢ao de organicos (78,7% e 74,7%
para bactérias e fungos, respectivamente) e de sélidos totais em suspensao (99 % de eficiéncia
para bactérias e fungos). A biodegradagdo de aguas residuais lacteas, dependendo dos
microrganismos locais, ¢ uma tecnologia eficaz, barata e ecoldgica.

A espécie Bacillus cereus, uma das bactérias isoladas e selecionadas para compor o
consorcio, ¢ eficiente na biorremediacdo de efluentes de origem industrial. Banerjee; Ghoshal
(2016) utilizaram duas linhagens de B. cereus a fim de avaliar a eficiéncia dessas cepas na
degradagdo de fenol em efluente de uma indistria petrolifera. Os autores registraram uma
remocao de DQO de 95% em experimento realizado em biorreator. Gawai; Mogha; Prajapati
(2017) também utilizaram estirpes de B. cereus no tratamento de efluente lacteo em escala
piloto. Os autores obtiveram excelentes resultados nos parametros avaliados, apresentando
reducdo de 50,68% de DQO, 44,07% de DBO, aumento no valor de pH de 6,7 para 8,54 e
aumento de 44,06% de STD.

A utilizagdo de Lysinibacillus sp. na biorremediagdo também ja € reportada na literatura.
Saratale et al. (2013) avaliaram a capacidade de descolora¢do e de degradagdo de efluente téxtil
por esse género bacteriano e obtiveram eficiéncia de até 87% de descoloracdo e de 69% de
degradacdo no tratamento desse efluente. Apesar do tratamento de efluentes utilizando bactérias
ser bastante evidenciado, devido a degradacdao de compostos de carbono e de nitrogénio
presentes, os fungos tém demonstrado potencial para serem aplicados nesse tipo de tratamento.
Bhanja et al. (2014), por exemplo, utilizaram fungos individualmente (Mucor circinelloides
MTCC1297 e Trichoderma reesei NCIM992) que foram eficientes na remog¢do de DQO
(88,72% e 86,75%, respectivamente) de efluente industrial. Por outro lado, consdrcios fungicos
também tém se mostrado eficientes na biorremediacdo, como reportado por Djelal; Amrane
(2013). Para isso, os autores utilizaram Aspergillus niger, Mucor hiemalis e Galactomyces
geotrichum na bioaumentacdo de efluente lacteo em escala-piloto, e obtiveram remocgao de até

75% de DQO. Pakshirajan; Kheria (2012) utilizaram Phanerochaete chrysosporium para tratar


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pakshirajan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22406852
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efluente de industria téxtil em reator biologico. A eficiéncia da remocdo de DQO foi
comprovada, bem como a descoloragdo do efluente estudado.

A utilizacdo de consorcios microbianos também ¢ reportada na literatura, uma vez que
a relacdo entre bactérias e fungos contribui para a estabilizacao da matéria organica dissolvida
(ZHAO et al. 2019). Song et al. (2018) utilizaram um conso6rcio microbiano para melhorar a
eficiéncia da compostagem de residuos alimentares. Os resultados desses autores revelaram que
0 consoOrcio microbiano acelerou a degradagao de compostos proteicos e a formagao de
materiais complexos semelhantes a himicos.

Os isolados fungicos (Phanerochaete chrysosporium — PC e Mucor sp — 2A) € o0s
bacterianos (Pseudomonas aeruginosa — EF1, Bacillus atrophaeus — EF1l, Bacillus cereus —
EFIII e Lysinibacillus macroides — LOII) deste estudo foram capazes de crescer no meio de
baixo custo. A producdo de células j4 aumentara apds 24 h de cultivo, exceto para Bacillus
atrophaeus — EF1I (Figuras 8 ¢ 9), mas ap6s 96 h de incubag@o o meio de baixo custo continuou
apresentando maior crescimento populacional em comparagdo com o meio sintético (caldo
nutriente ou extrato de malte).

Figura 8- Crescimento fungico: A) (Phanerochaete chrysosporium - PC), B) Mucor sp—2A), ap6s 24,

48, 72 € 96 h de incubag@o no meio sintético e no de baixo custo (30 + 1 °C, no escuro, com aeragao de

140 rpm).
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Figura 9- Crescimento bacteriano: A) Pseudomonas aeruginosa- EF1; B) Bacillus atrophaeus- EF1L; C) Bacillus cereus—EFII e D) Lysinibacillus macroides

LOII, ap6s 24, 48, 72 e 96 h de incubagdo no meio sintético e no de baixo custo (30 = 1 °C, no escuro, com aeragdo de 140 rpm).
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Verificou-se, no presente trabalho, que o meio de baixo custo contendo racdo animal
com elevado teor de proteina, e residuos agroindustriais, ¢ uma alternativa eficiente para o
crescimento de microrganismos (bactérias e fungos) em comparagao aos meios sintéticos e ja
bastante empregados no cultivo de tais microrganismos, além de ser economicamente viavel
(Apéndice 2).

