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RESUMO

Foram isoladas 8 linhagens bacterianas (L1-L8) de lodo da lagoa de decantagao
A da Estacgao de Tratamento de Efluentes (ETE) da S. A. Usina Coruripe Agucar
e Alcool, na safra de 2004/05, sendo 3 deles anaerdbios facultativos com
metabolismo fermentativo (L3, L7 e L8). Os isolados foram identificados como
espécies de Achromobacter (L1 e L5), Acinetobacter (L2 e L6), Proteus (L3),
Flavobacterium (L4), e Serratia (L7 e L8), apresentando diversas atividades
enzimaticas de interesse ambiental. Quanto as amostras do efluente da mesma
lagoa de decantagdo da ETE estudada, e do bagago de cana-de-agucar
acumulado na empresa, foram isolados 19 microrganismos (8 do efluente e 11 do
bagaco), sendo que 14 sdo bactérias G+ e G- (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8,
BC1, BC2, BC3, BC6, BC7 e BC11) e 5 sao fungos, isto €, 3 leveduriformes
(BC4, BC5 e BC9) e 2 filamentosos (BC8 e BC10). Todos os microrganismos
obtidos sdo mesofilicos. As bactérias dos efluentes da ETE estudada foram
identificadas como pertencentes aos géneros Klebsiella (A1), Corynebacterium
(A2 e A7), Arthrobacter (A3), Streptomyces (A4); Staphylococcus (A5),
Acinetobacter (A6); Serratia (A8). Os isolados de bagaco-de-cana pertencem ao
géneros: Bacillus sp (BC1), Clostridium. Sp (BC2), Acinetobacter (BC3 e BC6);
Corynebacterium (BC7) e Lactobacillus (BC11). Por terem apresentado um alto
potencial em degradar polissacarideos, lipideos, proteinas e compostos fendlicos
(tanino), os isolados de lodo L1 (Achromobacter sp) e L3 (Proteus sp) foram
selecionados para testes de cinética de crescimento/degradacao de acido tanico.
Embora concentragdes de 0,8 % de acido tanico ainda favorecam o crescimento
de Proteus sp, a concentracado de 1 % desse substrato em meio solido inibiu seu
crescimento, sugerindo que o microrganismo nao tolera altas concentragbes
desse composto. Apesar de nao ter sido observado o crescimento do isolado de
lodo Achromobacter sp. em meio sélido contendo 0,8-1,0% de acido tanico, o
mesmo foi capaz de degradar fendis pelo seu desenvolvimento em meio
contendo acido galico, ou por ter hidrolisado as ligagbes éster da molécula de
acido tanico em meio liquido, liberando acido galico. As espécies de Proteus sp
e Achromobacter sp, isoladas de lodo da lagoa de decantagcdo da ETE da
industria sucroalcooleira estudada (safra 2004/05), sao promissoras para estudos
de cometabolismo de microrganismos e bioaumentagdo de aguas residuarias
contendo compostos fendlicos e outras substancias.
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ABSTRACT

Eight strains of bacteria (L1-L8) were isolated from the mud of a decantation lake
(A) from the Station of Effluent Treatment (SET) of the “S. A. Usina Coruripe
Acucar e Alcool”, in the harvest season of 2004/05. Three of these bacteria were
considered facultative anaerobes (L3, L7 and L8). The isolates were identified as
species of the genus Achromobacter (L1 and L5), Acinetobacter (L2 and L6),
Proteus (L3), Flavobacterium (L4), and Serratia (L7 and L8), with different
enzymatic activities that are of environmental interest. On the other hand, 19
microorganisms were isolated from the wastewater samples of the same lake and
of the sugarcane bagasse stored in that company, it means,8 from the effluent
and 11 from the bagasse, being 14 bacteria G+ and G- (A1, A2, A3, A4, A5, A6,
A7, A8, BC1, BC2, BC3, BC6, BC7 and BC11), and 5 were fungi - 3 yeast (BC4,
BC5 and BC9) and 2 moulds (BC8 and BC10). All the isolates were mesophylic.
The bacteria from the studied effluent were identified as Klebsiella sp (A1),
Corynebacterium sp (A2 and A7), Arthrobacter sp (A3), Streptomyces sp (A4);
Staphylococcus sp (A5), Acinetobacter sp (A6); Serratia sp (A8). The isolates
from the sugarcane bagasse were species from the genus Bacillus (BC1),
Clostridium. (BC2), Acinetobacter (BC3 and BCG6); Corynebacterium (BC7) and
Lactobacillus (BC11). Because of their high potential in degrading
polysaccharides, lipids, proteins, and phenolic compounds such as tannin, the
mud bacteria L1 (Achromobacter sp) and L3 (Proteus sp) were screened
according to their kinetic of growth and degradation of tannic acid. Although the
concentration of tannic acid at 0,8 % still allows the growth of Proteus sp, the
concentration of the same substrate at 1% in solid medium inhibited its growth,
suggesting that the microorganism do not tolerate high concentrations of this
compound. Furthermore, even if Achromobacter sp from the mud had not grown
in solid medium containing 0.8-1.0% of tannic acid, it was able to developed very
well in medium with gallic acid, and also hydrolysed ester linkages of the tannic
acid molecule in liquid medium, releasing gallic acid. The species of Proteus and
Achromobacter sp, isolated from the mud from the decantation lake of the studied
sugar-alcohol industry (harvest season 2004/05) appear promising for studies of
co-metabolism and bioaugmentation for treatment of this type of wastewater
containing phenolic compounds and other substances.
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1. INTRODUCAO

As questdes ambientais tém provocado cada vez mais interesse e preocupa-
¢ao a todos que se envolvem com a atividade industrial e agricola, uma vez que os
residuos gerados nas mesmas sao potenciais geradores de danos a vida do planeta
tal qual se concebe atualmente (MALHEIROS, 1996). O desafio para a agricultura,
portanto, é a produgdo estavel em bases sustentaveis, o que exige tecnologias e
praticas de gestao que assegurem um ambiente sadio, eficiéncia econémica e repar-
ticao justa dos beneficios.

Os impactos ambientais ocorrem quando a taxa de geragao dos residuos é
maior do que sua taxa de degradacéo, sendo cada vez mais premente a necessida-
de de reduazir, reciclar ou reaproveitar esses subprodutos, com o objetivo de recupe-
rar matéria e energia, preservando os recursos naturais (STRAUS & MENEZES,
1993; apud MALHEIROS 1996).

A cana de acgucar (Saccharum officinarum) cultivada é a cultura agricola mile-
nar mais importante da histéria da humanidade, visto ter provocado o maior fenébme-
no de dispersdao do homem e de interferéncia na economia e na ecologia (BERGA-
MASCO, 2003).

A area colhida de cana-de-acticar no Brasil cresceu de 4,56 x 10° ha em 1995
para 5,34 x 10 ha em 2003, o que correspondeu a 17,2% de incremento em 8 anos
(NEVES et al., 2004).

A Zona da Mata do Nordeste é ocupada pela atividade canavieira e seu pro-
cessamento industrial desde o inicio da colonizagao do pais, sendo que ao longo de
sua historia, este setor tem sido marcado por periodos de prosperidade entremea-
dos por fases de dificuldades freqientemente longas. Em termos mais gerais, a pro-

dutividade agricola em Alagoas € um tanto superior a dos demais estados nordesti-
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nos, ou seja, cerca de 60 ton/ha enquanto, em Pernambuco esta média tem girado
em torno de 50 ton/ha (LIMA & SICSU, 2001).

De acordo com MONTEIRO et al. (1998), a industria da cana-de-agucar pro-
duz uma grande quantidade de residuos liquidos e solidos que, se nao tratados a-
dequadamente, tém um efeito danoso sobre o ambiente. Ha também a poluigdo at-
mosférica devido a fumaga, fuligem e cinzas geradas pela queima durante a colheita
tradicional. Esta pratica causa um processo continuo de acidificagdo e impermeabili-
zacao do solo.

De acordo com MEUNCHANG et al. (2005) a producao de agucar libera torta
de filtro e bagago como subprodutos, na taxa de 3,4% e 25-30% de cana fresca,
respectivamente. O bagaco é o material fibroso resultante da extragdo do caldo. A
torta de filtro consiste na parte superior e nas folhas que sdo queimadas no campo,
durante a colheita tradicional da cana-de-agucar. Com a crescente consciéncia da
responsabilidade ambiental, esta técnica tem sido substituida pela colheita verde,
que consiste na separagao mecanica da parte superior e das folhas e, portanto, tem

aumentado os residuos de biomassa da cana-de-acucar (ERLICH et al., 2005).

