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RESUMO

Araujo, Thayli Ramires. “Aplicacédo de Bacillus cereus e Enterococcus faecalis,
isolados de bacalhau seco salgado (Gadus sp), no tratamento de residuos
solidos agroindustriais salinos por compostagem controlada.” 2018. 66f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A atividade das agroindustrias tem causado impactos ao meio ambiente, dentre eles
a contaminacao de solo, aguas subterraneas e superficiais, atmosfera. Na industria
de alimentos o sal é utilizado em diversas etapas de processamento de alimentos, e
também é considerado o ingrediente mais consumido pelos humanos. Na industria
pesqueira maritima o sal esta presente desde a descarga de material e o efluente
gerado quando tratado origina o0 chamado lodo de estacdo de efluentes de pescado
salgado, esse residuo langcado ao meio ambiente sem tratamento acarreta Ssérios
problemas ambientais, tais como a inibicdo da microbiota natural do meio afetando o
ciclo biogeoquimico. Uma das ferramentas para o tratamento desse residuo salino é
0 processo de compostagem, que pode ser aplicada no tratamento de diversos
residuos sélidos agroindustriais. Uma questdo a ser discutida € a presenca de sal
nesse residuo. A pressdao osmotica provoca a inibicdo do crescimento (atividade) da
microbiota natural podendo leva-la a morte por extravasamento do conteudo celular.
Para solucionar esses problemas apresentados, a adicdo de cepas halofilicas e/ou
halotolerantes seria uma alternativa para que ocorra a compostagem desse residuo
salino. Portanto, um dos objetivos desse trabalho foi isolar e identificar por PCR
bactérias halofilicas de uma matriz alimentar salgada como o bacalhau seco
salgado. Os resultados demostraram que as cepas Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis e Lactobacillus spp foram as mais promissoras quando submetidas a
multiplicacdo bacteriana em caldo suplementado com 7,5% de NaCl. Outro objetivo
deste trabalho constituiu em avaliar através de parametros fisico-quimicos a
microcompostagem da mistura de lodo de pescado salino, casca-de-arroz e
serragem com a adicdo de B. cereus, E. faecalis e consorcio delas nos dias de
processo de compostagem. Os resultados demonstraram eficacia na queda da
condutividade elétrica no periodo estudado pelas cepas utilizadas nos tratamentos.
O pH apesar de ter apresentado queda durante a compostagem se manteve acima
de 6, padrdo estabelecido pela legislacdo brasileira para comercializacdo do
composto. Durante todo o periodo de compostagem, o teor de nitrogénio encontrado
permaneceu em porcentagens baixas, devido ao uso de bactérias halotolenrantes,
apesar de serem utilizadas como probidticas causam a desnitrificacdo, assim
elevando o percentual de nitrogénio no decorrer do experimento. Em relacdo ao
carbono a porcentagem de carbono teve uma queda o insignificativa durante o
processo, a porcentagem de carbono encontrada durante o experimento é
respondido pela alta atividade microbiana obtido em porcentagens de carbono
abaixo dos 45% ao final dos 26 dias de incubac&o. A umidade para os tratamentos
com adigc&o de probidticos estiveram dentro do padréo estipulado pelo MAPA, entre
40 e 60%, contrariamente dos tratamentos sem os indculos que apresentaram
valores acima. E a matéria mineral, apresentou valores maiores ao final da
compostagem devido a acdo microbiana e a reducdo da matéria orgéanica e
formacado de minerais. O lodo de pescado salino de estacdo de tratamento de



efluentes obteve melhores resultados com adi¢cao de in6culo, como adi¢cdo de outro
residuo rico em nitrogénio, modificacdo de volume/volume e material estruturante, e
maior tempo de compostagem. Apesar dessas observacdes o0s resultados
apresentados foram dentro dos padrdes da legislacao brasileira.

Palavras-chave: In6culos, residuo salino, halotolerante, halofilicas.



ABSTRACT

Araujo, Thayli Ramires. 2018. 66f. “Aplication of Bacillus cereus and
Enterococcus faecalis. strains isolated from salted dry cod (Gadus sp.) in the
treatment of saline agrodindustrial solid waste by controlled
microcomposting”. Dissertation (MSc in Food Science and Technology) —
Postgraduate Program in Food Science and Technology , Faculty of Agronomy
Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil, 2018.

The activity of the agroindustries has caused impacts to the environment, among
them the contamination of soil, groundwater and surface, atmosphere. In the food
industry, salt is used in several stages of food processing, and is also considered the
most consumed ingredient by humans. In the marine fishing industry salt is present
since the discharge of material and the effluent generated when treated gives rise to
so-called salty fish effluent seasoning, this waste released to the environment without
treatment causes serious environmental problems such as the inhibition of the
microbiota natural environment affecting the biogeochemical cycle. One of the tools
for the treatment of this saline residue is the composting process, which can be
applied in the treatment of various agroindustrial solid wastes. One issue to be
discussed is the presence of salt in this residue. The osmotic pressure causes the
inhibition of the growth (activity) of the natural microbiota and can lead to death by
extravasation of the cellular content. To solve these problems, the addition of
halophilic and / or halotolerant strains would be an alternative for the composting of
this saline residue. Therefore, one of the objectives of this work was to isolate and
identify, by PCR, halophilic bacteria from a salt food matrix such as salted dry cod.
The results showed that the Bacillus cereus, Enterococcus faecalis and Lactobacillus
spp strains were the most promising when submitted to bacterial multiplication in
broth supplemented with 7.5% NaCl. Another objective of this work was to evaluate
the microcompaction of the sludge mixture of saline fish, rice husk and sawdust with
the addition of B. cereus, E. faecalis and their consortium in the days of the
composting process. The results demonstrated efficacy in the reduction of the
electrical conductivity in the period studied by the strains used in the treatments. The
pH, even though it showed a drop during composting, remained above 6, a standard
established by the Brazilian legislation for the commercialization of the compost.
During the whole composting period, the nitrogen content remained low, due to the
use of halotolenating bacteria, although they are used as probiotics, causing
denitrification, thus raising the percentage of nitrogen during the experiment. In
relation to carbon the percentage of carbon had an insignificant drop during the
process, the percentage of carbon found during the experiment is answered by the
high microbial activity obtained in carbon percentages below 45% at the end of the
26 days of incubation. The humidity for the treatments with addition of probiotics
were within the standard stipulated by MAPA, between 40 and 60%, contrary to the
treatments without the inocula that presented values above. And mineral matter
presented higher values at the end of composting due to microbial action and
reduction of organic matter and mineral formation. The saline fish sludge from the
effluent treatment station obtained better results with addition of inoculum, as
addition of another residue rich in nitrogen, modification of volume / volume and
structuring material, and greater time of composting. Despite these observations, the
results presented were within the brazilian legislation.



Key words: Inoculum, saline residue, halotolerant, halophilic.
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1. INTRODUCAO

A producado de alimentos nas ultimas décadas tem crescido vertiginosamente,
consequéncia do crescimento populacional e do elevado padrédo de vida. Segundo a
Organizacédo das Nag6es Unidas (2017) a populagdo mundial chegara a 9,8 bilhdes
em 2050 e em 2100 superara o numero de 11,2 bilhdes de pessoas. Com esse
aumento populacional surge a necessidade de aumentar a producdo de insumos
para suprir valores nutricionais essenciais do ser humano, desse modo, sédo
necessarios investimentos em alimentos processados, carnes, laticinios, entre
outros. Por conseguinte, as industrias de alimentos passam por atualizagfes de uso
de tecnologias e metodologia de producdo para cumprir com as exigéncias de
mercado. Sendo responsavel por utilizar em larga escala os recursos naturais e
atingindo negativamente o meio ambiente ndo somente pela o uso de recursos
naturais como a emissdo descomedida de residuos liquidos e soélidos passiveis ao
meio ambiente, resultado das etapas de processamento industrial.