A utilizacdo de substratos agroindustriais renovaveis de baixo custo (tais como como
sacarose, amido, amido hidrolisado, xarope de milho e melagos residuais) € interessante para o
desenvolvimento de qualquer processo biotecnologico. Além de agregar valor aos subprodutos
gerados, a contribui¢do para minimizar os problemas ambientais ¢ compensadora em relagio
aos custos de producio de meios de cultura sintéticos. E importante salientar que para
minimizar os custos com biorremediagdo em ETEs, alguns critérios devem ser adotados. Entre
eles, esta a selecdo adequada dos microrganismos e as condi¢des de manutengdo dos mesmos

para que seja viavel a sua aplicagdo em grande escala e em condi¢des de campo.

5.13 Monitoramento da biorremediacio de efluentes da estacio de Tratamento (ETE)
da S. A. Usina Coruripe Aciicar e Alcool, Matriz Alagoas
O tratamento por bioaumentagao foi avaliado durante a safra 2018/2019. Nesse periodo,
a Lagoa A (receptora de dguas de lavagem de cana e caldeiras) apresentou as temperaturas mais
elevadas, atingindo valores acima de 40 °C, e os menores valores de OD (0,80 mg O>. L)
(Tabela 18). Tais valores de temperatura sdo decorrentes de despejos de origem industrial e
resultam na redugdo do oxigénio dissolvido, devido a dificuldade de difusdo do oxigénio
atmosférico e ao estimulo as atividades bioldgicas locais, caracterizando outros parametros
como a densidade, viscosidade e pressdao de vapor do meio liquido (SANTOS, 2009; VON
SPERLING, 2005). Apesar de essencial a vida aerdbica, o oxigénio ¢ fator significante na
corrosdo de tubulagdes de ferro e ago, e varia em funcdo da temperatura da dgua e pressao
atmosférica. Redugdes significativas nos teores de oxigénio dissolvido sdo provocadas por
despejos principalmente de origem organica (CREPALLI, 2007; VON SPERLING, 2005). Por
outro lado, o ponto de pos-tratamento (Lagoa G), apresentou temperatura maxima de 33,85 °C
e as maiores concentragdes de OD (de 1,20 a 2,80 mg O>.L"), adequando-se para fins de
irrigacdo, embora ndo para consumo animal e humano.
Os valores mais acidos de pH detectados na Lagoa A (Tabela 18), devem-se, entre outros
compostos, a presenca de 6leos lubrificantes e acidos organicos provenientes do processamento
de caldo de cana e bagacilho no ponto amostrado, ja que ¢ um despejo de origem agroindustrial.

A maioria das amostragens da Lagoa G, por outro lado, apresentaram valores de pH entre 5 e
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6, e considerando-se que o cultivo de cana-de-acucar em latossolo argiloso amarelo requer pH
de 4 - 8,5, as aguas dessa lagoa mostraram-se adequadas para a irrigagdo dessa cultura nesse
solo. De acordo com Libanio (2005), os valores de pH estao diretamente relacionados ao grau
de solubilidade de diversas substancias ¢ a distribui¢ao nas formas livres e ionizadas de diversos
compostos quimicos, o que também define o potencial de toxicidade de alguns elementos. As
amostras da Lagoa G apresentaram as maiores médias mensais de alcalinidade a bicarbonato
no periodo avaliado (Tabela 18), cujos valores sdo suficientes para a manuten¢ao do pH
proximo da neutralidade. Elevados valores de alcalinidade nos corpos hidricos representam os
processos de decomposi¢ao da matéria organica, a atividade respiratoria dos microrganismos e
o langamento de efluentes industriais (LIBANIO, 2005).

No periodo avaliado, os maiores valores de DQO — acima do valor recomendado (150
mg.L! para 4guas de classe III), isto é, para lancamento direto em cursos de 4dgua para
abastecimento — (Tabela 19), como esperado, estavam na Lagoa A (receptora de aguas de
lavagem de cana e caldeiras), principalmente em outubro de 2018 (média mensal de 632,22 mg
0,.LY), por conta de todo o contetido do efluente agroindustrial, em especial bagacilho. Por sua
vez, foi constatada a reducdo de matéria organica (72,50 %) da Lagoa A para a Lagoa G (pos-
tratamento bioldgico). Poi et al. (2017) estabeleceram um consorcio composto por 22 culturas
puras, sendo a maioria delas cepas de Acinetobacter sp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp., que,
juntas, formam um biofilme com capacidade de degradar efluentes contaminados com fenol.
Os resultados mostraram que os consorcios microbianos testados reduziram a toxicidade
fenodlica das aguas residuais, uma vez que diminuiram o valor da concentragao de DQO
presente. Por sua vez, Venkateswar et al. (2018) utilizaram bactérias celuloliticas isoladas de
amostras de solo poluido com efluentes de fabricas de papel e celulose, para desenvolver um
consorcio microbiano eficiente na reducdo de DBO, DQO, fosfato e compostos nitrogenados
nas lagoas de aquicultura. Os resultados indicaram que o consorcio de microrganismos foi
eficiente na redugdo das concentracdes dos parametros analisados nas lagoas sob estudo,
demostrando que foram fundamentais para melhorar a qualidade da agua dos tanques de

aquicultura.