O calor necessario para a concentragao do caldo no processamento industrial
da cana é, geralmente, produzido na combustdo de seus residuos sélidos (ERLICH
et al., 2005). Em decorréncia da produgao do alcool etilico e do agucar cristal, avalia-
se que haja um excedente da quantidade de bagacgo processado e utilizado para
alimentar caldeiras, correspondente a 8% nas destilarias anexas e 12% nas auto-
nomas (CAMARGO, 1990; apud AGUIAR & MENEZES, 2002).

Além disso, nos plantios de cana, especialmente do Nordeste do Brasil, a
irrigacao € uma atividade que consome muita agua, e nédo é de hoje que o setor
sucro-alcooleiro brasileiro busca tecnologias para reduzir sua captagao e melhorar a
qualidade dos efluentes gerados no processamento da cana, visando a reutilizagéo
e/ou descarte dos mesmos em corpos de agua. O mesmo pode ser dito a respeito
da qualidade dos solos agriculturaveis, que pode ser imensamente recuperada
através de técnicas de adubacgao, e do destino final de residuos orgéanicos agricolas.
O aproveitamento agricola dos residuos da agroindustria sucro-alcooleira no Brasil
se constitui numa pratica bastante generalizada, tanto no caso dos efluentes liqui-
dos, principalmente a vinhaga, como no dos sélidos, como a torta de filtro (RAMA-
LHO & SOBRINHO, 2001).
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A carga orgéanica dos efluentes originados na producédo diaria de agucar e al-
cool é extremamente elevada, face as altas demandas quimica e bioquimica de oxi-
génio (DQO e DBO, respectivamente). Contribuem para isso os constituintes de
colmos e folhas residuais de cana (tanino, lignina, etc.), além de agroquimicos ad-
sorvidos e carreados durante a lavagem diaria de 10.000-18.000 ton da mesma.

Sabe-se que inumeros microrganismos produzem um ou mais tipos de amila-
ses, celulases, ligninases e tanases para degradar os polissacarideos e polifendis
presentes nos diversos tipos de nichos, e que aqueles produzidos por mesofilicos e
termofilicos sdo de grande interesse para as mais diversas industrias, para a bior-
remediacao de efluentes, ou para a producgao de fertilizantes.

O propodsito deste trabalho foi isolar e caracterizar microrganismos capazes
de produzir enzimas mesofilicas e termofilicas degradadoras de polissacarideos,
proteinas e fendis em amostras de bagago de cana-de-agucar, de lodo e de residuos
liquidos de agroindustria sucroalcooleira, visando trabalhos posteriores de caracteri-

zagao das enzimas secretadas pelas linhagens que se destacarem.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Diante do exposto, os objetivos especificos da presente dissertacao foram:

2.1. Isolar e identificar microrganismos capazes de degradar polissacarideos,
proteinas e fendis de residuos liquidos (efluente de Estagao de Tratamento
— ETE) e sdlidos (lodo de lagoa de decantagdo da mesma ETE e bagago de
cana-de-agucar) de industria sucroalcooleira;

2.2. Caracterizar morfologicamente os microrganismos isolados, submetendo-os
a varios meios de culturas seletivos e testes diferenciais;

2.3. Avaliar in vitro o perfil enzimatico dos microrganismos isolados na degrada-
¢ao de amido, xilanas, proteinas (colageno), lipideos, pectina e compostos
fendlicos (como acido galico e acido tanico);

2.4. Selecionar entre os microrganismos cujos resultados apresentaram melhor
atividade enzimatica, alguns para posterior estudo relacionado a producgao
de fenol-oxidases (tanase);

2.5. Realizar ensaios de cinética de degradacao do acido tanico em meio liquido

(ATL), com microrganismos selecionados.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. A Versatilidade Microbiana

A capacidade que os microrganismos tém de mineralizar uma variedade de
compostos toxicos ou recalcitrantes, se da pelo fato da diversidade metabdlica natu-
ral dos mesmos, além dos varios fatores ambientais que permitem um 6timo desen-
volvimento para que haja essa eficiéncia na degradacdo. ESPOSITO & AZEVEDO
(2004) afirmam que a estimativa de espécies fungicas no mundo é de 1,5 milhao, e
que a maioria é capaz de metabolisar diferentes fontes de carbono, inclusive polime-
ros complexos, para obter energia atuando assim na degradagao de poluentes.

As transformagdes microbianas dos compostos organicos por enzimas sao
descritas pelos termos: degradacao, ativagdo, detoxicacdo e mineralizagdo, sendo
que este ultimo refere-se a completa conversao da estrutura organica para as for-
mas inorganicas tais como CO, H,0, e Cl . A detoxicagao é a transformacao do
composto para algumas formas intermediarias que pode ser ndo toxica ou pouco
téxica, o processo que resulta em formas toxicas e produtos intermediarios téxicos é
conhecido como ativacdo. Os microrganismos sdo capazes de catalisar uma varie-
dade de reagbes como: declorinagao, hidrdlises, clivagem, oxidagdo, reducgéo, dehi-
drogenagao, dehidroalogenagéao e substituicdo (SUTHERSAN, 1999).

Varios sao os fatores que estdo envolvidos na biodegradag¢ao dos poluentes,
como: a natureza do poluente; a nao degradagao do poluente pela microflora e mi-
crofauna indigena; os fatores abidticos e o tipo de solo sdo essenciais para um bom
desempenho da atividade bacteriana (PIEPER & REINEKE, 2000). FASS et al.
(1999) verificaram que para que ocorra a biodegradagao do contaminante é neces-

sario um periodo de adaptagdo denominado de aclimatizagdo que ocorre devido a
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trés fatores: multiplicagdo dos microrganismos; periodo de sintese de enzima espe-
cifica requerida e ocorréncia de mutagdes e processos seletivos.

A primeira etapa para a biotransformacao celular de compostos recalcitrantes
€ catalisada por enzimas pertencentes ao grupo das oxiredutases e hidrolases. De
acordo com GIANFREDA & RAO (2004), as oxiredutases microbianas sdo enzimas
periplasmaticas associadas a superficie celular, e podem ser de origem fungica (Ba-
sidiomicetos e Ectometarrizios) ou Actinomicéticas, sendo requerido em alguns ca-
sos a presenga das células de origem, para que a rota metabdlica seja completa

(Figura 1).

Substancias soltiveis |::> |::> I Degradagio :
I completa ]

1~

Fun¢doesperada .  TTTTTTosososmessmees 1

. I .

Enzimas ' Produtos parcialmente |

. 1

Oxidoretutases extra(ﬁllares ! trans.formada ou oyfldados !

3 facilmente pela célula. X

Metabolitos A
téXlCOS SOlﬁVels Fun@ﬁo Hidrolases
ﬂ degradativa Oxidoredutases
I Produtos |

I insoluveis | Substancias insoltveis

Figura 1. Esquema das fungdes das enzimas extracelulares no metabolismo celular.
(Fonte: GIANFREDA & RAOQO, 2004).

As enzimas requeridas no processo de biodegradacao ndo sao completamen-
te especificas aos substratos, e agem sobre compostos recém sintetizados liberados
pela atividade humana na biosfera. Alguns substratos de baixo peso molecular sdo
transportados através da membrana celular para serem entdo metabolizados. Por
outro lado, as moléculas de alto peso molecular sofrem agédo de enzimas extracelu-
lares podendo ser transformadas e/ou catabolisadas em substancias simples (MAR-
TIN, 1999).

Created by Neevia Document Converter trial version http://www.neevia.com


http://www.neevia.com

SANTOS, E.S. 2007. Microrganismos promissores para a degradagdo de compostos..... 7

De acordo com SUTHERSAN (1999) a transformacdo de poluentes pode ou
nao resultar em reducao da toxicidade, ja que todas as propriedades toxicas de um
contaminante sao removidas via biotransformacdo. Em contra partida, a detoxifica-
¢ao nao implica na mineralizacdo e podem envolver varios processos, tal como: hi-
drolise, hidroxilagao, declorinacédo e demetilagao.

WATANABE (2001) observaram que alguns poluentes podem ser degradados
por organismos indigenas, porém devido ao fato dessas substancias nédo existirem
naturalmente no ambiente, faz com que esses microrganismos utilizem outras rotas
metabdlicas para degrada-los.

Conforme SILVA E ESPOSITO (2004) a extensa gama de microrganismos uti-
lizados na descontaminagao de solos e sedimentos, do ar e de aguas deve ser a-
companhado por métodos bioquimicos e microbiolégicos que assegurem as ativida-
des metabdlicas. Para entender esse mecanismo, faz-se necessario conhecer a fisi-
ologia das populagdes microbianas, as rotas metabodlicas de degradacao de cada
contaminante, bem como, a selecdo de habilidades especificas, como remoc¢ao de
metais, compostos radioativos, degradagdo de compostos organicos e recalcitrantes
(TIMMIS & PIEPER, 1999).