As atividades das industrias de alimentos utilizam diversos insumos, em
destaque o0s sais, condimentos de maior uso nos diversos processos de
conservagao e produgdo de alimentos e na mesa do consumidor. Os sais podem
estar presente tanto no efluente quanto no lodo e essa presenca afeta diretamente o
desenvolvimento da biota natural, evitando a multiplicacdo celular e inibindo sua
atividade enzimatica pela pressdo osmotica. Os microrganismos naturais em alta
pressao osmoética manifestam suas deficiéncias perante a presenca de sal, pois seu
sistema bioquimico ndo é munido de mecanismo osmorregulador, ocorrendo muitas
vezes sua morte ou inibicdo por desequilibrio osmético. Por esse motivo o sal € um
dos aditivos utilizados nos processos agroindustriais para conservacao de alimentos
(MELIAN-MARTEL et al., 2011).

Um dos tratamentos utilizados para residuos sélidos agroindustriais € a
compostagem. Apesar de ser uma técnica secular, a compostagem demonstra
eficiéncia nas suas etapas (bioestabilizacdo e humificagdo) quando bem
administrada. Esse processo propde a reciclagem de nutrientes por degradacao da
matéria organica heterogénea por acado microbiana (decompositores), transformando
um material antes prejudicial ao meio ambiente em um composto de alto valor a
agricultura. Na compostagem, ocorrem transformacdes de materiais complexos de

natureza bioquimica em materiais de cadeia simples por acdo de microrganismos
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que ja estdo inseridos nesse meio. A presenca de sal nos residuos sélidos pode
interferir no metabolismo dos microrganismos afetando a fase termofilica, etapa
essencial para que ocorra a decomposicdo de xenobidticos e eliminacdo de
patogénicos. Ao final do processo, os produtos obtidos sdo dioxido de carbono,
agua, calor e matéria organica compostada (composto maturado) (HUANG et al.,
2017).

Uma alternativa para o tratamento de residuos solidos salinos, por
compostagem, € a utilizacdo de microrganismos resistentes (halotolerantes) ou que
requerem altas concentracfes de sal para o seu desenvolvimento (halofilicos). Os
microrganismos halofilicos podem ser classificados de acordo com sua necessidade
de sal para o seu desenvolvimento, possuem em seu sistema bioquimico proteinas
gue 0s capacitam para obter o equilibrio osmaotico, também chamado de sistema
osmorregulador. Enquanto as bactérias halotolerantes crescem na presen¢a ou
auséncia de NaCl (BOUGOUFFA et al., 2014).

Estudos realizados referentes a aplicacao de inéculos, cepas comerciais ou de
estoque laboratorial, em compostagem, constataram que € possivel ter uma
otimizacdo no processo de compostagem com aplicacdo de indculos. Os indculos
aplicados auxiliaram a degradacdo da matéria organica e modificaram
caracteristicas do composto final, melhorando sua qualidade. A adicdo de
microrganismos beneficia a qualidade do produto final e durante o periodo de
compostagem altera a dindmica da microbiota, elevando a biocomplexidade
(CORREA et al., 2008; VICENTINI et al., 2009).

A compostagem por ser um processo de degradacdo de matéria heterogénea,
pode ser utilizado diversos materiais ricos em carbono e nitrogénio oriundos da
atividade agroindustrial. A casca-de-arroz, residuo do beneficiamento de arroz e de
baixo valor comercial é utilizada como material estruturante e substrato de
compostagem rico em carbono para microrganismos envolvidos na compostagem
(VALENTE et al., 2016), a serragem é outro material rico em carbono comumente
utilizado na compostagem como material estruturante e absorvente de residuos
umidos (VALENTE et al., 2016; WON et al., 2016). Esses materiais ricos em carbono
sdo homogeneizados e associados aos residuos ricos (lodo, cama de aviario,

dejetos de animais entre outros).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo aplicar bactérias halotolerantes resistentes a
elevada concentracdo salina, para o tratamento de residuo sélido salino de uma

indUstria pesqueira por microcompostagem controlada.

2.2. Objetivo especifico

o |dentificar e isolar bactérias halofilicas e/ou halotolerantes de bacalhau,
gue apresentem crescimento em concentracdo salinas de 7,5% de
NacCl.

e Sequenciar os isolados pela técnica da PCR.

e Aplicar a microcompostagem como tratamento de lodo de uma estacéo
de tratamento de efluentes da industria pesqueira, com diferentes
culturas halotolerantes iniciadoras.

e Definir as condicdes ideais para degradacdo de lodo de estacdo de
tratamento de efluentes e sua transformacdo em fertilizante, conforme

a legislacéo pertinente.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Desafio ambiental

O aumento desenfreado da populacdo estd relacionada com a elevada
atividade das industrias de alimentos, essas atividades tém-se intensificado para
atender a demanda exigida pelo mercado e as necessidades primordiais do ser
humano. Contudo, o aumento de producdo acaba gerando em demasia residuos
organicos causando impactos negativos ao meio ambiente (PIZARRO et al., 2016).

Os residuos solidos gerados pelos processos agroindustriais sdo muitos, e
dependem do tipo de industria, 0 bagaco, restos de frutas e hortalicas, residuos de
industrias de processamento de carnes (visceras, carcagas de animais), curtumes
(lodo do processamento), da celulose (madeira, lodo do processamento), inddstrias
de pescado (pedacos de pescado, escamas, pele, visceras), criadouros de aves,

suinos, entre outros.
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A Politica Nacional dos Residuos Solidos define residuos solidos, como
qualguer bem descartado que seja de origem das atividades antropoldgicas,
incluindo gases comedidos em recipientes, efluentes que se tornam inviaveis o
lancamento destes em qualquer corpo hidrico sem o devido tratamento (BRASIL,
2010).

As industrias devem por sua vez exercer a responsabilidade ambiental para
com o futuro do meio ambiente. Os problemas ambientais hoje relatados podem ser
resultados das atividades industriais do passado que com o passar do tempo foram
afetando o ambiente. Para a minimizacdo e conscientizagdo ambiental faz-se
necessario uma gestdo adequada para avaliacdo dos residuos gerados do setor e
desenvolver uma politica de processamento e de gestao de residuos.

Um dos planos gestores mais conhecidos no setor industrial € o “3R”, assim
chamado por tratar de trés atividades relacionadas a geracao de residuos, reduzir,
reutilizar e reciclar. Reducdo estd relacionada em reduzir o uso dos recursos
naturais, como energia e agua, refletindo ainda na economia de recursos financeiros
e preservacao da natureza. Reutilizacdo, define-se como reaproveitamento de tudo
que foi possivel de cada etapa do processamento, como reutilizacdo de agua e
elaboracdo de coprodutos. E por fim, reciclagem, definida como reciclo de um
residuo ou um tratamento de baixo custo para o que € gerado de residuo, como
compostagem para reciclagem da matéria organica, digestdo anaerobia (tratamento
de efluentes em biodigestores) para geracdo de biogas ou eletricidade (PARRY et
al., 2013; LI et al., 2015).

3.2. Residuos e efluentes salinos

O sal (NaCl) é utilizado em diversas praticas industriais, principalmente em
processos quimicos na producdo de pesticidas, fungicidas, entre outros. E o
principal reagente a ser utilizado no processo de amaciar 4gua dura atraveés de
permuta idnica sequestrando cations de Ca*? e Mg*?2 (LEFEBVRE et al., 2005).

Os residuos salinos normalmente séo tratados por processos fisico-quimicos
pois a acdo microbiana nesses casos € ineficaz ja que a presenca de sais inibem
sua atividade metabolica por ndo possuir um sistema osmorregulador (MELIAN-
MARTEL et al., 2011).

17



Na industria de alimentos o sal € utilizado no processamento de produtos
carneos, conservas de legumes, produtos lacteos, pescado na etapa de
processamento e na conservacdo de alimentos em geral. A maior fonte de residuo
salino gerado na industria de conservas de vegetais estad relacionada com a
utilizacdo da salmoura nas etapas de decapagem e conserva. Na industria de
pescado esse residuo salino ja esta presente desde a chegada da matriz a industria,
gerando residuos ricos em sal, matéria organica e nitrogénio proteico (DIAZ et al.,
2002; LEFEBVRE & MOLETTA, 2006).