Tabela 18- Temperatura, concentragdo de oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade total, condutividade elétrica, solidos totais sedimentaveis, solidos totais

dissolvidos e turbidez das amostras coletadas nas lagoas A ¢ G da ETE da agroindustria estudada (Coruripe-AL), no periodo de 09/10/2018 a 16/04/2019.

2018 2019
Parametros Lagoas
Setembro Outubro Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Marco Abril
Temperatura A 40,50+0,21 39,33+1,15 40,8042,12 | 37,6542,19 | 44,90+1,70 | 37,75+4,31 41,10+0,28 39,10+1,80
°O)
G 30,70+0,50 30,70+0,60 32,65+£0,21 33.80+£1,56 | 33.60£0.80 | 32,75+1,06 33,85+0,24 33,40+0,70
Oxigenio A 0,90+0,01 0,80+0,00 0,92+0,00 0,86:0,02 0,90+0,01 0,85+0,00 1,05+0,03 1,800,03
Dissolvido (mg
02L7) G 2,80+0,01 1,20+0,01 1,500,00 1,700,00 1,60+0,20 1,30+0,03 1,85+0,10 1,70+0,02
A 4,1120,39 4,53+0.45 430+ 0,56 4,72+0,80 4,5140,71 4,68+0,78 4,44+0,65 4,61%0,56
pH (Uph)
G 4,81£0,21 4,.8140,17 5,50+0,17 5.97+0,70 6,22+0,22 6,16=0,12 6,34+0,27 6,07+0,10
Alcalinidade A 0,00+0,00 9,70+1,67 53,35+7,54 77,60£5,48 | 29,10£1,71 | 72,75+6,86 63,05+4,29 48,50+1,78
Total (mg
CaCOs.L7) G 9,70+1,68 109,93+40,38 | 140,65+48,01 | 130,95+6,86 | 145,50+5,87 | 135,80427,44 | 164,90+41,15 | 48,50+0,97
CO'E‘}:iYidade A 1100,00+27,83 | 1223,33427,73 | 1100,00+28,28 | 895,00+7,07 | 1200,00+9,77 | 965,00+7,87 | 900,00+5,72 630,00+1,67
etrica
(uS.cm™) G 890,00+32,35 | 1173,33+37,60 | 1060,00+47,10 | 920,00+28,28 | 700,00+1,26 | 825,00+5,39 | 825,00+4,81 | 370,001,52
Sélidos Totais A 2,4040,50 0,70+0,01 3,000,30 7.00£0,51 2,0040,05 1,50+0,20 5,500,80 9,00+0,70
Sedimentaveis
(mg.L) G 0,00-£0,00 0,03+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00=0,00 0,00+0,00
Sélidos Totais A 825,0040,02 | 917,50£0,21 | 825,00£0,02 | 671,25£0,01 | 900,00£0,01 | 723,75+0,01 | 675,00£0,01 | 472,50+0,06
Dissolvidos
(mg.L"") G 670,00+0,05 | 880,00£0,08 | 795,0040,06 | 690,00£0,06 | 525,00£0,07 | 618,75+1,20 | 618,75+0,06 | 277,500,08
Turbidez A 337,67£17,91 | 347,89424,.49 | 312,83+38,83 | 213,83+54,92 | 333,67+18,97 | 230,83+£28,99 | 327,00£15,79 | 399,67+27,80
(NTU)
G 104,00£15,79 | 140,43+33,25 | 299,17+47,38 | 97,00£18,86 | 201,67+20,30 | 60,17+7,45 | 74,08+14,87 | 118,00+17,40
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Tabela 19- Demanda Quimica de Oxigénio, concentragdes de fosfato, de amodnio, nitrito, nitrato, acidos volateis e cloretos coletadas nas lagoas A ¢ G da ETE

da agroindustria estudada (Coruripe-AL), no periodo de 09/10/2018 a 16/04/2019.