Sabe-se que diversos microrganismos (Pseudomonas, Achromobacter, Fla-
vobacterium, Norcadia, Arthrobacter) tém mostrado habilidade em degradar varios
compostos de diferentes classes quimicas como os aromaticos (haloaromaticos, ni-
troaromaticos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), polifendis, policloratos den-
tre outros. A espécie Pseudomonas pickettii ttm demonstrado extraordinaria habili-
dade na degradacado de compostos especificos como: clorofenol, hidrocarbonetos
aromaticos, nitroaromaticos, propanil (3,4-dicloroproprianalidine), como também al-
guns fungos (Aspergillus versicolor, Cephalosporium acremonium, Penicillium sp. e
Cuninghamella elegans) possuem a habilidade de metabolizar hidrocarbonetos de
petréleo, viabilizando o tratamento desses poluentes (DUA et al., 2003; ESPOSITO
E AZEVEDO, 2004; KARIGAR, 2006).

3.2. Residuos agroindustriais
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A agropecuaria € fonte de grande quantidade de residuos, como dejetos de
animais, restos de culturas, palhas e residuos agroindustriais, e que muitas vezes,
os mesmos sao dificiimente degradados ou reciclados na forma que se encontram
ficando por muito mais tempo no ambiente causando danos (PANDEY et al., 2000).

O processamento industrial da cana-de-agucar para a producédo de acucar e
alcool gera um grande volume de efluentes com complexa e elevada carga organica,
contribuindo com uma parcela consideravel na poluicdo ambiental. Devido a este
fato e com a preocupacao de manter os niveis admissiveis desses poluentes evitan-
do impactos ambientais, € que varias pesquisas estdo sendo realizadas buscando a
recuperacao, transformacao e biocorrecdo desses poluentes no meio, através de
tecnologias capazes de minimizar o volume e a toxicidade dos efluentes industriais
(FREIRE, 2000).

No Estado de Alagoas, a cana-de-agucar comegou a ser plantada no litoral
norte, nas proximidades das cidades de Porto Calvo e Matriz de Camaragibe, poste-
riormente ocupando areas antes de Mata Atlantica, passando pelas varzeas dos rios
Manguaba, Santo Anténio, Mundau, Paraiba, S&o Miguel e Coruripe (ANDRADE,
1997; CARVALHO, 1997).

Atualmente ha uma centralizagdo da producado alagoana de cana-de-agucar,
a qual pertence a 7 grandes grupos. Cada um desses grupos administra varias usi-
nas e destilarias. Estes grupos sdo: Carlos Lyra (usinas e destilarias Cachoeira, Ca-
eté e Marituba); Corréa Maranh&o; (usina Camaragibe e usina e destilaria Santo An-
ténio), Jodo Lyra (usinas e destilarias Guaxuma e Laginha e usina Uruba), Toledo
(usina Capricho, destilaria autbnoma Penedo e usina e destilaria Sumauma), Tércio
Wanderley (destilaria autbnoma Camacari e usina e destilaria Coruripe), Olival Teno-
rio destilaria autbnoma “Porto Alegre” e destilaria e usina “Porto Rico”) e Andrade
Bezerra (usina e destilaria “Serra Grande”). Alguns desses grupos também adminis-
tram usinas e destilarias em outros pontos do pais, especialmente Minas Gerais,
Pernambuco, Espirito Santo e Sdo Paulo (CARVALHO, 1997).

Cerca de 90% das aguas empregadas nas unidades industriais das usinas
deve-se a quatro operacgdes: lavagem de cana (25 %), condensadores barométricos
ou multijatos da fabricagdo do acgucar (29 %), resfriamento de dornas da
fermentacado (14 %) e condensadores de alcool (19 %). De uma forma geral, utiliza-
se cerca de 21 m?® de agua / tonelada de cana (TC) a ser processada. Com o

fechamento destes circuitos principais, pode-se reduzir a captacdo para 1 m3TC,
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mas isso nem sempre ocorre, gerando altos volumes de efluente com grandes quan-
tidades de solidos em suspensao, matéria organica (bagago de cana, 6leos lubrifi-
cantes e combustiveis, detergentes, etc) e temperatura elevada. Esses fatores dete-
rioram a qualidade da agua necessaria a vida dos organismos em geral, e para que
seu langamento em corpos d’agua ou sua reutilizacdo sejam possiveis, € necessario
um sistema de controle e tratamento especifico.

O tratamento bioldgico de efluentes faz uso da agao conjunta de espécies di-
ferentes de microrganismos (bactérias e fungos) em bioreatores. Estes sdo opera-
dos sob condi¢des (temperatura, pressao, umidade) controladas, assim estabilizan-
do a matéria organica poluente (VAZOLLER, 1995). Portanto, embora complexos, os
processos de biorremediacdo sao relevantes num momento em que se discutem
temas como empresas e cidades melhor planejadas e mais eficientes ecologicamen-
te, especialmente quando a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) de um efluente
€ maior do que a sua demanda quimica de oxigénio (DQO).

Entre os processos industriais de agroindustrias, destacam-se a lavagem e a
moagem de cana-de-agucar, o tratamento do fermento, a geragao de vapor, a limpe-
za de caldeiras, dornas e evaporadores, € o0 saneamento em geral, inclusive o de
maquinas agricolas. A Tabela 1 mostra valores aproximados do consumo de agua
na fabricacéo de alcool. Os residuos produzidos por essas atividades, ainda que se-
paradas, apresentam solidos em suspensdo, altos teores de matéria orgénica e
temperatura elevada. Esses fatores causam desequilibrio ecolégico, e para que seu
langamento em corpos d’agua ou sua reutilizagao sejam possiveis, € necessario um
sistema de controle e tratamento especificos.

Na lavagem de cana, a mesma recebe agua de forma continua, para o arraste
de impurezas trazidas da lavoura. A quantidade de agua a ser utilizada na lavagem
de cana é de aproximadamente 6m?® agua/t de cana moida, isto &, aproximadamente
72.000m?® agua/ 12.000 t cana moida/dia (MACEDO, 2002).

Geralmente, as aguas de lavagem de cana contém residuos de fibras de fo-
Ihas e colmo de cana, constituidos por lignina e celulose que sofrem oxidagao e le-
vam a formagao de outros compostos, como acidos fendlicos, melanoidinas e acidos
fulvico e humico, entre outros. Além disso, contém sacarose, residuos de agroquimi-
cos e cinzas, sendo descartadas em lagoas artificiais, levando a uma proliferagao de
insetos e a uma biodegradagdo muito lenta devido ao seu volume ndo ser suficiente

para reter o efluente por muito tempo.
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Tabela 1. Uso aproximado de &gua na fabricagdo de alcool. (Fonte: ZARAT F°,
1999).

VOLUME
SEGAO FINALIDADE
(L/t de cana)
Descarga e estocagem Lavagem de cana 5000-10000
Moendas Embebicao 250
Resfriamento de mancais 150
Caldeiras Producgao de vapor 250-350
Tratamento de agua de lava- Preparo de leite cal 15
gem
Pré-fermentacao Preparo de levedura 100
Fermentacgao Resfriamento de dornas 5000
Destilacao Resfriamento de condensador 6000
Laboratdrio Usos gerais 10
Diversos Limpezas gerais 15

Segundo PANDEY (2000) o bagago de cana tem despertado um grande inte-
resse econdmico devido a sua utilizagdo como matéria bruta na geracao de eletrici-
dade, producao de papel e bioprodutos baseados em processos de fermentagao.

O bagaco de cana é composto por 45 % de fibras lignocelulésicas, 50 % de
umidade, 2 a 3 % de solidos soluveis em agua. Sendo a constituicdo quimica por
grama de peso seco composta por 45 % de celulose, 25 % de hemicelulose e 20 %
de lignina (TEIXEIRA et al., 1997).

Conforme AGUIAR & MENEZES (2000) os residuos agricolas servem como
fonte de nutrientes, principalmente de carbono em fermentacdo submersa simples-
mente pelo fato de produzem uma elevada atividade enzimatica. O mesmo relata
que o cultivo de Aspergillus niger contendo bagago de cana como fonte de carbono
apresentou atividade celulolitica superior quando comparado com outras fontes a
exemplo da carboximetil-celulose e do papel de filtro.

Visando a reducdo de compostos toxicos no ambiente bem como o reaprovei-

tamento dos subprodutos obtidos no processamento da cana, o setor sucro-
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alcooleiro investe em varios projetos de pesquisa que envolve a preservagao e ma-
nutencdo do ambiente buscando tecnologias para redugédo da captagdo de agua e
melhoria da qualidade de seus efluentes, bem como na melhoria da qualidade dos
solos através de técnicas de adubagado, e do destino final de residuos organicos

agricolas.
3.3. Biodegradacao de Polissacarideos e Compostos Fendlicos

A lignocelulose € um polissarideo fenilico muito abundante encontrado em re-
siduos de cereais, bagaco de cana-de-agucar e florestas, seus principais componen-
tes sdo a celulose, a hemicelulose e a lignina. A lignocelulose tanto serve para pro-
duzir uma variedade de combustiveis, entre os quais se destacam alternativas para
gasolina e oleo diesel, como para a produgdo de uma gama de substancias quimi-
cas que sustentam a vida moderna (OASHI, 1999).