Devido as diversas atividades as quais o NaCl pode ser aplicado para auxiliar o
processamento de alimento, é importante desenvolver tecnologias como alternativa

do tratamento desse residuo salino gerado.

3.3. Bactérias halofilicas

As bactérias séo seres vivos microscopicos, unicelulares e procariontes, podem
apresentar morfologia de cocos, bacilos, espirilos, estrela, quadrada. Podem ser
arranjadas em pares, cadeias ou grupos dependendo do género apresentado. As
bactérias ndo possuem sexo e sua forma de reproducéo € por fissdo binaria, uma
célula mée origina duas células filhas de material genético idéntico. Podem
apresentar mobilidade através de flagelos e suas caracteristicas de parede celular
dividem ainda essas bactérias em gram positivas ou gram negativas (TORTORA et
al., 2012).

Bactérias halofilicas sdo microrganismos que habitam ambientes extremos, ou
requerem presenca de sal para seu desenvolvimento. As bactérias podem ser
classificadas de acordo com a sua toleréncia a salinidade, halofilicas moderadas
necessitam de 5-20% de sal e as halofilicas extremas que se desenvolvem de 20-
30% de sal. As bactérias halofilicas integram o dominio Archaea, filo Euryarchacota,
Classe Halobacteria, e estédo distribuidas em 29 géneros, apresentam morfologia de
cocos ou bacilos, sdo sensiveis a pH baixo, integram o grupo dos neutrofilos e
alcaléfilos e toleram temperaturas altas temperaturas. Enquanto bactérias
halotolerantes sdo microrganismos que Sao capazes e se desenvolverem em
ambientes salinos, porém n&o necessitam da presenca de sal para o0 seu
desenvolvimento (SALLOTTO et al., 2012).
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As bactérias halofilicas e as halotolerantes também se destacam pelo seu
sistema bioquimico, ao contrario da maioria dos microrganismos, elas conseguem se
desenvolver em atividade de agua de até 0,75. Através da estratégica salt-in
conseguem manter o equilibrio osmatico intracelular por concentracdes de ions de
potéssio no citoplasma (BOUGOUFFA et al., 2014).

Embora as bactérias halofilicas sejam datadas ha milhdées de anos, na
atualidade estdo sendo utilizadas na aplicacdo biotecnolégicas devido a sua
tolerancia e resisténcia em situacdes desfavoraveis para seu desenvolvimento.

Segundo Chandrasekaran et al. (2017), residuos salinos sao lancados
diariamente ao meio ambiente prejudicando o ecossistema natural. Residuos de
refinaria de petréleo, indastria téxtil, couro, pesticidas, fabricacdo de corantes sdo
exemplos de residuos salinos. A microbiota natural é incapaz de reagir contra esses
toxicos lancados, por esse motivo o0 uso de microrganismos halofilicos e
halotolerantes resistentes a essas condicdes extremas no tratamento desses
residuos salinos, podem ser uma alternativa viavel para evitar ou reduzir a poluicéo
ambiental causada por tais atividades, da forma que agem na degradacdo de
aromaticos hidrocarbonetos.

Na industria de alimentos, os microrganismos halofilicos estdo sendo utilizados
na bioconservacdo de frutos poés-colheita. Estudos realizados constataram que
através das enzimas extracelulares de algumas bactérias agiram como fungicida
bioldgico, capacitado na substituicdo dos fungicidas sintéticos (ESSGHAIER et al.,
2009; SADFI-ZOUAOQUI et al., 2008).

3.4. Matriz analitica

O bacalhau Gadus morhua, € um peixe oriundo dos mares, usualmente
comercializado sob a forma de pescado seco salgado por processo de salga para
conservar suas propriedades nutricionais. Esse pescado € aceito ao paladar do
consumidor, de grande importancia historica na pesca, seu habita natural sdo as
aguas frias do mar Atlantico do Norte, e por ser uma espécie migratoria pode ser
encontrado desde as plataformas continentais até costas (KARLSEN et al., 2013).

Existem cinco tipos de bacalhau: o legitimo bacalhau (Gadus Morhua)
considerado o mais nobre para uso na alta gastronomia; o bacalhau Macrocephalus,

também conhecido como bacalhau do Pacifico por habitar as aguas do Pacifico,
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suas caracteristicas sdo semelhantes ao legitimo bacalhau, mas podem ser
diferenciados pelas barbatanas e pela coloracdo da nadadeira caudal
esbranquicada. O Saithe é o peixe mais vendido no nordeste brasileiro, ele é
apetitoso e de cor escura; Ling é o peixe mais afilado dos cinco, porém sua carne €
saborosa e de coloracao clara; Zarbo € o menor dos peixes considerados bacalhau,
sua carne € clara e propicia para a alimentacdo, apesar de ndo ser o peixe mais
nobre ele é requisitado pelos chefes da gastronomia para producédo de seus pratos
(FILHO et al., 2004).

Além dos cinco tipos de bacalhau eles podem ser classificados em trés
categorias, dependendo do corte e da conservacdo do pescado, sdo imperial,
universal ou popular. Imperial é o bacalhau curado, escovado e limpo, considerado
Porto Imperial. A categoria universal € considerado o pescado que apresenta alguns
defeitos em sua aparéncia devido ao manejo, podendo afetar a qualidade da carne,
e 0 popular é considerado o peixe que apresenta grandes defeitos em sua

aparéncia, como manchas na carne e pedacos faltando da peca (FERREIRA, 2014).

3.5. Compostagem

A compostagem € definida como um processo controlado de degradacdo da
matéria organica heterogénea por acdo microbiana (decompositores) em meio
aerébio, os residuos sédo degradados em compostos mais simples. A compostagem
ocorre em duas etapas: bioestabilizacdo e humificacdo, além de varias fases. A
bioestabilizacdo é a etapa inicial do processo, composta pela fase mesofila nos
primeiros dias onde ocorre a metabolizagdo de compostos mais simples e
proliferacdo de microrganismos decompositores. Em um segundo momento a fase
termdfila se inicia e temperaturas de 60 °C sdo usualmente observadas. Nessa fase
alguns, xenobidticos sdo degradados, microrganismos patogénicos sao eliminados e
a decomposicdo da matéria organica é mais acentuada. Essa fase pode perdurar
alguns dias ou até meses dependendo da caracteristica do material a ser
compostado. Apoés essa fase, a temperatura tende a cair, obtendo-se um composto
semicurado, iniciando a etapa de humificacdo em temperaturas mais amenas e um
periodo prolongado para realizar o processo de maturacdo do composto. Ao fim
desse processo é obtido um composto de qualidade e de coloracdo escura

levemente porosa. Durante todo o processo de compostagem ocorre liberacdo de
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diéxido de carbono, vapor de &gua, liberacdo de calor e geracdo de energia pela
atividade microbiana. O reciclo de nutrientes que ocorre na compostagem € de
responsabilidade da microbiota comensal dos residuos utilizados. Apesar disso,
estudos estdo sendo realizados sobre a adicdo de complexos de microrganismos
aplicados na compostagem agindo como probiéticos, enriquecendo a qualidade do
composto final de forma quimica (CORREA et al., 2008; HUANG et al., 2017;
GUIDONI et al., 2018).

Quando o processo de compostagem € bem realizado é obtido um composto
de alto valor agregado, tanto para o solo quanto para o produtor. De maneira geral, 0
uso de residuos vegetais, esterco de criadouros, alguns residuos de animais,
maravalha, casca-de-arroz, serragem, lodo de estacdo de tratamento, farinha de
0SS0, entre outros como componentes da compostagem. Esses materiais devem
conceder aporte nutricional para 0os microrganismos agirem no processo, havendo
algumas exigéncias fisico-quimicas e bioldégicas para que isso ocorra, como
equilibrio da reacdo carbono-nitrogénio, aeracdo, granulometria, umidade, pH e
temperaturas todos esses parametros devem estar em equilibrio para que a acéo
microbiana seja eficiente (MENDES et al., 2016).