2019
Parametros Lagoas
Setembro Outubro Novembro Dezembro Janeiro Fevereiro Marco Abril
&l‘;‘rﬁ?c‘;dge A 253,75+15,64 | 632,22+89.32 | 351,67434,06 | 555.83+31,82 | 386,67+18,39 | 620,83+8,89 | 385,83+74,25 | 473,33+54,36
Oxigénio (mg
0:.L G 160,00+12,35 442,22+51,03 125,83+17,68 54,17+4,12 83,33+4,85 120,83+26,40 44,17+8,40 75,00+5,82
Fosfato (mg A 2,04+0,51 5,30+1,36 4,76+1,84 6,78+0,77 3,13+0,50 6,10+0,36 4,34+0,38 6,52+0,82
P.LY)
G 3,78+0,48 5,69+0,82 6,22+0,93 6,08+1,46 5,33+1,01 4,54+0,97 5,12+1,02 3,69+0,52
Ambnio (mg A 2,33+0,01 229,02+66,02 144,78+9.56 168,41+0,35 57,71+1,32 108,46+2,51 109,70+4,26 71,14+12,30
NH4" N.L'1)
G 0,92+0,03 56,55+18,57 51,74+0,70 29,60+0,09 29,85+0,54 8,46+0,49 48,01+3,16 2,49+0,08
Nitrito (mg A 0,05+0,01 2,35+0,51 16,59+0,52 0,36+0,07 0,27+0,01 5,03+0,67 1,0540,02 2,63+0,03
NO> N.LY)
G 0,10+0,05 0,68+0,02 2,04+0,04 0,52+0,02 0,68+0,01 0,61+0,03 1,44%0,06 0,75+0,02
Nitrato (mg A 0,13+0,02 33,6242,10 5.2142.80 1,67+0,06 29,70+1,82 13,67£1,50 36,67+1,20 33,62+0,92
NOs N.L'Y)
G 0,21+0,01 6,68+0,54 2,54+0,70 4,67+0,02 7,12+0,07 17,09+2,87 9,17+0,90 6,68+0,08
\‘]Acli%"f A 400,50+1,76 192,83+33,89 218,05+37,33 120,15+8,81 231,404+2,34 | 253,654+2,93 142,40+0,60 311,50+2,15
olateis
(mg.L") G 320,40+0,05 234,37+31,26 106,80+0,00 178,00+15,04 160,20+0,82 | 151,30+8,16 80,10+3,76 89,00+0,07
Cloretos A 205,19+0,80 198,33+4,27 158,69+2,69 112,54+1,95 132,77+1,86 | 675,68+6,78 | 2024,75+86,20 | 2687,80+67,32
-1
(mg. L) G 155,49+0,51 226,25+3,75 190,99+8,15 142,00+4,01 183,18+0,92 | 969,71+15,87 | 2345,15+76,10 | 1958,00+52,35
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Por outro lado, ¢ necessario avaliar fosfatos totais nas aguas, uma vez que seus altos
niveis associados a altas concentracdes de nitratos e nitritos podem levar a um efeito de
eutrofizagdo (OGUNFOWOKAN et al. 2005). De acordo com a Resolugdo CONAMA
357/2005, as concentragdes maximas, para aguas de classe 111, sdo: 0,15 mg P.L"! para fosfato,
10 mg NO3 N.L"! para nitrato e 1 mg NO,” N.L"! para nitrito. Segundo Metcalf; Eddy (2003),
o fosforo ¢ um elemento indispensavel a todas as formas de vida, ja que ele participa dos
processos de respiracao, fotossintese e reproducao celular. Além de ser de extrema importancia
para o crescimento dos microrganismos, que agem na estabilizagdo da matéria organica
presente na agua.

Neste estudo, mesmo com os altos niveis de fosfato presentes na lagoa G durante a safra
estudada (Tabela 19), o risco de eutrofizacdo foi baixo, pois a dgua dessa lagoa apresentou
concentragdes baixas de nitratos / nitritos (SCHINDLER et al. 2008). Salgado et al. (2017)
projetou um consércio bacteriano com quatro cepas de rizobactérias para verificar o
desempenho de sistemas de tratamento de areas umidas construidos para a remogdo de
poluentes das aguas residuais domésticas. Tal consdrcio, composto por microrganismos
autodctones (Acinetobacter, Pseudomonas e dois Bacillus) permitiu a remocao de 55% de
fosfato, quando inoculado em efluente sintético com 10 mg L~ ! de fosforo total apos 30 dias
de operagdo do reator. Delgadillo-Mirqueza et al. (2016) investigaram o efeito de um consoércio
de microalgas-bactérias autdctones na remogao de poluentes por 8 dias. Eles verificaram que o
fosfato foi totalmente removido do meio (4guas residuais municipais) apds 100-150 h em
culturas de lotes. Os autores enfatizam que essa eficiéncia pode ser atraente para o tratamento
de efluentes secundarios onde hé pouco carbono organico disponivel.

Como observado na Tabela 19, também as maiores concentragdes de ions amonio foram
encontradas na Lagoa A, sendo o valor maximo permitido (para aguas de classe III) de 5,0 mg
NH*" N.L'. Geralmente, a utilizagio de fertilizantes e lancamento anterior de efluentes
organicos em processo de decomposi¢do pode explicar concentragdes tdo elevadas desses
parametros.

Em estudo recente, Vijayaraj; Mohandass; Joshi (2019) avaliaram o potencial de
microrremediacdo de nove bactérias marinhas produtoras de sideréforos no tratamento de
efluentes bruto de curtume. Os autores verificaram que as concentracdes da maioria dos
poluentes detectados foram diminuidas ap6s o processo de biorremediagao, entre eles, o nitrato,
que apresentou redugdo de 57%. He et al. (2019) isolaram uma nova bactéria, identificada como

Pseudomonas mendocina TIPUO4, que foi capaz de remover amonia, nitrato e nitrito, mantendo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joshi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31070993
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alta eficiéncia de remocao em condigdes estéreis (98%, 93% e 100%, respectivamente) e em
aguas residuais reais (91%, 52% e 75%, respectivamente).