De acordo com LOPEZ et al. (2004) a degradacgéo de substancias lignocelulo-
sicas libera furano e compostos fendlicos toxicos aos microrganismos de metabolis-
mo fermentativo. Esses autores isolaram microrganismos de solo com capacidade
de detoxificagdo de compostos lignoceluldsicos, em meio mineral que continha uma
mistura de acido ferulico, 5- hidroximetilfurfural e furfural com fontes de carbono e de
energia, seguido pela transferéncia para um meio de cultura contendo hidrolisado de
milho. As cepas de microrganismos apresentaram crescimento estavel nestes subs-
tratos, obtendo-se seis isolados identificados como pertencentes aos géneros Met-
hhylobacterium, Pseudomonas sp, Flavobacterium sp, Artrobacter sp, Acinetobacter
sp e Ligninaria sp Todos os isolados degradaram os compostos adicionados ao meio
de cultura descrito acima. Entretanto, apenas Ligninaria sp foi eficiente na metaboli-
zacao do furfural em virtude de seu grande potencial enzimatico, especialmente na
producao de enzimas celuloliticas e na degradacao eficaz de substancias recalci-

trantes.

A celulose € um polissacarideo composto por unidades de B-D-glicose (Figu-
ra 2), enquanto que a hemicelulose (Figura 3) € composta predominantemente por
unidades de B-D-xilose ligada a residuos de manose, arabinose e manana, que po-

dem ser fermentados por microrganismos para a producao de etanol.
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Figura 2. Unidades monoméricas de (3-(1,4)-D-glicopiranose do polimero de celulo-
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Figura 3. Unidades monoméricas de [B-(1,4)-D-xilanopiranose, componente da he-
micelulose, destacando a especificidade da enzima xilanase. (Fonte:

http://www.sigmaaldrich.com. Acessado janeiro de 2007).

WINKELMANN (1992) relata que para metabolisar oligossacarideos e polis-
sacarideos as enzimas extracelulares sao secretadas com diferentes especificida-
des. A agado das enzimas para degradagao de polissacarideos pode ser classificada

em dois grupos: as enzimas endoativas ou exoativas (sao secretadas e atuam sobre
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o substrato resultando em pequenos produtos, por exemplo, amilase, glucoamilase e
a-glucosidase).

Segundo FERRAZ (2001) a biodegradagéo de celulose € promovida por trés
grupos de enzimas que atuam sinergisticamente permitindo a hidrolise total da celu-
lose até glicose, e compreendem as p-1,4-endo e exo glucanases e as p-1,4-
glicosidases. Inicialmente, as endoglucanases rompem a moléculas de celulose libe-
rando fragmentos menores servindo de substrato para as exoglucanases. As exo-
glucanases hidrolisam os fragmentos de menores massas moleculares pelas extre-
midades, enquanto que as B-glicosidases hidrolisam a celobiose a glicose.

Algumas celulases fungicas tém sido exploradas industrialmente, e a espécie
que mais se destaca neste ponto é o fungo Trichoderma reesei. No entanto, outros
microrganismos tém apresentado um bom potencial para a produgdo de enzimas
celuloliticas, como Neurospora crassa, espécies do género Curvularia e a espécie
Trichoderma koningi. Este ultimo, por possui o sistema celulolitico completo, apre-
sentou maior rendimento enzimatico (103 %) na hidrélise da celulose de algodao em
relagdo as espécies citadas anteriormente (ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

BHAT & BAHT (1997), relatam que os fungos aerdbios mais estudados que
apresentam sistema celulolitico completo sdo Phanerochaeta chrysosporium, P. fu-
niculosum/pinophilum, Talaromyces emersonii, Trichoderma koningii e T. reesei). No
caso de bactérias, elas produzem principalmente endoglucanases, tendo sido desta-
que na pesquisa as espécies Clostridium thermocellum, C. cellulovorans e Acetivi-
brio cellulolyticus por terem uma atividade elevada degradando a celulose cristalina.

Apesar de amplamente distribuidos na natureza os compostos fendlicos fa-
zem parte dos principais poluentes toxicos residuais descartados pela industria pe-
troquimica, téxtil, sucro-alcooleira, entre outras, assim, os compostos fendlicos se
dividem em taninos, ligninas, polifendis simples e alcoois fendlicos (SAUVE et al.,
1997).
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A lignina é um polimero aromatico heterogéneo, opticamente inativo e estavel,
e que consiste de interunidades de fenilpropandides ligadas covalentemente (liga-
¢cOes aril-éter, aril-aril e carbono-carbono) (Figura 4). Devido ao tipo de ligagbes en-
tre as unidades e a heterogeinidade dessa, a lignina ndo pode ser clivada por enzi-
mas hidroliticas como os outros polimeros naturais (WINKELMANN, 1992; FREIRE,
2000).

o—cC H3

—0H

Hyt—0"

<J \\/““DH d /Q’gj o
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Figura 4. Estrutura geral da lignina. (Fonte: http://academic.scranton.edu/. Acessado

em janeiro de 2007).

Os fungos pertencentes ao grupo dos Basidiomicetos sdo conhecidos como o
maior degradador de lignina até sua mineralizagdo. Estes fungos que habitam ma-
deiras e solos causam a chamada podridao branca ou marron, conforme a coloragéo
do material residual no estagio avangado de colonizagdo da madeira. Esses fungos
da podriddo branca degradam todos os componentes da madeira simultaneamente

ou apenas a lignina e possuem um sistema enzimatico extracelular e intracelular ca-
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paz de tolerar altas concentragdes de poluentes toxicos (TRJANOWSKI, 2001; HO-
FRICHTER, 2002).

DURAN & ESPOSITO (1997) relatam que a atividade de fenoloxidases extra-
celulares esta relacionado a presenca de enzimas ligninoliticas, sendo usada como
critério para identificar fungos de degradacao branca. Ja os fungos da decomposi¢cao
marron despolimerizam somente os polissacarideos da parede celular (BRITO,
2004).

A degradagao da lignina envolve varias reagbes bioquimicas como clivagem
das ligagdes intermonomeéricas, demetilacdo, hidroxilagdo, modificacdo na cadeia
lateral e fissdo do anel aromatico formado pela desassimilagdo dos produtos meta-
bdlicos alifaticos. Os fungos apresentam uma familia de isoenzimas extracelulares
chamada de lignases (peroxidases) que agem em mecanismos envolvendo a forma-
¢ao de radicais livres (VICUNA, 1988).

ESPOSITO & AZEVEDO (2004) afirmam que existem trés modos principais
na degradagao da lignina: ruptura oxidativa de cadeias laterais envolvendo o Ca € 0
CpB levando a formacao de acidos carboxilicos; ruptura de ligagbes B-aril-éter com
consequente modificacdo das cadeias laterais, e degradagao de nucleos aromaticos
a partir da abertura oxidativa dos anéis.

VICUNA (1988) afirma que a degradacgéo de lignina por bactérias parece esta
limitada apenas pela cadeia lateral. Nos fungos, o limite é a separagao de monéme-
ros da lignina. Nao se sabe ainda como alguns géneros de Bactérias (Pseudomo-
nas, Alcaligenes, Arthrobacter, Nocardia e streptomices) degradam os anéis aroma-
ticos que compdem a lignina. Isto se deve ao fato, de que muitos estudos sobre a
degradagao da lignina estao concentrados em fungos.

Segundo PEREZ et al. (2002) as enzimas do sistema lignolitico tém um im-
portante papel nas industriais € na descontaminacao de efluentes, contudo também
no branqueamento quimico de polpa e papel, na biorremediacao in situ de solos
contaminados, de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, clorofendis, nitrotoluenos,
policlorinados e bifenis, sendo atualmente utilizadas em biossensores na detecgao
de fendis em ambientes contaminados.

Depois das ligninas, os taninos sao o segundo grupo de compostos fendlicos
mais abundantes nas plantas, que apresentam em sua composicado moléculas de
carboidratos simples, gomas hidroxicoloidais, fendis e aminoacidos. Sado amplamen-

te distribuidos nos vegetais superiores, ocorrendo em aproximadamente 30 % das
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familias. Sua extragdo comercial € feita através da casca e/ou cerne da madeira,
onde sao encontrados em maiores concentragdes e também onde se verificam os
principais problemas com injurias e ataques de agentes xil6fagos da madeira (TRU-
GILHO et al., 2003).