Apds a compostagem € obtido um produto de cor escura, cujo 0s parametros
fisico-quimicos e biol6gicos devem atender alguns padrbes estabelecidos pela
legislacdo Resolucdo CONAMA n°481/2017: umidade, cinzas, fitotoxicidade,
potencial de hidrogénio, condutividade elétrica, carbono organicos total, nitrogénio
total, relacdo C/N, contagem de mesofilos e terméfilos ou até detecgdo de algum
patégeno (BRITO et al., 2008; VALENTE et al., 2016).

3.5.1. Bacillus cereus

Bacillus cereus é uma bactéria Gram positiva do género Bacillus, pertencente
a familia Bacillaceae, em forma de bastonetes. Assim como a maioria das bactérias
compreendidas por essa familia. Pode ser classificada como aerébia ou anaerébia
facultativa, esporogénica podendo apresentar seus esporos em elipsoidais ou
cilindricos. A bactéria B. cereus, € definida como bactéria patogénica causadora de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) em humanos e animais, doencas de
meédio perigo sem risco de morte (sindromes eméticas e diarréicas) (LOGAN &
DEVOS, 2009; GUINEBRETIERE et al., 2013).
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A Bacillus cereus esta sendo explorada para o tratamento de residuos sélidos
e efluentes por ser uma bactéria resistente a condic¢des atipicas. Segundo Saleem et
al., (2014), a B.cereus consegue reduzir a toxicidade dos compostos presentes no
efluente de industrias de papel, proporcionando um residuo seguro para o descarte,
também a utilizagdo desta como probidtico no tratamento de residuos solidos

industrial por fermentagao.

3.5.2. Enterococcus faecalis

Bactéria lactica, homofermentativa de produto final acido lactico (sem gas),
anaerobia facultativa, resistente a presenca de NaCl, de morfologia cocos Gram
positivos, podendo ser observados em pares ou em cadeias. Em geral, pode ser
encontrada no meio ambiente (solo, 4gua, plantas), flora intestinal e nos alimentos
(SILVA et al., 2013).

O uso da E. faecalis como indicadora de contaminacdo de alimentos é
incomum, em razdo de ser resistente a fatores ambientais comparando-a as
enterobactérias, mas € indicadora de processo de desinfeccdo em industrias de
alimentos na qualidade higiénico-sanitaria. (CRAVEN et al., 1997). Segundo Rai et
al., (2010), o género Enterococcus na aplicagdo no tratamento de residuos de
curtumes pode ser viavel, pois no processo fermentativo pdde-se perceber
propriedades antioxidantes e presenca de aminoacidos para reutilizar esse residuo
na alimentagdo animal, fornecendo caminho para novos estudos referente a

seguranca de alimentos desse composto.
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RESUMO

O bacalhau é um pescado de grande importancia de importacdo no Brasil de
comercializacdo seca e salgada sendo um ambiente em potencial para a
colonizacdo de bactérias halotolerantes e halofilicas. O objetivo no presente estudo
foram isolar e identificar bactérias resistentes a alta concentracdo salina a fim de
avaliar sua capacidade de crescimento em diferentes temperaturas (35, 45 e 60 °C),
em diferentes pH (4,5; 7,0 e 9,5), com uma concentracdo de NaCl fixada. Foram
constatados 4 isolados que melhor se desenvolveram em condi¢fes de temperatura
a 35°C de diferentes pH, considerados portanto microrganismos mesdfilos e
identificados através do DNA 16S — 252pb. Todavia, as cepas identificadas Bacillus
cereus e Enterococcus faecalis exibiram crescimento em alta pressdo osmdtica,
porém a B.cereus apresentou maior resisténcia e progresso em unidade formadoras
de colbnias que a E. faecalis, no entanto, as cepas ndo sdo do dominio Archaea,
mas podem ser consideradas bactérias halotolerantes por se desenvolverem em

concentracdo salina de 7,5% NacCl.

Palavras-chaves: resisténcia salina, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,

pressdo osmatica
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ABSTRACT

Cod is a fish great import importance in Brazil of dry and salty commercialization,
being a potential environment for colonization of halotolerant and halophilic bacteria.
The objective of the present study was to isolate and identify bacteria rresistant to
high salt concentration in order to evaluate their growth capacity at different
temperatures (35, 45 and 60 °C) at different pH (4,5; 7,0 and 9,5), with a fixed NaCl
concentration. Four isolates were found that best developed under temperature
conditions at 35 °C of different pH, considered as mesophilic microorganisms and
identified through ADN 16S — 252bp. However, the strains identified Bacillus cereus
and Enterococcus faecalis showed growth in high osmotic pressure, but B.cereus
presented greater resistance and progress in colony forming units than E. faecalis,
however, the strains are not of the Archaea domain, but can be considered

halotolerant bacteria because they grow in saline concentration of 7,5% NacCl.

Keywords: saline resistance, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, osmotic
pressure

24



INTRODUCAO

O Gadus é um peixe de agua fria e salgada de paises da Islandia e Noruega,
sendo importado e consumido em grande namero nos paises do sul da Europa e
paises latino-americanos como o Brasil (MARTINEZ-ALVAREZ & GOMEZ-
GUILLEN, 2013). A comercializacdo desse pescado feito sob a forma seca e
salgada, resultado do processo de salga tradicional para preservacdo das
caracteristicas sensoriais e conservacao do alimento, acarretando no enrijecimento
da carne, cessdo de liquido das células e musculos. O peixe bacalhau pode ser
encontrado como: Gadus Morhua, Macrocephalus, Saithe, Ling e Zarbo e a
qualidade do peixe pode ser classificado em imperial, universal e popular (BRAS &
COSTA, 2010; FERREIRA, 2014).

Apesar da salga ser um método de conservacao de alimentos onde o aumento
da concentragéo salina (NaCl) tem efeito de desidratagcdo na carne fresca, ainda
assim pode ocorrer colonizacado de diversos microrganismos que sao tolerantes a
essa baixa atividade de agua (Aw). As bactérias halotolerantes que podem se
desenvolver na presenca ou auséncia de sal e as bactérias halofilicas que requerem
a presenca de sal para seu desenvolvimento (YEANNES et al., 2011).

As bactérias que crescem na presenca de sal podemser classificadas como
halotolerantes que se desenvolvem em concentragbfes salinas de 1 a 5%
aproximadamente, halofilicas moderadas entre 5 e 10% e halofilicas extremas entre
15 e 30% sdo de morfologia geralmente cocos ou bacilos e encontradas em
ambientes altamente salinos, como ambientes marinhos, alimentos salgados (carne
de sol) (SCHUBERT et al., 2009; SALLOTO et al., 2012; ARAUJO et al., 2017).

A utilizacdo desses microrganismos tém se expandido ja que estes tem uma
grande importancia nas dinamicas industriais e nas aplicacdes biotecnolégicas por
sua atividade enzimatica e resisténcia a esses ambientes adversos. Sua aplicacéo
se estende desde biopolimeros e exopolissacarideos em processos industriais de
alimentos Essghaier et al. (2009); Carignatto et al. (2011), uso de enzimas nas
industrias farmacéuticas e de cosméticos Vaz et al. (2015); Campos et al. (2011),
polihidroxialcanoatos em plasticos biodegradaveis Lopez et al. (2015); Bhagowati et
al. (2015), area da medicina Diaz-Cardenas et al. (2017) e em processos de
tratamento de residuos e efluentes como também no uso da biorremediacéo
ambiental (DUAN et al., 2015; PUGAZHENDI et al., 2017). Embora as bactérias

halofilicas do dominio Archaea sejam datadas de milhdes de anos, sdo candidatos
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notaveis em futuros investimentos de utilizacdo e exploracdo de potencial, pois 0s
microrganismos tradicionais ndo tem tal capacidade de adaptacdo em meios
extremos.

Tendo vista, o possivel desenvolvimento biotecnolégico, o objetivo desse
trabalho foi identificar microrganismos isolados de bacalhau seco salgado (Gadus
sp.), descriminados como bactérias halofilicas moderadas e/ou halotolerantes em

condicOes diversas de temperaturas e pH em pressao osmoética de 7,5% NacCl.

METODOLOGIA
A metodologia foi procedida em dois experimentos, sendo o0 primeiro o
isolamento de bactérias de uma matriz alimentar e testes confirmativos, segundo

identificacdo de gene 16S dos isolados selecionados.