A remocgao de fosforo e nitrogénio € indispensavel quando um efluente ¢ lancado em
corpos hidricos (SANTOS; BASTOS; AISSE, 2006). No entanto, se esse efluente for utilizado
para irrigacdo, o fosforo pode ser um elemento indispensavel para o desenvolvimento das
culturas. De acordo com Metcalf; Eddy (2003) o nitrogénio ¢ um importante elemento na
sintese de proteinas; logo, a concentragao desse na dgua permite a avaliacao da eficiéncia de
um efluente tratado por processos bioldgicos. Observou-se que, no periodo estudo, os valores
de nitrito e nitrato variaram. Esse fato se deve a interferéncias ocorridas especialmente nos
meses de outubro, janeiro, margo e abril, onde o tratamento foi prejudicado por falhas de
manutengdo da ETE, tais como interrup¢ao do funcionamento do decantador mecanico, falta de
energia elétrica nas casas de bomba (afetando assim, o tempo de residéncia hidraulica). Tais
incidentes levaram a alteragdes ocorridas nos procedimentos a serem adotados para o
tratamento do efluente.

Durante o periodo avaliado, a concentragao de acidos volateis (AV) foi menor nas
amostras da lagoa G (Tabela 19). Tal fato era esperado, uma vez que esse ponto de amostragem
¢ de pods-tratamento bioldgico, indicando a eficiéncia do processo. Dentre os contaminantes
presentes nos efluentes estao nutrientes como o nitrogénio inorganico e o fésforo, cuja remogao
¢ influenciada pela presenca de AV (como acético, propidnico, n-butirico, iso-butirico, dcido
foérmico e muitos outros), dependendo do tipo de tratamento na ETE. O acumulo de AV indica
desequilibrio entre o consumo de matéria organica por diferentes tipos de bactérias anaerdbias
responsaveis pelo tratamento bioldgico do efluente. Supde-se que os AV atuem como fonte de
carbono em aguas residuais para o funcionamento de bactérias desnitrificantes e nitrificantes,
por exemplo, e forneca a energia necessaria para realizar sua funcdo (ELEFSINIOTIS et al.
2004; PUIG et al. 2008). Quando a concentracio de AV excede cerca de 500 mg.L™!, ou melhor,
quando ndo ha mais tamponamento devido a auséncia de alcalinidade ao bicarbonato, ha sérios
problemas com o sistema de tratamento devido a diminui¢do do pH (SAWYER; MC CARTY;
PARKIN 1994). As menores concentragdes de cloretos foram obtidas nas amostragens da
Lagoa A (Tabela 19). O cloreto na forma ionica ClI" ¢ um dos principais anions inorganicos
presentes em efluentes, sendo suas concentragdes mais altas em aguas residudrias do que em
esgotos domésticos. Para as aguas de classe III (CONAMA 357/2005), o limite maximo para
esse pardmetro deve ser de 250 mg.L"!. Segundo Menéndez; Marrero (2001) o aumento da
concentragdo do ion cloreto em sistema de lodos ativados por exemplo, acarreta diminui¢ao da

producao de biomassa microbiana. Sabe-se que o cloreto também interfere no tratamento
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anaerobio de efluentes industriais, podendo chegar a provocar corrosdo em tubulagdes (Ribeiro,
Sandri; Boéno, 2013).

O monitoramento da qualidade do efluente de ETE através de alguns parametros de
qualidade mostraram que, apesar das varidveis encontradas no experimento em escala de
campo, o tratamento utilizado (biaumentagao) foi considerado promissor, visto que alguns dos
parametros analisados melhoraram pods-tratamento, revelando-se economicamente viavel e
ecoeficiente.Vale ressaltar que alguns dos parametros apresentados nao se adequam para que
esses efluentes possam ser lancados em rios, por exemplo. Isso pode ser explicado
principalmente por vazdes ndo controladas e tempo de residéncia hidraulico encurtado por isso
e pelo excesso de residuos acumulados de outras safras nas lagoas da ETE, diminuindo a
capacidade volumétrica das lagoas e formando coldides com &cidos hiimicos e fulvicos. No
biénio estudado, o tempo de retengdo hidraulica nas lagoas foi de 24h, de modo que da lagoa
que recebeu o tratamento até a lagoa G o tempo de retencao hidraulica entre as lagoas foi de

cerca de 24 h apenas.
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6 CONCLUSOES