O acido tanico, também denominado de acido galotanico, galotanino ou gliceri-
ta, trata-se de uma substancia facilmente soluvel em agua ou alcool, obtida a partir
do tanino vegetal de acécia-negra (Acacia mearnsii). (Figura 5). E ligeiramente com-
bustivel com ponto de fus&o igual ou superior a 218 °C, sendo os riscos de incéndio e
explosivos baixos. Porém, se misturado acidentalmente a agentes oxidantes podem
ocorrer explosdes durante o incéndio. Altas temperaturas podem levar a decomposi-
¢ao do 4acido tanico com emissdo de gases toxicos. E incompativel com o ar, luz, ions
ferro, base e agentes oxidantes fortes. A inalagdo, o contato com a pele e os olhos
causa leves irritagdes, ocasionando danos irreversiveis mediante ingestao (FAEN-
QUIL, 2003).

3.4. Classificagao dos Compostos Tanicos

Os taninos, além de serem polihidroxifendis ativos, também, sao constituidos
por glicideos e gomas de alto peso molecular (SILVA, 1999). Podem ser classifica-
dos segundo sua estrutura quimica em: a) hidrolisaveis, com a formacéo de dimeros
e trimeros, através de ligagdes entre C—-O; b) condensados, de estrutura flavonaoidi-
ca, originando proantocianidinas através de sua condensacao; c) complexos, consti-
tuidos tanto por taninos hidrolisaveis, como pelos condensados; d) florotaninos,
formados por unidades floroglucinol ligadas por C—C ou C-O, e encontrados em
vegetais de pequeno porte (SILVA, et al., 1999). Um composto que ocupa uma posi-
¢ao intermediaria na hierarquia dos taninos € a catequina, que combina elementos
de taninos condensados e hidrolisaveis.

Os taninos hidrolisaveis, conforme ZUCKER (1983), sdo responsaveis pela
defesa das plantas contra os animais herbivoros, ao passo que os taninos conden-

sados asseguram a defesa contra microrganismos patogénicos.
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Figura 5. Estrutura do acido tanico (Fonte: LEKHA & LONSANE, 1994).

3.4.1. Taninos Hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sao compostos caracterizados pela hidrélise acida ou
enzimatica gerando produtos monomeéricos. Consistem de ésteres glicolisados de
acido galico ou acido elagico, formados a partir do chiquimato. Os grupos hidroxila
do glicidio sao esterificados com os acidos fendlicos. Os taninos elagicos sdo mais
freqUentes que os galicos, e é provavel que o sistema bifenilico do acido hexahidro-
xidifénico seja resultante da ligagao oxidativa entre dois acidos galicos. Os principais
taninos comerciais hidrolisaveis sdo extraidos de Rhus semialata, R. coriara, Quer-
cus infectoria, Caesalpina spinosa, Terminalia chebula e Castanea sativa (MONTEI-
RO et al., 2005).

Para ZUCKER (1983), os taninos hidrolisaveis podem ser considerados como

poliésteres da glicose, podendo ser classificados em duas categorias: (a) os galota-
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ninos, que por hidrolise acida liberam o acido galico e seus derivados; (b) os elagita-
ninos, que por hidrolise liberam os acidos valénico e elagico, sendo este ultimo o

mais importante (Figura 6).

COOH OH HO
Ht\@ _OH 0
H OH | —
OH =(|;3 H OH
o OH
Hi
W B P {C)
B |
I ? H N
—(— OH H
=0 OH H

R—0 o O~x de“‘lw l{c-*'
R O Hofg:(
H

% '"“H!O\(IDH
\OH OH

(E) OH

Figura 6. Estrutura de taninos hidrolisaveis: (A) acido galico; (B) acido elagico; (C)
acido hexaidroxidifenilico; (D) galotanino; e (E) elagitanino (Fonte: BHAT et al.,
1998).

3.4.2. Taninos Condensados

P1ZZl (1993) relata que os taninos condensados ou proantocianidinas consis-
tem de unidades de flavondides, possuindo diferentes graus de condensacao, e es-
tdo invariavelmente associados com seus precursores diretos, denominados de fla-
van-3-ol (catequina) e flavan-3,4-diol (leucoantocianidinas), que sdo produtos do me-
tabolismo do fenilpropanol. As proantocianidinas apresentam pigmentos avermelha-
dos da classe das antocianidinas, como por exemplo, as cianidinas e a delfinidina.
Em meio acido aquecido e alcodlico, as proantocianidinas caracterizam-se por libe-
rarem antocianidinas e catequinas, devido a ruptura das ligagées de hidrogénio es-

tabelecidas entre as unidades monomeéricas. As antocianidinas liberadas por este
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processo poderdo ser do tipo: pelargonidina, cianidina ou delfinidina, de forma que
suas moléculas precursoras sejam a propelargonidina, a procianidina ou a prodelfi-
nidina, respectivamente (MONTEIRO et al., 2005).

Para AGOSTINI-COSTA et al. (2003), em termos de estrutura quimica, os ta-
ninos condensados sao compostos cujas unidades fundamentais sao estruturas mo-
noméricas de 2-fenilbenzopiranos. A estrutura dos taninos condensados é formada
pela ligagdo de uma série de monémeros de unidades flavan-3-ol, ou por um deriva-
do desta. Esta ligagdo ocorre normalmente entre os carbonos 4 de uma estrutura e 8
da outra (Figura 7). Variagdes podem ocorrer por diferentes nimeros de monémeros
ligados, pela posigao de ocorréncia das ligagcdes, pelo padrdao de oxigenagcdo nos

anéis A e B da unidade flavan-3-ol e pela estereoquimica dos substituintes do anel

{C)

Figura 7. Estrutura de taninos condensados: (A) um flavonoide genérico; (B) flavan-
3-ol; (C) procianidina (constituida por trés unidades de flavan-3-ol) (Fonte: BHAT et
al., 1998).

Tais compostos sdo comuns em angiospermas e gimnospermas lenhosas,
sendo mais abundantes em cascas de arvores. Estdo largamente distribuidos em
espécies como: Lotus corniculatus, L. pedunculatus, Onobrychis viciifolia, Acacia

mollissima, A. mearnsii, Schinopsis lorentzii, S. balansae, e em outras espécies de
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plantas. No contexto dos compostos fendlicos, os flavondides e especialmente as
proantocianidinas, sdo os principais responsaveis pelas sensag¢des gustativas dos
vinhos, nomeadamente ao nivel da adstringéncia, assumindo ainda um importante
papel no envelhecimento do vinho (MONTEIRO et al., 2005).

Além de serem um dos principais constituintes fenélicos das uvas (Vitis vinife-
ra) e mais resistentes ao ataque microbiano do que os taninos hidrolisaveis, as pro-
antocianidinas sao toxicas para uma grande variedade de microrganismos. Por esta
razao, os taninos geralmente retardam a taxa de decomposi¢céo da matéria organica
do solo, por meio da inibicado de enzimas biodegradativas produzidas por microrga-
nismos (AGOSTINI-COSTA, et al., 2003).

As proantocianidinas refletem grande importancia em termos nutricionais e
farmacoldgicos, pois tém agéo vasoprotetora e antiagregante plaquetaria, agao anti-
oxidante, anti-hepatotodxico, atividade anti-tumoral, anti-viral, acdo de captor de radi-
cais livres de oxigénio e protecdo em relagdo a aterosclerose (OTUK & DES-
CHAMPS, 1983).

3.5. Utilizagao e Efeitos dos Taninos

Os taninos sao substancias que apresentam a propriedade de se associar
com proteinas, polissacarideos e outros compostos fendlicos. Altas concentragdes
de taninos em frutos, folhas, sementes, combinadas a algumas proteinas tornam
esses tecidos resistentes ao apodrecimento, e impalataveis aos fitéfagos. Estas pro-
priedades unicas dos taninos permitem transformar a “pele” dos animais em “couro”
capazes de suportar tratamentos rigorosos, além de conferir resisténcia a putrefagéo
(KUMAR & VAITHIYANATHAN, 1990). Também sao responsaveis pela coloragao
das flores e pelo sabor adstringente de muitas frutas, chas, vinhos, forrageiras, entre
outros.

Para ZAMAN & KHAN (1961), os taninos em combinagdo com a soda causti-
ca, podem controlar a viscosidade de liquidos no interior de tubulag¢des, impedindo a
obstrugao das mesmas. Podem ser utilizados na fabricacdo de adesivos (taninos-
formaldeidos) para madeira e derivados, como floculantes de certos minerais, como
um produto de purificadores da gasolina, face a sua agédo comprovada na eliminagao

das mercaptanas, e podem, ainda, ser utilizados na adsorgdo de metais pesados
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dissolvidos em agua, em industrias de curtimento, anticorrosivos, bebidas, plasticos
e no tratamento de agua de abastecimento e esgoto, de acordo com os parametros
seguidos pela FEEMA (Fundagao Estadual de Engenharia do Meio Ambiente) (SIL-
VA et al., 1999).