Isolamento de bactérias e testes confirmativos

Foram coletados 100g de bacalhau seco salgado no comércio local da cidade
de Pelotas, Rio grande do Sul (latitude: -31.776 e longitude: 52.3594) e transportada
em caixa térmica para o laboratério de andlise Nucleo de Ensino, Pesquisa e
Extensdo em Residuos e Sustentabilidade (NEPERS) da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel).

O isolamento partiu de 25g de amostra homogeneizados em 225 mL de caldo
lactosado com o pH ajustado em (4,5; 7 e 9,5) em sacos estéreis. Apos foi realizada
a diluicdo seriada em agua peptonada a 0,1%, onde 1 mL do caldo lactosado foi
transferido para a doluicdo 10, a partir do tubo da diluicdo 10 foram produzidas as
demais da mesma maneira até a diluicdo 1012 e plaqueamento por aerobiose em
agar sangue por método de esgotamento de superficie e microaerobiose em Plate
Count Agar (PCA). As placas foram incubadas em temperaturas de (35, 45 e 60 °C)
de incubacé&o no tempo de 48+2horas, experimento executado em triplicata, usando
o método APHA 08:2015 com modificacbes (RYSER & SCHUMAN, 2015).

Apds o crescimento em estufa, uma col6nia de cada placa apds a incubacéo
foi retirada e submetida a um novo crescimento em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
em duas temperaturas (35 e 45+1 °C) por 24 horas e plaqueamento em triplicata
em PCA pelo método de estriamento, e novamente incubada por 48h a 35+1 °C e
45+1 °C. Os isolados obtidos foram armazenados em geladeira em tubos contendo

Tripticase Soy Agar (TSA) inclinado (RYSER & SCHUMAN, 2015).
26



Posteriormente, uma algada dos isolados armazenados foram submetidos a
um crescimento starter em tubos de ensaio contendo 9 mL de caldo BHI para um
pré-enriquecimento, por 48h a temperatura de 351 °C. Apés foram transferidas
aliquotas de 1 mL do pré-enriguecimento para 9 mL de caldo BHI inteirado com
7,5% de NaCl e incubados a 35+1 °C/48h. Ap6s a multiplicacdo microbiana se
conduziu as diluicbes seriadas em agua peptonada 0,1% (0 a -12) e realizado o
plagueamento por esgotamento de superficie em PCA, incubacéo invertida a 35+1
°C/48h e efetuado a contagem padrédo em placas (ISO 6887-1, 1999). Mais tarde,
foram sujeitas aos testes de confirmagéo.

O teste morfolégico foi conduzido seguindo o método de Hucker, os testes
bioquimicos e fenotipicos (catalase, indol, citrato, oxidase, urease, vermelho de
metila, Voges-Proskauer) (SPERBER et al., 2015).

Identificac&o de gene

Os isolados selecionados foram submetidos a extracdo de DNA gendémico,
segundo o protocolo descrito por Sambrook & Russel (2001), com adaptacdes. Foi
realizada a reacdo em cadeia polimerase (PCR) para a deteccdo do gene 16S —
amplicon 252 pares de base (pb). Os primers (F- GGACGGGTGAGTAACACGTGG
e R- TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT) e as condi¢cOes foram previamente descritos
por BARON et al. (2004). As condicdes utilizadas foram: desnaturacao inicial 95 °C
por 4min, 32 ciclos de 95 °C por 2min, 52,7 °C por 2 min, 72 °C por 2min, seguido
por uma extenséo final a 72 °C por 2 min. O produto amplificado foi separado
através de eletroforese em gel de agarose 1,5%. A visualizacdo e a andlise dos
amplicons foram realizadas usando transiluminador.

Foi realizado o sequenciamento a partir dos produtos purificados da PCR na
utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),
interpretado por eletroferograma pelo programa Sequencing Analysis, utilizando uma
plataforma online Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) na analise dos dados
(PICOLLOTO, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram obtidos 39 isolados oriundos de bacalhau seco salgado em diferentes
valores de pH (4,5; 7,0 e 9,5), diferentes temperaturas (35, 45 e 60) e atmosfera

(aerobiose e microaerobiose). Apos, os isolados adquiridos foram submetidos ao
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cultivo in vitro sob a concentracdo de 7,5% de NaCl e incubacdo na mesma
temperatura do cultivo inicial. Do total de 39 isolados, quatro foram mais eficientes
em se desenvolverem nas condicbes avaliadas e foram selecionados para a

continuidade dos experimentos (Tabela 1).

Tabela 1: Condig6es de cultivo dos quatro isolados halofilicos com melhor potencial de
multiplicacdo nos tratamentos realizados

Isolados Temperatura pH Atmosfera log.UFC.g-1
1 35°C 4,5 Microearobiose 15,39
2 35°C 9,5 Aerobiose 13,18
3 35°C 7,0 Microearobiose 10,01
4 35°C 7,0 Aerobiose 923

Os resultados da multiplicacdo bacteriana tiveram intervalo de tempo de 48
horas variando de 3,71 log.UFC.g' a 15,39 log.UFC.g%, os 4 isolados apresentaram
resultados acima da média 7,5959 log.UFC.g* do total de 39 isolados.

Os isolados 2 e 4 mostraram B-hemolise e a-hemdlise, ocorrendo a lise total e
lise parcial da hemoglobina. A morfologia desses isolados foi confirmada através da
coloracdo de Gram, sendo caracterizados como bacilos Gram-positivos. Apenas um
dos isolados, diferiu-se do demais nos testes de oxidase mostrando teste negativo e
urease positiva. Nos demais testes bioquimicos todos os isolados se comportaram

igualmente; catalase, VM, indol positivos e VP, citrato negativos (Tabela 2).

Tabela 2: Resultado do diagnéstico dos testes bioquimicos dos isolados investigados.

Isolados oxida  catala VM VP citrato urease  indol = GRAM hemoli
se se se
1 + + - - - + +
2 + + - - - + + B
3 + + - - - + +
4 - + + - - + + + a

Em um outro estudo realizado com isolamento de microrganismos a partir de
bacalhau seco salgado isolaram microrganismos gram positivos de mesma
morfologia e coloragdo obtido neste estudo, e desenvolveram o crescimento

microbiano em distintas concentragfes salinas, sendo uma das concentracdes
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observadas a estabelecida por este estudo e foi constatado que 0s microrganismos
toleravam a concentracdo salina de 7,5% de NaCl, havendo o periodo de adaptacéo
ao meio de cultura maior que o crescimento exponencial no tempo de 6h, mas ainda
assim 0s microrganismos conseguiram se desenvolver nessas concentracoes
(ARAUJO et al., 2017). Gutiérrez-Arnillas e colaboradores, (2016), isolaram bactérias
halofilicas produtoras de lipases de ambientes hipersalinos na Turquia e na Espanha
capazes de se desenvolverem em até 20% de NaCl, em condicbes de 21,6 °C em
pH 6,9 (PINAR et al., 2014).

O isolado 2 foi submetido ao teste de hemolise, através deste teste foi
constatado que esse isolado € B-hemolitico, segundo a BRASIL — Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (2008), o B-hemolitico € caracterizado pela lise total das
hemacias, sendo observado halos transparentes ao redor das colbnias, esses
microrganismos podem causas uma seérie de infecgbes desde as mais simples as
mais graves (ZARDETO et al., 2014).0 outro isolado submetido ao teste de
hemolise, isolado 4, foi caracterizado como a-hemolitico, segundo BRASIL -
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2008), o microrganismo a-hemolitico
ocasiona a lise parcial da hemoglobina pelas hemacias e pode ser observado halos
de coloracédo cinza envolto a col6nia, encontradas também por atividade hemolitica
parcial, ocorrendo a lise parcial das hemacias, no trabalho efetuado por Esparis et
al., (2006).