A destinacao final adequada do efluente e de lodo gerados em Estagdes de Tratamento
de Esgoto ¢ fator crucial para que ndo ocorra contaminagdo ambiental. Para isso, a irrigacao
com agua de reuso ¢ uma técnica favoravel, bem como o uso agricola ¢ uma forma
ambientalmente sustentavel de destinag¢do do lodo. Entretanto, existem algumas limita¢des para
alguns tipos de culturas, as quais nao podem receber tais residuos sem o devido tratamento,
assegurando assim a sua qualidade. Partindo-se de residuos solidos ou liquidos de uma
agroindustria canavieira, foram isoladas neste estudo bactérias com alta tolerancia a gradiente
osmoético (6,25 mg.mL! de sacarose). Das estirpes obtidas, oito apresentaram alta tolerancia a
diferentes sais de metais potencialmente téxicos, e destas, as cinco que apresentaram
resisténcia multipla a seis ou mais desses sais de metais, tolerando até 10,024 mM de alguns
deles, foram selecionadas e submetidas a diferentes ensaios, sendo identificadas
molecularmente como Pseudomonas aeruginosa - EF1, Bacillus atrophaeus - EF11, B. cereus -
EFIIL, Lysinibacillus macroides- LOIl e B. thuringiensis -LOIII).

Com excecdo de L. macroides - LOIl e B. cereus - EFIIl, que suportaram
respectivamente até 3% e 5% de NaCl, as outras trés bactérias tolelaram in vitro até 9% desse
sal. Os isolados P.aeruginosa-EF1, B. cereus- EFIIl e B. thuringiensis -LOIIl solubilizam
fosfato, fixam nitrogénio e produzem AIA in vitro. Todas as 5 estirpes foram capazes de
secretar lipase e amilase e outras enzimas de interesse biotecnoldgico, além de crescer em
temperatura de até 85 °C e ndo apresentarem antagonismo entre si.

A combinacao dos aspectos metabolicos e fisiologicos estudados nos cinco isolados
autoctones selecionados revelaram grande potencial dos mesmos para utilizagdo como
suplemento para a promog¢ao do crescimento vegetal. Da mesma forma, quando inoculadas
individualmente ou na forma de consoércio em residuos sucro-alcooleiros (efluente industrial e
lodo) in vitro, essas estirpes apresentaram potencial para degrada-los, adequando véarios dos
parametros de qualidade ao limite de aplicagdo segura desses residuos na fertirrigagao do solo
sem prejuizos ao meio ambiente. Tais resultados permitiram a proposi¢cdo de um consoércio
bacteriano capaz de tolerar metais potencialmente toxicos, alta salinidade/temperatura e
potencialmente capaz de uso na biorremediacdo de residuos agroindustriais em escala de
campo. Exceto para Bacillus atrophaeus - EFII, o crescimento celular dos microrganismos foi
maior apds 24 horas de cultivo em meio de baixo custo. Desta forma, ¢ possivel afirmar que o
meio proposto no presente trabalho, como alternativa ao meio sintético, foi eficiente para o
cultivo de bactérias e fungos em condic¢des laboratoriais e também na manutencao do consorcio

microbiano em grande escala para aplicagcao em campo.
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Apéndice 1. Sequéncias depositadas no National Center for Biotechnological Information
(NCBI).

Pseudomonas aeruginosa strain LBPMA-EFT 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: MH107766.1

FASTA Graphics
Go to:

LOCUS  MHI107766 613bp DNA linear BCT 28-MAR-2018
DEFINITION Pseudomonas aeruginosa strain LBPMA-EFI 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION MH107766
VERSION MH107766.1
KEYWORDS
SOURCE  Pseudomonas aeruginosa
ORGANISM Pseudomonas aeruginosa
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales;
Pseudomonadaceae; Pseudomonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 613)
AUTHORS Santos,E.C.L., Silva,A.L.S., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.Q.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (23-MAR-2018) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  Sequences were screened for chimeras by the submitter using
DECIPHER 2.2.0.

##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..613
/organism="Pseudomonas aeruginosa"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="LBPMA-EFI"
/isolation_source="Effluent"
/db_xref="taxon:287"
/country="Brazil"
/collected_by="Elane Cristina Lourenco dos Santos"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd seq: acwcctacgggwggewgce,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac”
rRNA <1..>613
/product="16S ribosomal RNA"

ORIGIN
1 tgcegegtgt gtgaagaagg tettcggatt gtaaagceact ttaagttggg aggaagggca

61 gtaagttaat accttgctgt tttgacgtta ccaacagaat aagcaccgge taacttegtg
121 ccagcagccg cggtaatacg aagggtgcaa gegttaatcg gaattactgg gegtaaageg
181 cgcgtaggtg gttcagcaag ttggatgtga aatccceggg ctcaacetgg gaactgceate
241 caaaactact gagctagagt acggtagagg gtggtggaat ttcctgtgta geggtgaaat
301 gcgtagatat aggaaggaac accagtggeg aaggegacca cctggactga tactgacact
361 gaggtgcgaa agecgtgggga gcaaacagga ttagataccee tggtagtcea cgecgtaaac
421 gatgtcgact agccgttggg atccttgaga tettagtgge geagetaacg cgataagteg
481 accgectggg gagtacggee gecaaggttaa aactcaaatg aattgacggg ggccegeaca
541 agcggtggag catgtggttt aattcgaaac accgcgaaga accttacctg gecttgacat
601 gctgasaact ttc

1
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Bacillus atrophaeus strain LBPMA-EFII 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: MH107104.1

FASTA Graphics
Go to:

LOCUS  MHI107104 709bp DNA linear BCT 28-MAR-2018
DEFINITION Bacillus atrophaeus strain LBPMA-EFII 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION MH107104
VERSION MH107104.1
KEYWORDS
SOURCE  Bacillus atrophaeus
ORGANISM Bacillus atrophaeus
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 709)
AUTHORS Santos,E.C.L., Silva,A.L.S., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.Q.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (23-MAR-2018) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  Sequences were screened for chimeras by the submitter using
DECIPHER 2.2.0.