Apresentam propriedades anticarcinogénicas, antitumorais e antimicrobianas,
como reguladores de crescimento e germinagao de microrganismos. Podem ainda
atuar como agente indutor na mudancga de morfologia em bactérias de ruminantes, a
saber, das células de Prevotella ruminicola e Fibrobacter succinogenes S85 (O’
DONOVANT & BROOKER, 2001). Inibem enzimas digestivas e afetam a utilizagao
de vitaminas e sais minerais. Varios tipos de taninos atuam como sequestradores de
radicais livres, os quais interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis, ini-
bindo a peroxidagéo de lipidios e outras substancias. Podem agir como antiinflama-
térios, cicatrizantes, e como inibidores da transcriptase reversa em virus da imuno-
deficiéncia humana (HIV). Todavia, quando absorvidos em altas doses, desenvol-
vem processos cancerigenos na bochecha e no eséfago (MUELLER-HARVEY &
McALLAN, 1992).

Os taninos exercem efeito antidiarréico e anti-séptico, além de impermeabili-
zar as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo as camadas subja-
centes. Sao hemostaticos, e podem ser utilizados em casos de intoxicagbes (SILVA
et al., 1999). Também formam uma camada protetora (complexo tanino-proteina
e/ou tanino-polissacarideo) em feridas, inflamagdes ou queimaduras. Esta capacida-
de de ligar-se a macromoléculas como proteinas e polissacarideos conferem aos
taninos propriedades toéxicas (YAN & BENNICK, 1995).

Sabe-se que, os dimeros de elagitaninos s&do mais adstringentes que seus
mondmeros, e € essa adstringéncia que confere toxicidade aos taninos. De um mo-
do geral, o grau de toxidez esta associado ao peso da molécula. Entretanto, em al-
guns casos, isto nem sempre ocorre. A catequina, por exemplo, apresenta baixa afi-
nidade por proteinas apesar de sua alta toxicidade. A toxicidade também pode estar
relacionada com associagdes entre taninos e ions metalicos (MONTEIRO et al.,
2005).

3. 6. Degradacao Enzimatica de Substancias Fenodlicas
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3.6.1. Lacase (EC. 1.10. 3. 2)

As lacases sao fenol-oxidases que catalizam a oxidagao de varias substan-
cias aromaticas ligninoliticas (particularmente mono, di e polifendis), de orto-
benzenodidis, aminas aromaticas, além de compostos inorganicos, pela retirada de
um elétron com formacgao de radicais que podem repolimerizar ou levar a despolime-

rizagao (Figura 8a).

Laccase

Figura 8. Modelo estrutural das enzimas: a) Lacase; b) Lignina-Peroxidase (LiP); c)
Manganés-Peroxidase (MnP). (Fonte: http://lignin.cib.csic.es/pelas/pelas.html. Aces-

sado em janeiro de 2007).
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Os fenodis clorados e os catecois sdo parcialmente desclorados. Estas enzi-
mas tanto podem atuar na destoxificagcdo de compostos do substrato como oxidar
grupos fendlicos, agindo como enzima inicial na clivagem de cadeias laterais e anéis
aromaticos das porgdes fendlicas da lignina. Alguns microrganismos apresentam os
dois tipos de exoenzimas (peroxidases e lacases) ou apenas uma delas (GIESE et
al., 2004).

Também sao classificadas como cupro-proteinas do pequeno grupo de enzi-
mas chamadas cuproproteinas azuis, cuprooxidases azuis ou ainda apenas oxida-
ses azuis. Os outros membros deste grupo sédo a ascorbato oxidase, a ceruloplasmi-
na e a fenoxazinona sintetase. A molécula de lacase € uma glicoproteina dimérica
ou tetramérica, que contém quatro atomos de cobre por monémero, ligados a trés
sitios redox, os atomos de cobre diferem entre si por seus estados de oxidagao (tipo
1, 2 e 3). Este tipo de enzima encontra-se amplamente distribuida na natureza, mais
de 60 tipos de lacases foram isoladas a partir de plantas, insetos, bactérias e fungos.
Embora os centros de cobre sejam similares para todas as lacases de fungos, dife-
rengas significantes nas propriedades termodinamicas e cinéticas sdo observadas
em fungéo do microrganismo de origem (SILVA, 2004).

Para LI et al. (1999), as lacases diferem das peroxidases por ndo necessita-
rem do peroxido de hidrogénio para oxidar compostos fendlicos. Em vez disso, os
elétrons sdo transferidos ao oxigénio molecular, produzindo agua. Ademais, contém
quatro elétrons, que séo cedidos para a reducao do O,. O potencial redox desta en-
zima é 0,8 - 1,0 V. Um aumento do potencial da lacase pode ser obtido através do
uso de mediadores apropriados. Na presenca de alguns de seus substratos prima-
rios, como o ABTS (radical cation do acido 2,2’- azinobis -(3-etil-benzotiazolino-6-
sulfénico)), a lacase pode catalizar a oxidagdo de compostos nédo-fendlicos, incluindo
o alcool veratrilico. O mecanismo de reagbes acopladas lacase/ABTS envolve a abs-
tracao de um atomo de hidrogénio.

Em geral, as lacases apresentam baixa especificidade para os substratos re-
dutores, quando comparada com sua alta preferéncia pelo O, como substrato oxi-
dante. A oxidacdo dos substratos redutores envolve a formagao de radicais livres,
apo6s a transferéncia de um elétron para a lacase. O radical pode sofrer uma oxida-
¢ao catalisada pela lacase - ou seja, originar quinonas a partir de fenadis - ou reagir
por rotas nao enzimaticas (por exemplo, polimerizacao) (ACUNZO, F. D’ et al,,
2002).
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Segundo LI et al. (1999) uma unidade da molécula de lacase produz uma ab-
sorvancia de 0,001 por minuto em pH 5,5 a 25 °C, usando a seringaldazina como
substrato. A enzima é ativa em uma escala de pH de 4 a 7, com um 6timo em pH 6,
e sendo inativa em pH acima de 7,5. Observa-se a melhor atividade enzimatica, em
temperaturas entre 25-60 °C, com temperatura 6tima de 50 °C e perda da atividade
enzimatica a temperaturas acima de 60 °C.

ROSATTO et al. (2001), demonstraram que a resposta amperométrica para
compostos fendlicos, utilizando biosensores a base de lacase, € muito estavel,
permitindo a utilizacdo de analises em fluxo com uma frequéncia superior a 40
amostras/h sem nenhuma queda na atividade. Esta também foi utilizada para se
determinar uma série de aminofendis e catecolaminas.

XU et al. (2000), fazendo uso da alta termo-estabilidade da lacase,
desenvolveram um biosensor capaz de operar na faixa de 35-55 °C. Este sensor
também pbéde ser operado em uma ampla faixa de pH (4 - 8) e apresentou
reprodutibilidade durante quatro meses.

O fungo ascomiceto Botryosphaeria sp foi selecionado como ligninolitico,
apesar de nao produzir LiP e MnP, porém esse microrganismo € produtor constituvo
de lacases. A producédo de lacases também pode ser estimulada pela adicdo de
detergentes e surfactantes ndo-idnicos como o Tween-20 e o Tween 80 (GIESE et
al., 2004).

As lacases tém sido amplamente utilizadas nas industrias de papel, em pro-
cessos de remocao de xenobidticos, na oxidacado de compostos fendlicos do vinho,
no uso de eletrodos de enzimas imobilizadas, visando medir o conteudo fendlico de
solugdes aquosas (sucos de frutas, chas), entre outras aplicagcbes (CHO et al.,
2004).

3.6.2. Lignina Peroxidase (EC 1. 11. 1. 14)

As ligninas peroxidases séo isoenzimas produzidas por fungos que degradam
madeira. Essas hemeproteinas, de aproximadamente 37 kDa, sdo semelhantes as
peroxidases vegetais em estrutura e mecanismo, e utilizam peroxido de hidrogénio e
perdéxidos organicos para oxidar uma variedade de substratos (Figura 8b). Algumas

das caracteristicas que distinguem essas enzimas de outras oxidoredutases devem-
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se ao seu alto potencial redox e a sua atividade 6tima em pH acido (CHO et al.,
2004).

Ainda, segundo CHO et al. (2004), os substratos alvo de sua degradagao in-
cluem compostos aromaticos fendlicos e ndo fendlicos. Os compostos fendlicos sao
oxidados, originando produtos semelhantes aos produzidos pelas peroxidases clas-
sicas. Ja os metoxibenzenos nao fendlicos sao exclusivamente catalisados pela lig-
nina peroxidase. A oxidacao desses substratos para produzir radicais arila pode re-
sultar em dimetoxilagédo e hidroxilagao de anéis aromaticos e cadeias laterais.