Os 4 isolados amplificaram um produto de 252 pb, referente ao gene 16S. A
identificag8o genotipica por PCR confirmou os genes dos quatro isolados estudados,
os investigados 1 e 2 como Bacillus cereus com 99% de similaridade, o 3 resultou
em 87% de similaridade com o género Lactobacillus spp., e o isolado 4 no
sequenciamento do gene obteve 85% de similaridade com a espécie Enterococcus

faecalis (Figura 1).
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Figura 1: Amplicom de 252pb — gene 16S. 1.Marcador de 1 kb; 2. Isolado 1; 3. Isolado 2; 4. Isolado 3;
5. Isolado 4; 6. Isolado 4.1; 7. Controle negativo da reacdo (agua); 8. Controle positivo (S. aureus
ATCC 25923); 9. Marcador de 1 kb.

A Bacillus cereus, segundo a literatura, possui atividade enterotoxica por
hemolisina BL(HBL), complexo que causa infeccbes diarreicas, chamadas de
Sindrome Diarréica e Sindrome Emética (Jay, 2005). Kim e colaboradores (2017),
constataram que havia o desenvolvimento de B. cereus em camardo salgado
Jeotgal, previamente fermentado por alta concentracédo salina, avaliaram assim, em
10 °C ao longo de duas semanas e concentracao de sal (5-15%) se poderiam inibir a
multiplicacdo celular de B. cereus em camardo salgado Jeotgal previamente
fermentado.

A E. faecalis indicadora de higiénico-sanitaria de um estabelecimento,
justamente por ser mais resistente a esses fatores ambientais atipicos. Segundo
Sebastido e colaboradores (2015), no Brasil sdo identificados 4 espécies de
Enterococcus como contaminante de pescados, dentro elas a mais comum a
bactéria Enterococcus faecalis, e em seres humanos pode causar infeccao urindria,
meningite, além de ser transmitido através do toque, por isso a necessidade de
higienizacao eficiente.

A bactéria Lactobacillus spp, é uma das mais utilizadas na fermentagcédo de
alimentos, podendo ser classificada como homofermentativa obrigatdria,
heterofermentativa facultativa e heterofermentativa obrigatéria, ela € muito utilizada
na preparacao do iogurte, considerada bactéria fermentadora de lactose ou também
chamada de bactéria acido-latica (BAL), tem a capacidade de se desenvolver em pH

baixos, tornando sua multiplicagcdo celular lenta em pH neutro ou alcalino. O
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Lactobacillus spp, tem um grande potencial probidtico e hoje esta sendo muito
explorado e isolado de varios alimentos para testes de sua viabilidade. O
Lactobacillus exige a presenca de diversos aminoacidos para seu desenvolvimento,
e seu potencial de multiplicacdo em conteudo de pescado é incontestavel
(HAAKENSEN, et al., 2009).

CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel isolar bactérias halotolerantes capazes de se
multiplicarem na auséncia ou presenca de alta concentracdo de NaCl, o
sequenciamento de DNA identificou Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e
Lactobacillus. Esses isolados podem ser utilizados em desenvolvimento de trabalhos
como que envolvam o tratamento de residuos salinos, assim como desenvolvimento
biotecnoldgico, por exemplo, a exploracdo da formacédo de biofiime que a cepa B.
cereus € capaz de produzir. E a investigacao através de meio de cultura diferenciais

e primers especificos da espécie do género de Lactobacillus encontrado.
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5. Capitulo Il = Short Communications

MICROCOMPOSTAGEM DE LODO SALINO DO TRATAMENTO DE EFLUENTES
DE INDUSTRIA PESQUEIRA COM SERRAGEM E CASCA-DE-ARROZ
ADICIONADOS DE INOCULO BACTERIANO.

INTRODUCAO

O meio ambiente nos ultimos anos nao esta sendo capaz de reciclar a
exorbitante de residuos gerados, consequente das atividades antropogénicas desde
industrias, agricola e pecuaria. Com o aumento populacional e a preocupacdo em
atender as necessidades basicas dos seres humanos, a geracao de residuos tem se
tornado uma problematica para a sociedade contemporanea e comprometendo a
qualidade dos recursos naturais, qualidade de vida da populacédo, devido a poluicéo
ambiental e efeitos deletérios nos recursos hidricos, solo e ar (MORERO et al., 2015;
PIZARRO et al., 2016). Também o uso de recursos nhaturais (energia, agua, matéria-
prima) nas atividades agroindustriais para transformacdo de um material bruto em
um produto processado de maior consumo (SCHMIDHUBER & TUBIELLO, 2007,
RAJ & ANTIL, 2011).

Os residuos orgéanicos gerados pelas atividades agroindustriais sao de grande
importancia, uma vez reciclados, pois podem substituir os fertilizantes sintético,
diminuindo ainda a dependéncia com importacdo de fertilizantes e acarretando no
aumento do reciclo da matéria organica favorecendo a garantia da seguranca
alimentar (SABIHA et al., 2016).

Na indastria de alimentos o cloreto de sédio (NaCl) é utilizado em diversas
atividades, em produtos de carneos, conservas, produtos lacteos, pescado. Nesta, 0
sal estd presente desde a descarga do material, passando pela etapa de
processamento e chegando no efluente (LU et al., 2007; SERRANO et al., 2013). O
tratamento do efluente gera uma massa semissoélida chamada de lodo, oriunda da
sedimentacdo de solidos ao final do processo. Esse material € rico em matéria
organica e portanto, possui um potencial poluidor importante pela carga organica e
de macro nutrientes (N, P, K) que possui. Esse residuo é fator determinante da
qualidade de agua, principalmente as superficiais, intensificadas quando o corpo
receptor possui um perfil 1éntico (DIAZ et al., 2002; LEFEBRE & MOLETTA, 2006;

TAN et al., 2015; WU et al., 2015; MARTIN et al., 2015).
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Um dos métodos de estabilizacdo de residuos solidos é a compostagem, que
consiste na degradacdo da matéria organica por acdo de microrganismos. Todavia,
a microbiota natural é incapaz de degradar esses residuos salinos por serem
sensiveis a presenca de sais. O uso de bactérias halofilicas ou halotolerantes
podem ser uma alternativa para beneficiar o tratamento, pois possuem resisténcia a
tais condicoes ambientais, que permite manter atividade celular consequentemente
a degradacdo de matéria organica (CORREA et al., 2008). A compostagem
geralmente é realizada em leiras e sua estrutura depende do residuo a ser tratado e
do método de construcdo, podendo ter medidas de aproximadamente 1,5 a 1,8m de
altura e largura de 4 a 4,5m. Pode ser realizada em composteiras domésticas de 250
litros, 61 litros, 15 litros, entre outros. Enquanto a microcompostagem esta
relacionada a escala laboratorial em volumes bem menores (1 litro, 2 litros)
(VICENTINI et al., 2009; BOUGOUFFA et al., 2014).

Além do aporte nutricional necessario para o desenvolvimento da microbiota
no residuo, a compostagem ocorrerd com eficiéncia quando presente materiais
estruturantes como (casca-de-arroz e serragem), chamados de substratos que
proporcionam espagos intersticiais e promovam troca gasosa com 0O meio,
fornecendo carbono para que haja desenvolvimento dos microrganismos
decompositores e permitindo a aeragdo. O equilibrio entre carbono promovido pelo
substrato e nitrogénio presente no lodo da estacao de efluentes, é fato determinante
para a correta condicdo do processo de compostagem.

Analisado a problemética descrita, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
microcompostagem de lodo da estacdo de tratamento de efluentes da industria
pesqueira maritima com a presenca de casca-de-arroz e serragem como materiais
estruturantes e adicdo de bactérias halotolerantes com o objetivo de investigar as
melhores condi¢cdes operacionais que promovem a compostagem assistida por
in6culo halotolerante, como alternativa economicamente viavel para o tratamento de

residuos agroindustriais salinos.

METODOLOGIA
O experimento foi conduzido por delineamento completamente casualizado
com quatro repeticdes, em arranjo bifatorial sendo o primeiro fato o “tempo de
incubacao” (0; 3; 13; 16; 26 dias) e o segundo “aplicacdo de cepas” (EF; BC; PL;
CN; CP).
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A microcompostagem foi realizada em biorreatores de 1 litro interados com
200 mL de casca-de-arroz, 200 mL de serragem e 400 mL de lodo de pescado
distribuidos em 5 tratamentos em quadruplicata (Tabela 1). Os microrganismos
utilizados neste experimento foram isolados e identificados em experimento prévio
(conforme CAP-I).