##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..709
/organism="Bacillus atrophacus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="LBPMA-EFII"
/isolation_source="Effluent"
/db_xref="taxon:1452"
/country="Brazil"
/collected _by="Elane Cristina Lourenco dos Santos"
/PCR_primers="fwd_name: 356F, fwd seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac"
rRNA <1..>709
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 tcttncgeaa tggacgaaag tntgacggag caacgecgeg tgagtgatga aggttttcgg
61 atcgtaaagc tetgttgtta gggaagaaca agtgecgttc aaatagggeg geaccttgac
121 ggtacctaac cagaaagcca cggetaacta cgtgecagea gecgeggtaa tacgtaggtg
181 gcaagegttg tccggaatta ttgggcgtaa agggetcgea ggeggtttct taagtctgat
241 gtgaaagcecce ccggetcaac cggggagggt cattggaaac tggggaactt gagtgeagaa
301 gaggagagtg gaattccacg tgtagcggtg aaatgegtag agatgtggag gaacaccagt
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361 ggcgaaggeg actctctggt ctgtaactga cgetgaggag cgaaagegtg gggagegaac

421 aggattagat accctggtag tccacgecgt aaacgatgag tgctaagtgt tagggggttt

481 ccgeccctta gtgetgeage taacgcatta ageactcege ctggggagta cggtcgeaag

541 actgaaactc aaaggaattg acgggggecc gcacaagegg tggageatgt ggtttaatte

601 gaagcaacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcctct gacanccecta gagatagggc

661 ttccectteg ggggcagagt gacaggtggt geatggttgt cgtcagete
I
Bacillus cereus strain LBPMA-EFIII 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: MH108122.1

FASTA Graphics

Go to:
LOCUS  MHI108122 693bp DNA linear BCT 28-MAR-2018
DEFINITION Bacillus cereus strain LBPMA-EFIII 16S ribosomal RNA gene, partial

sequence.
ACCESSION MH108122
VERSION MH108122.1
KEYWORDS
SOURCE  Bacillus cereus
ORGANISM Bacillus cereus
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus;
Bacillus cereus group.
REFERENCE 1 (bases 1 to 693)
AUTHORS Santos,E.C.L., Silva,A.L.S., Cruz,H.L. and Silva,A.L.S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (23-MAR-2018) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  Sequences were screened for chimeras by the submitter using
DECIPHER 2.2.0.

##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..693
/organism="Bacillus cereus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="LBPMA-EFIII"
/isolation_source="Effluent"
/db_xref="taxon:1396"
/country="Brazil"
/collected _by="Elane Cristina Lourenco dos Santos"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac"
rRNA <1.>693
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/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 agtagggaat cttccgcaat ggacgaaagt ctgacggage aacgecgegt gagtgatgaa
61 ggctttcggg tcgtaaaaac tetgttgtta gggaagaaca agtgetagtt gaataagetg
121 gcaccttgac ggtacctaac cagaaagcca cggcetaacta cgtgecagea gecgeggtaa
181 tacgtaggtg gcaagegtta tccggaatta ttgggegtaa agegegegea ggtggtttet
241 taagtctgat gtgaaagccc acggetcaac cgtggagggt cattggaaac tgggagactt
301 gagtgcagaa gaggaaagtg gaattccatg tgtagcggtg aaatgegtag agatatggag
361 gaacaccagt ggcgaaggeg actttetggt ctgtaactga cactgaggeg cgaaagegtg
421 gggagcaaac aggattagat accctggtag tccacgecgt aaacgatgag tgetaagtgt
481 tagagggttt ccgeecttta gtgctgaagt taacgcatta agcactecge ctggggagta
541 cggeegeaag getgaaactc aaaggaattg acgggggecc geacaagegg tggageatgt
601 ggtttaattc gaagcaacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcctct gaaaacccta
661 gagatagggc ttctcettcg ggageagagt gac
I

Lysinibacillus macroides strain LBPMA-LOII 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: MH108121.1

FASTA Graphics
Go to:

LOCUS MH108121 667bp DNA linear BCT 28-MAR-2018

DEFINITION Lysinibacillus macroides strain LBPMA-LOII 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence.
ACCESSION MH108121
VERSION MH108121.1
KEYWORDS
SOURCE  Lysinibacillus macroides
ORGANISM Lysinibacillus macroides

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae;

Lysinibacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 667)
AUTHORS Santos,E.C.L., Silva,A.L.S., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.Q.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (23-MAR-2018) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  Sequences were screened for chimeras by the submitter using
DECIPHER 2.2.0.