A lignina peroxidase cataliza a oxidagao de substratos utilizando um potencial
de reducédo maior do que 1,3 V. A enzima tem sido usada para oxidar mondémeros,
dimeros e trimeros de lignina, assim como compostos aromaticos policiclicos como o
benzopireno (LI et al., 1999).

A atividade da lignina peroxidase € medida por meio da oxidagdo do alcool
veratrilico, que corresponde a um aldeido, usando espectrofotbmetro a uma absor-
vancia de 310 nm. Uma unidade forma 1 ymol de veratraldeido por minuto, em pH
de 2,5 e 25 °C. A maxima atividade enzimatica é medida em pH 2,5, embora a enzi-
ma seja relativamente instavel nesse pH. A atividade decresce com a diminuigcéo de
ions H*, sendo o pH de 6,5 inibidor, e o de 3,5 aquele em que a enzima apresenta-
se estavel. A enzima também suporta elevadas temperaturas, com um limite de 60
°C, e atividade maxima ocorrendo por volta de 45-50 °C. A lignina peroxidase de
Phanerochaeta chrysosporium, por exemplo, contém pelo menos seis diferentes iso-
enzimas. A enzima é armazenada em solugéo de acetona a 15 %, sendo altamente
estavel a temperatura ambiente. A atividade especifica do produto extraido e purifi-

cado é superior a 25 unidades/mg (LI et al., 1999).

3.6.3. Manganés Peroxidase (MnP)

A MnP atua como fenoloxidase exclusivamente em substratos fendlicos, utili-
zando Mn?*/Mn*" como par redox intermediario (Figura 8c). Foi descoberta a partir
de cultivo de P. chrysosporium e € uma glicoproteina de massa molar de 45-47 KDa
que possui um grupo prostético heme, sendo também, dependente de perdxido de
hidrogénio e do ion Mn*2. Apresenta formas multiplas e na presenca do perdxido de

hidrogénio, catalisa a clivagem Ca-Cp, oxidagdes Ca e clivagens de ligagdes arilal-
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quilicas de fendis siringilicos diméricos pB-1 e B-O-4 (ESPOSITO & AZEVEDO,
2004).

CAZAU et al. (1992), sugerem que a degradagao da lignina pode também ser
conduzida por mecanismos enzimaticos relacionados a produ¢cao de manganés pe-
roxidase. Para tanto, células de Corynebacterium, foram cultivadas em meio con-
tendo uma solugédo aquosa de 50 mg/L de 4-nitrocatecol (4-NC) em pH entre 6 e 7,
onde foi possivel identificar o produto da biotransformacao do 4-nitrofenol (4 -NF)
que consistiu do 4-NC.

3.6.4. Tanase (EC. 3. 1. 1. 20)

A tanino-acil-hidrolase (TAH), ou simplesmente tanase, € uma enzima extra-
celular induzivel, produzida na presenga de acido tanico por fungos, bactérias e le-
veduras. Enzimas extracelulares sao de grande importancia, pois sao facilmente ex-
traidas e dispensam métodos de extragao mais dispendiosos. Foi primeiramente es-
tudada por KNUDSON (1913) em cepas de Aspergillus niger. Este identificou seu
papel na degradacao de galotaninos, observando que sua sintese é induzida por
metil galato e acido tanico, e nao por outros fendis simples, como acido galico, acido
salicilico, ou metil salicilato.

A tanase de fonte animal pode ser extraida do intestino bovino e das mucosas
dos ruminantes. Esta presente em muitas plantas ricas em taninos como Terminalia
chebula, Caesalpinia coriaria, Anogeissus latifolia, Cassia fistula, Acacia arabica,
principalmente em suas frutas, folhas, galhos e cascas. Porém, o meio microbiologi-
co é a fonte mais importante de obtencdo da tanase, uma vez que as enzimas pro-
duzidas desta forma s&o mais estaveis do que aquelas obtidas por outros meios.
Além disso, os microrganismos podem produzir tanase em altas quantidades e de
maneira continua, com consequente aumento de rendimento (MACEDO et al.,
2005).

De acordo com estudos de BANERJEE et al. (2001) e HELBIG (2000), a ta-
nase € uma enzima que catalisa a hidrélise de ésteres e ligacdes laterais de taninos

hidrolisaveis, produzindo glicose e acido galico (Figura 9).
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Figura 9. Hidrdlise do acido tanico pela enzima tanino acil hidrolase (E.C. 3.1.1.20)
gerando 9 moléculas de acido galico e uma de glucose: Radicais substituintes; Ry =
acido galico e R, = acido digalico. (Fonte: AGUILAR et. al., 1999).
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A Tanase tem grande potencial de aplicagdo nas industrias de alimentos e
bebidas (como cervejas, chas instantaneos, vinhos e refrigerantes a base de café),
cosmeéticos, farmacéutica e industria quimica, assim como nos processos de trata-
mentos de couro e de seus efluentes.

BARTHOMEUF et al. (1994), trabalhando com Asperqillus niger, observaram
que a tanase € uma glicoproteina com peso molecular de 186 kDa, consistindo de
43 % de carboidratos. Além disso, verificou-se que esta enzima é especifica em re-
siduos galoil de ésteres galoil, hexahidroxidifenoil e outros residuos de elagitaninos.
Entre estes, os residuos galoil sdo os mais facilmente hidrolisaveis por esta enzima
a uma temperatura de 35 °C (SCALBERT, 1991). O pH 6timo varia de 5-6, sendo a
enzima instavel em pH acima de 6 (IIBUCHI et al., 1972).

LEKHA & LONSANE (1997) avaliaram a cinética de imobilizagdo da tanase,
observando sua estabilidade e propriedades. Para tanto, esta enzima foi imobilizada
em alginato em concentragdes variando de 1 % a 3 %. A reacgao foi realizada incu-
bando-se as esferas de tanase-alginato em acido tanico (0,02 %). A concentragao
de acido galico produzido foi mensurada pela formacao de um complexo réseo entre
rodamina e acido galico. Para a enzima livre o melhor rendimento foi obtido empre-
gando-se 50 pL de tanase/100 mL de acido tanico. A concentracao de 2 % de algi-
nato foi a que promoveu uma melhor atividade da enzima. Embora nao tenha havido
crescimento de microrganismos, observou-se o inchago das esferas quando estas

foram estocadas em agua e submetidas a hidrélise do acido tanico.

Biodegradacdo de Acido Gélico

O &cido galico é um &acido carboxilico aromatico que se apresenta na forma
de cristal branco com ponto de fusdo entre 235-240 °C. Possui ampla aplicagéo,
principalmente, na industria quimica. O mercado internacional de galatos (acido gali-
co e seus derivados) esta estimado em 900 ton / ano, sendo que os Estados Unidos
consomem quantidades cada vez mais elevadas desse produto. Inicialmente, o aci-
do galico era extraido diretamente de folhas, raizes, frutos e sementes de vegetais
como: Quaercus aegiiops, Carpinus betulua, Prunus virginiana, Caesalpinia coriaria,
C. prunifolia, Mangifera thymifolia, entre outros (BHAT, 1998).

Devido ao carater glicosidico e de facil decomposigdo da molécula de acido
galico, este, atualmente, pode ser obtido por processos sintéticos e extrativos. Os

processos sintéticos utilizam compostos alifaticos ou aromaticos, tais como: glicerol,
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acido di-hidroxinialénico e acido propano-1,2,3 tricarboxilico e acido di-iodo-salicilico,
entre outros. Por outro lado, os processos extrativos requerem a hidrélise de taninos
obtidos de fontes vegetais. Esta hidrolise pode ser realizada por via fermentativa,
hidrélise enzimatica e por tratamento quimico, com acidos e alcoois. Todavia, o aci-
do galico pode ser nocivo, se inalado, ingerido ou absorvido pela pele, causando
irritagdo nos olhos, pele, membranas mucosas e aparelho respiratorio.

Dentre os derivados mais comuns de acido galico podemos citar o pirogalol,
um poli-hidroxibenzeno, cujas principais aplicagdes comerciais estdo na industria
farmacéutica, de pesticidas e de corantes; o propil galato, éster propilico do acido
galico, bastante utilizado como antioxidante em alimentos e cosméticos, atuando,
particularmente, na prevengao de deteriorazdo e rancidez de gorduras e 6leos em
concentragdes iguais a 0,001 a 0,02 %. Outros ésteres de acido galico como o do-
decil - etil - e octil - galato, também tem sido utilizados com a mesma finalidade
(MAKKAR et al., 2000).