Tabela 1: Tratamentos avaliados no experimento.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Microrganismo Tempo (dias)
B.cereus (BC) pH
E.faecalis (EF) Condutividade elétrica (uS/cm 1)
Consorcio bacteriano (PL) Carbono organico total (%)
Controle negativo (CN) Nitrogénio total (%)
Controle positivo (CP) Umidade (%)
Matéria mineral (%)
Temperatura

Os biorreatores foram interados com os volumes propostos para cada residuo
e adicionado os microrganismos diretamente aos biorreatores homogeneizados.
Antes de sua adicdo, as bactérias foram submetidas ao enriquecimento em Caldo
Infusion Brain-Hearth (BHI) com a presencga de 7,5% de NaCl, descrito por Mauriello
et al., (2004) com modificacdes, para a obtencdo da concentracao inicial desejada
(C=log 8 UFC.mL™).

Os biorreatores foram sujeitos as fases da compostagem por processo
controlado de temperatura em estufa no periodo de 26 dias (Tabela 2), e a cada
término de fase realizada coletas de amostras.

Tabela 2: Protocolo de incubacéo dos biorreatores na microcompostagem controlada.

Dias Temperaturas (°C) Fases
1 25
1 35 Mesdfila
1 45
10 55 Termofila
45
35 Humificagc&o
25
10 25 Estabilizacéo
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Foram coletadas cinco amostras durante o experimento, no tempo 0 (antes da
incubacéao), 3°, 13°, 16° e 26° dia de incubacdo e sujeitas as andlises fisico-quimicas
para avaliagcdo do composto no tempo estudado.

As andlises fisico-quimicas envolveram a determinacdo da matéria organica
pelo método de Walkley-Black Tedesco (1995), nitrogénio total pelo método de
Kjeldahl segundo Marques (2013), pH e condutividade elétrica por Tedesco (1995),
teor de matéria seca e mineral das amostras por métodos gravimétricos (AOAC,
1997).

Anélise estatistica

Os dados obtidos foram tabulados e tiveram a sua normalidade testada usado
o teste de Shapiro-Wilk sua homocedasticidade pelo teste de Hartley e a
independéncia dos residuos por analise gréfica. Ap6s a verificacdo destes
pressupostos, foi conduzido a andlise de variancia (a = 0,05) e observando
significancia estatistica (p<0,05) para a interacdo dos fatores foi aplicado regressao
linear, seguindo ajuste a modelo polinomial conforme Equacédo 1. Na auséncia de
significancia na interacdo entre os fatores pelo teste F (p> 0,05), o fator quantitativo
(tempo de incubacao) foi avaliado por andlise de regresséo, enquanto que o fator

qualitativo (aplicagao de cepa) foi avaliado pelo teste de Duncan (a = 0,05).

Y=y, +ax+ bx? (1)

” [{Ppeel)

Onde, “y” é a respectiva variavel resposta, “yo”, “a” e “b” sdo as constantes do

modelo e “x” tempo de incubacéo (d).
RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado de carbono organico total (%) referente ao tempo pode ser

observados na Figura 1.
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Figura 1: Carbono total organico (%) do lodo de estacdo de tratamento de efluente em
processo de compostagem.

Ao longo do tempo, o teor de carbono aumenta significativamente até o 13°
dia, apresentando 48% no seu intervalo maximo e 38% no intervalo minimo. No 26°
dia (ultima coleta) os valores de maximo e minimo diminuem (max 41%; min 35%)
comparando com a coleta anterior, afirmando a tendéncia de declinio na
concentracdo de carbono. Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de carbono

referentes as cepas pelo teste de Duncan.

Tabela 3: Teor de carbono referente ao uso de microrganismos halotolerantes.

Microrganismo Carbono (%)
EF 35,52
PL 38,182
CP 38,952
BC 40,473
CN 43,162

BC = Bacillus cereus, EF = Enterococcus faecalis, PL = consorcio bacteriano, CP = Controle
positivo, CN = Controle negativo.
O controle negativo por ndo apresentar cepas e NaCl obteve o maior valor de

carbono em porcentagem. Contudo estatisticamente os tratamentos CN, BC, CP e
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PL nao se diferem (p>0.05), assim como os tratamentos BC, CP, PL e EF. Porém o
controle negativo é diferente do tratamento por E. faecalis. O que significa que
atuacao cepa E.faecalis pode levado a queda do teor de carbono.

O tempo e a acdo de cepas referente ao carbono foram avaliados
separadamente por terem significancia. A interagdo de ambos ndo apresentaram
significancia.

Outros estudos relacionados a compostagem, mostraram valores
semelhantes referente ao carbono organico total, sendo justificados pela elevada
acdo bacteriana (GUIDONI et al., 2012; CORREA et al., 2012; GUIDONI et al.,
2018). Todavia, a literatura constata que durante o periodo de compostagem o teor
de carbono organico total tende ao declinio (KIEHL, 2004).

Os resultados de nitrogénio total (%) podem ser observados de acordo com a

Figura 2.
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S —e&—— y(CP)=1,288-0,016x;r?=0,327
5.0 -
g@ 4.5 1
o 4,0 1
& 35
2 I
2 30
Z 25

Tempo (d)

Figura 2: Resultados de nitrogénio total (%) referente ao tempo e a cepa utlizada na
incubacgédo. *s/a: sem ajuste

Os valores de nitrogénio total (%), variaram de acordo com tempo do
processo de compostagem. Havendo diferenca entre os tratamentos propostos
neste estudo e interagdo entre os fatores tempo e cepa utilizada. Os maiores valores
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obtidos ao final dos 26 dias de incubacao foram apresentados pelos tratamentos CN
e CP (0,993% e 0,872%), os demais tratamentos apresentaram valores inferiores.
Esses valores podem ser explicados pela presenca dos inoculos adicionados,
bactérias halotolerantes ou consideradas halofilicas na presenca de um ambiente
salino atuaram como bactérias denitrificantes, justificando os valores baixos
apresentados (LEFEBRE & MOLETTA, 2006).

O pH observado na microcompostagem durante o periodo do experimento

esta apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Evolucao de pH durante o periodo experimental. *s/a: sem ajuste.

O pH durante o periodo de compostagem manteve a tendéncia de declinio.
Dos tratamentos estudados, 0 que apresentou propensao para a estabilidade a partir
do 22° dia do experimento foi o tratamento EF. O tratamento BC ao final do
experimento apresentou o maio valor de pH, 7,56. O pH obteve diferenca
significativa entre os dias e em relacdo as cepas utilizadas, havendo interacao entre
os fatores. Os pH’s ao final do periodo experimental se apresentaram como neutros

variando de 7,25 a 7,6 aproximadamente. Todavia, a Legislacdo Brasileira
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estabelece pH no minimo 6 para a comercializagdo de algum composto (BRASIL,
2009). O pH geralmente ao final do experimento tendeu a basicidade pela oxidacao
de acidos organicos por acdo microbiana. Assim como mostrado no nitrogénio, as
bactérias halofilicas sdo denitrificantes, logo ndo ocorreu a transformacdo do
nitrogénio amoniacal em nitrato havendo uma alta atividade microbiana,
permanecendo a linha de tendéncia em queda, porém no tratamento CP ndo ha
adicdo de bactérias halotolerantes, e esta justificado pela presenca de sal meio e
excesso de carbono que podem propiciar condigdes acidas durante a compostagem
ou quedas de pH. (LEFEBRE & MOLETTA, 2006; VALENTE et al., 2009; GUIDONI
et al., 2012; Li et al., 2013).