##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..667
/organism="Lysinibacillus macroides"

—n

/mol_type="genomic DNA"
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/strain="LBPMA-LOII"
/isolation_source="sludge"
/db_xref="taxon:33935"
/country="Brazil"
/collected_by="Elane Cristina Lourenco dos Santos"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac”
rRNA <1.>667
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 ttccacaatg ggcgaaagece tgatggagea acgecgegtg agtgaagaag gttttcggat
61 cgtaaaactc tgttgtaagg gaagaacaag tacagtagta actggcetgta ccttgacggt
121 accttattag aaagccacgg ctaactacgt gccagecagee geggtaatac gtaggtggea
181 agcgttgtcc ggaattattg ggecgtaaage gegegeagge ggtectttaa gtetgatgtg
241 aaagcccacg getcaaccgt ggagggtcat tggaaactgg gggacttgag tgcagaagag
301 gaaagtggaa ttccaagtgt agcggtgaaa tgegtagaga tttggaggaa caccagtgge
361 gaaggcgact ttctggtetg taactgacge tgaggegega aagegtgggg agcaaacagg
421 attagatacc ctggtagtcc acgccgtaaa cgatgagtgc taagtgttag ggggtttceg
481 ccccttagtg ctgcagetaa cgceattaage actcegectg gggagtacgg tcgecaagact
541 gaaactcaaa ggaattgacg ggggccecgea caageggtgg ageatgtggt ttaattcgaa
601 gcaacgcgaa naaccttacc aggtettgac atccegttga ccactgtaga gatatagttt
661 cccctte
I
Bacillus thuringiensis strain LBPMA-LOIII 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GenBank: MH107283.1

FASTA Graphics
Go to:

LOCUS  MHI107283 717bp DNA linear BCT 28-MAR-2018
DEFINITION Bacillus thuringiensis strain LBPMA-LOIII 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION MH107283
VERSION MH107283.1
KEYWORDS
SOURCE  Bacillus thuringiensis
ORGANISM Bacillus thuringiensis

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus;

Bacillus cereus group.
REFERENCE 1 (bases 1 to717)
AUTHORS Santos,E.C.L., Silva,A.L.S., Cruz,H.L. and Lopez,A.M.Q.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (23-MAR-2018) Biotechnology and Chemistry Institute,
LBPMA, Campus A.C. Simoes, Maceio, Alagoas 57072-970, Brazil
COMMENT  Sequences were screened for chimeras by the submitter using
DECIPHER 2.2.0.
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##Assembly-Data-START#H#
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END##

FEATURES Location/Qualifiers

source 1.717
/organism="Bacillus thuringiensis"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="LBPMA-LOIII"
/isolation_source="sludge"
/db_xref="taxon:1428"
/country="Brazil"
/collected_by="Elane Cristina Lourenco dos Santos"
/PCR_primers="fwd name: 356F, fwd seq: acwcctacgggwggcwgc,
rev_name: 1064R, rev_seq: ayctcacgrcacgagctgac”
rRNA <1.>717

/product="16S ribosomal RNA"

ORIGIN

I

1 gtngggaatc ttccgcaatg gacgaaagtn tgacggagea acgecgegtg agtgatgaag
61 gctttcgggt cgtaaaactc tgttgttagg gaagaacaag tgctagttga ataagetgge
121 accttgacgg tacctaacca gaaagccacg getaactacg tgecageage cgeggtaata
181 cgtaggtggc aagegttatc cggaattatt gggegtaaag cgegegeagg tggtttetta
241 agtctgatgt gaaagcccac ggetcaaccg tggagggtea ttggaaactg ggagacttga
301 gtgcagaaga ggaaagtgga attccatgtg tagcggtgaa atgegtagag atatggagga
361 acaccagtgg cgaaggcgac tttctggtet gtaactgaca ctgaggegeg aaagegtggg
421 gagcaaacag gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgagtg ctaagtgtta
481 gagggtttcc geectttagt getgaagtta acgeattaag cactcegect ggggagtacg
541 gccgeaagge tgaaactcaa aggaattgac gggggcccge acaageggtg gageatgteg
601 tttaattcga agcaacgcga agaaccttac caggtcttga catcctctga naaccctaga

661 gatagggctt ctecttcggg agecagagtga caggtggtge atggttgtcg tcagete
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Apéndice 2. Custos dos reagentes para o preparo da formulacdo viavel para aplicacdo do
consorcio microbiano no campo.

~ Valor/ litro de Valor para 30 Valor total safra
Formulacoes para . . . ~
. L. meio ou saquinho dias de (duracio de 8
cultivo do consorcio
de150 g tratamento meses)
Meio sintctico RS 5,84 RS 2.452,80 RS 19.622,40
(bactérias)
Meio sintetico RS 18,32 RS 7.694,40 RS 61.555,20

(fungos)

Meio de baixo custo RS 0,95 R$ 273,60 R$ 2.188,80