A condutividade elétrica (uS/cm™) dos tratamentos estudados estéo ilustrados

na Figura 4.
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35 - —&—— y(CP)=17,079 + 0,328x ; r>= 0,411

Condutividade elétrica (mS/cm'2)
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Figura 4: Condutividade elétrica dos tratamentos avaliados.
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De acordo com a figura, pode-se observar um aumento na condutividade
elétrica durante os primeiros 16 dias de incubacgé&o para os tratamentos (BC, PL, EF),
apos esse periodo a linha obteve uma tendéncia de declinio até o final do periodo
estimado para este estudo. Enquanto nos tratamentos CP e CN é visivel a diferenca,
sendo um o maior valor obtido ao final do experimento e o outro o menor valor
obtido, respectivamente. Esse comportamento de aumento de condutividade
elétrica é esperado pela degradacdo da matéria organica presente nos residuos,
havendo essa degradacdo ocasiona a mineralizacdo (BERNAL, 2009). Porém nos
tratamentos com a adi¢do de indculo a condutividade elétrica depois de um periodo
iniciou a queda da curva, tendo o menor valor apresentado pelo tratamento PL, acéo
das duas bactérias adicionadas ao meio. Segundo Rasapoor e colaboradores
(2016), pode ter ocorrido essa queda na condutividade elétrica pela evaporacao
parcial de amobnia seguido de outros grupos béasicos para o processo de
compostagem, assim como a formacdo de &cidos orgénicos que sao menos
solaveis.

A Figura 5, mostra os resultados de umidade (%) obtidos nos tratamentos

durante o periodo de compostagem estudado.
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Umidade BU (%)

Gus — % —  y(EF)=43229 + 3,116x - 0,085x : * = 0,886
: —— @ —— y(BC)= 43,825+ 2,59x - 0,072x% : 12 = 0,896
201 — —— - y(PL)=43908 +2,403x - 0,069x" ; 1> = 0,839
: A y (CN) = 39,679 + 5,703x - 0,149x? : 1 = 0,932
LSl ——e—— y(CP)=41,808 +4,130x - 0,098x? ; r? = 0,793
O . : : I : . I . t 1 t . I . . 1 L t 1 : t I I
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (d)

Figura 5: Umidade (%) dos tratamentos referente ao tempo e cepas utilizadas.

No tempo zero do experimento 0s tratamentos partiram de valores de
umidade aproximadamente de 45%, ao transcorrer o tempo a umidade dos
tratamentos foi se elevando e aos 17 dias de incubacao para os tratamentos EF, BC
e PL foi iniciada uma queda na curva. Enquanto para o tratamento CP foi possivel
observar no 21° dia e para CN no 20° dia. No final dos 26 dias os tratamentos
obtiveram os valores acima de 50% de umidade, (EF 66,78%; BC 62,10%; PL
59,74%; CN 87,23%; CP 82,94%). No tratamento CP, o valor alto apresentado pode
ser justificado pela presenca de sal no meio ocorrendo a disputa entre o equilibrio
osmoético no meio com a microbiota natural, assim inibindo a atividade dos
microrganismos e o tratamento CN apresentou umidade acima do valor permitido e
exigido pelo MAPA para compostos (BRASIL, 2009). A umidade é um dos
parametros essenciais para serem avaliados na compostagem. Segundo Yaries et
al., (2009) os valores considerados aceitaveis de umidade € de minimo de 40% e
maximo de 60% no composto. Porém, Sellani et al., (2008) realizaram estudos e

comprovaram que a atividade microbiana foi maior em seu experimento quando a
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umidade estava entre 50% a 70%, assim como encontrados alguns valores neste
estudo. Enquanto Sivakumar et al., (2007) verificou em seu experimento que a maior
atividade microbiana foi constatada com valores de umidade de 40 a 65%.

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos de matéria mineral (%) presente

nos tratamentos.

— —w —  y(EF)=22,642 +1,772x - 0,044x? ; r = 0,877
——-®&—— y(BC)=22529 + 1,764x - 0,048x*; r* = 0,869
— —@ — - y(PL)=23429 + 1,395x - 0,038x? ; r* = 0,808
70 1 A y (CN) = 15,017 + 2,982x - 0,078x? ; r2 = 0,882
—e— y(CP)=22318+2297x - 0,056x? ; 12 = 0,830

Matéria mineral BU (%)

0 I : : I t t I * : I : : I t : I : * I : : I : t I

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (d)

Figura 6: Matéria mineral (%) apresentada nos tratamentos avaliados no estudo.

De acordo coma Figura 6 é possivel obter valores para os tratamentos
durante todo o periodo estudado da microcompostagem, CP apresentou 0 maior
valor para cinzas durante todo o intervalo estudado e ao final foi constatado valor de
44% de matéria mineral, enquanto PL o menor ao final 34%. O tratamento CP
apresentou esse aumento do conteudo de matéria mineral referente ao ponto inicial,
devido a reducdo da matéria organica e mineralizacdo do composto. Em outro
estudo sobre compostagem, os resultados obtidos ao final do processo também
foram maiores comparando com o0s valores obtidos no inicio do processo de
compostagem, relacionando ao final a maturacdo do composto obtido (GUIDONI et
al., 2018).
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CONCLUSAO

O lodo de pescado salino de estacdo de tratamento de efluentes,
independente dos tratamentos obteve uma porcentagem alta de carbono e muito
baixa de nitrogénio, conteido que pode servir para estudos futuros para investigar
um equilibrio de v/v a ser estudado para ser corrigido essa deficiéncia, ou adicdo de
algum outro residuo agroindustrial rico em nitrogénio para haver esse equilibrio C/N,
assim como estipular um tempo de compostagem maior que 26 dias de incubacéo.
Porém o comportamento das cepas aplicadas nos tratamentos, tiveram melhores
resultados para os demais parametros avaliados. Sendo assim, a aplicacdo de
cepas consideradas halotolerantes podem ser uma alternativa para a compostagem
de um residuo altamente salino, auxiliando a degradacdo de matéria organica e

assessorar a atividade microbiana natural.
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Apéndice A — Imagem de col6nias de Enterococcus faecalis em Agar Padr&o
de Contagem (PCA).
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Apéndice B — Imagem de coldnias de Bacillus cereus em Agar Padrdo de
Contagem (PCA).
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Apéndice C - Imagem dos biorreatores em estufa no processo de
microcompostagem controlada.
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Apéndice D — Tabela do resumo estatistico
capitulo Ill deste trabalho.

do experimento realizado no

L Modelo
Variaveis GL F P
Intercepto X X2

EF 8,0413 0,0629 * 19 25,2732 <0,0001
BC 7,9529 -0,0151 * 17 52,499 <0,0001
pH PL 7,8629 -0,0176 * 16 120,3259 <0,0001
CN 8,2717 -0,0066 * 17 1,2213 0,2855

CP 7,9884 -0,0248 * 19 34,3292 <0,001
EF 15,533 0,6476 -0,0173 19 15,0114  0,0002
BC 15,3564 0,5848 -0,0153 17 15,2333  0,0002
CE PL 15,9658 0,5685 -0,0174 16 7,2665 0,0068
CN 1,5334  0,0456 * 19 17,2641  0,0006
CP 17,0793 0,328 * 17 11,1702 0,0041
EF 22,6416 1,7715 -0,0437 18 56,8753 <0,0001
BC 22,5289 1,7639 -0,0481 19 56,2809 <0,0001
MM PL 23,4285 1,3952 -0,0382 18 33,5701 <0,0001
CN 15,0167 2,9822 -0,0772 19 63,4844 <0,0001
CP 22,3176  2,2971 -0,056 17 36,6705 <0,0001
EF 1,1743 -0,0109 * 17 3,0142 0,1018
BC 0,5918 0,0846 -0,0033 18 10,5538 0,0012
N PL 1,18 -0,176 * 16 10,0723 0,0063
CN 1,5913 -0,0225 * 17 13,4954 0,0021
CP 1,2877 -0,0156 * 18 8,2639 0,0105
EF 43,2291  3,1162 -0,0847 19 65,7036 <0,0001
BC 43,8252 2,5962 -0,0716 19 72,885 <0,0001
U PL 43,9079 2,4028 -0,0693 19 44,411 <0,0001
CN 39,6788 5,7026 -0,149 19 115,9397 <0,0001
CP 41,4084 4,1307 -0,0981 19 32,6521 <0,0001

Legenda: * = nao foi estimado modelo polinomial de segunda ordem ; GL = graus de

liberdade; F = calculado por ANOVA; P = probabilidade.
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