Mondmeros de acido galico sdo faciimente utilizados como substratos em re-
agdes oxidativas de acidos alifaticos simples que, em seguida, participam do ciclo do
acido citrico. Antes da clivagem do anel, o acido galico € convertido em pirogalol pe-
la galato descarboxilase. A reacao aerdbica dos compostos flavondides, derivados
dos taninos condensados, ocorre através de duas vias metabdlicas. Na primeira, a
degradagao € marcada por uma clivagem de anéis heterociclicos de catequina, um
flavan-3-ol, acido carboxilico floroglucinol e acido protocatecdico. O acido carboxilico
floroglucinol, por descarboxilagdo de anéis aromaticos e varias oxigenases, final-
mente forma B-cetoadipato, um acido alifatico, através de intermediarios como floro-
glucinol, resorcinol, hidroxihidroquinona e maleil acetato. Na segunda via, o acido
protocatecoico também é convertido em [-cetoadipato através de cis B-carboxi, cis-
muconato e das vias metabdlicas do catecol. Quercetina e flavanol sdo quebrados
em floroglucinol e 3,4-dihidroxifenil acetato por meio da via de degradagao secunda-
ria dos flavondides. A forma final, B-cetoadipato ndo é mais degradada (O’ DONO-
VAN & BROOKER, 2001).

A decomposicao anaerdbica de acido galico, monémero dos taninos hidrolisa-
veis, ocorre por diferentes mecanismos. O primeiro passo, € a descarboxilagao do
acido galico para formar pirogalol que, em seguida, é isomerizado em floroglucinol

por meio da pirogalol-floroglucinol isomerase, e em dihidrofloroglucinol pela floroglu-
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cinol reductase. O dihidrofloroglucinol €, entdo, convertido em 3-hidroxi-5-
oxohexanoato (HOHN) pela dihidrofloroglucinol hidrolase. A seguir, o HOHN é de-
gradado por diferentes vias metabdlicas anaerébias em sistemas de rumimantes.
Em condi¢cbes anaerdbias, este é convertido em 3,5-dioxohexanoato (triacetato) por
HOHN-desidrogenase, e finalmente em trés moléculas de acetil-CoA via triacetil-
CoA, através de uma sequéncia enzimatica de triacetil-CoA transferase, triacetato p-
cetotiolase, acetoacetil-CoA B-cetotiolase, fosfotransacetilase e acetato quinase
(BHAT et al., 1998).

Em sistemas ruminantes, contudo, algumas bactérias podem degradar acido
galico, pirogalol, floroglucinol e quercetina em acetato e butirato (Figura 10). Ja o
HOHN, um derivado enzimatico da HOHN-CoA transferase, é transformado em ace-
tato e butirato através de uma sequéncia de reagbes enzimaticas catalizadas pela -
hidroxibutiril-CoA desidrogenase, butiril-CoA desidrogenase, acetil-CoA acetil trans-
ferase, enoil-CoA hidrase, fosfato acetiltransferase e acetato quinase. O resorcinol,
que é metabolizado anaerobicamente em acetil-CoA, primeiro por redugao e em se-
guida por hidrélise a um ceto-acido de seis carbonos, é entdo excretado como um
conjugado fendlico urinario dos ruminantes (O’ DONOVAN & BROOKER, 2001).

Linhagens microbianas pertencentes aos géneros Bacillus, Staphylococcus e
Klebsiella cresceram em meio contendo acido tanico e acido galico, sendo capazes
ainda de degradar compostos fendlicos naturais como catecol ou catequina. Outras
bactérias descritas como degradadoras de taninos sao: Enterobacter aerogenes, E.
agglomerans, Cellulomonas, Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus e Pseudo-
monas (BHAT et al., 1998).

Em Aspergillus niger, o acido galico, monémero fendlico dos taninos hidrolisa-
veis, € oxidado e clivado por uma oxigenase para formar um acido tricarboxilico ins-
tavel. Este, por sua vez, é descarboxilado por uma descarboxilase oxidativa origi-
nando o acido cis-aconitico que, em seguida entra no ciclo dos acidos tricarboxilicos.
Em A. niger, o pirogalol, derivado descarboxilado do acido galico, é também oxidado
e clivado em acido cis-aconitico pelo mesmo mecanismo observado para o acido
galico. Todavia, em A. flavus, observou-se que a degradagéo do acido galico € mais
eficiente, pois gera acido oxaloacético e, posteriormente, acido pirdvico através de

intermediarios do ciclo dos acidos tricarboxilicos (BHAT et al., 1998).
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na flora natural de animais ruminantes. (Fonte: BHAT et al., 1998).

Dentre os derivados mais comuns de acido galico podemos citar o pirogalol,
um poli-hidroxibenzeno, cujas principais aplicagdes comerciais estdo na industria
farmacéutica, de pesticidas e de corantes; o propil galato, éster propilico do acido

galico, bastante utilizado como antioxidante em alimentos e cosméticos, atuando,
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particularmente, na prevengao de deterioraz&o e rancidez de gorduras e 6leos em
concentragdes iguais a 0,001 a 0,02 %. Outros ésteres de acido galico como o do-
decil - etil - e octil - galato, também tem sido utilizados com a mesma finalidade
(MAKKAR et al., 2000).

3.7. Determinagao do teor de taninos

Os taninos tém sido quantificados por diversos tipos de ensaios, como precipi-
tacdo de proteinas ou metais e por métodos colorimétricos, sendo esses ultimos
mais comuns. Alguns ensaios colorimétricos sdo usados para quantificar grupos de
taninos especificos, como no caso de taninos hidrolisaveis, onde se detecta somente
os grupos galoil e hexaidroxidifenéis (HHDP), muito embora estes métodos sejam
amplamente usados para analisar taninos de uma maneira geral (MONTEIRO et al.,
2005).

Entre os métodos colorimétricos, 0 método de Folin-Denis nao faz distincdo
entre compostos fendlicos e outros materiais redutores ou antioxidantes, podendo
reagir, por exemplo, com o acido ascorbico, formando precipitados que interferem na
leitura espectrofotométrica. Este método foi posteriormente aperfeicoado e modifica-
do para o Folin-Ciocalteau. Estudos realizados para avaliacdo de métodos quantita-
tivos nas folhas de coniferas, usando Azul da Prussia e Folin-Ciocalteau, revelaram
que este ultimo apresenta maior sensibilidade para polifendis, usando como solvente
acetona a 50 %. Os autores mostraram, ainda, que o método Azul da Prussia apre-
senta elevada dependéncia do tempo de reacdo, comparado ao Folin-Ciocalteau
(OSAWA & NISHITANI, 2003).

Outras metodologias utilizadas na determinagao de taninos sdo o ensaio com
butanol - HCI, especifico para taninos condensados, apresentando uma cor que va-
ria com a estrutura quimica do composto e, o ensaio vanilina que na presenga de
HCI, reage como os compostos tanicos, originando um complexo avermelhado. O
sucesso deste método depende do tipo de solvente usado na extragao do tanino, da
concentracao e natureza do acido, do tempo da reagao, temperatura e concentragao
da vanilina. A limitacdo deste método deve-se a reatividade de subunidades de po-
limeros de taninos, o que caracteriza a falta de especificidade, para taninos conden-
sados (AGOSTINI-COSTA et al., 2003).
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Outro método empregado na identificagdo de taninos hidrolisaveis é o ensaio
com KlIO3; que reage com galotaninos e elagitaninos, produzindo um complexo de
coloragao rosa. Quando usado para misturas complexas de taninos este ensaio néo
€ viavel por formar uma reagao marrom antes da rosa além de ser extremamente
dependente da temperatura e do tempo de reacdo. Tem-se, também o reagente de
NaNO3 enzimatico que é especifico para elagitaninos, sendo indicado para avalia-
coes bioldgicas entre estes (MONDAL et al., 2001).

Created by Neevia Document Converter trial version http://www.neevia.com


http://www.neevia.com

SANTOS, E.S. 2007. Microrganismos promissores para a degradagdo de compostos..... 34

4. METODOLOGIA

4.1. Coletas das amostras

Em recipiente asséptico, foram coletadas dez amostras do lodo (cerca de 50
g) as margens da lagoa de decantacao A (Figura 11), da estagao de tratamento de
efluentes (ETE) da matriz da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool, situada no muni-
cipio de Coruripe—AL (na segunda semana de moagem da safra 2004/05). Ja na se-
gunda semana da moagem da safra 2005/2006, foram coletadas 10 amostras das

aguas residuarias (lavagem de cana, pisos, gases e cinzas) dessa lagoa, a uma pro-

fundidade de 30 cm da superficie.

Figura 11. Esquema das lagoas de tratamento do efluente gerado na matriz da S.A.

Usina Coruripe Acucar e Alcool.
Na mesma data, dez amostras (cerca de 50 g) do bagago de cana armazena-

do em area ao lado da unidade industrial dessa empresa (a cerca de 1,5 m da base

da piramide acumulada, em diferentes pontos), também foram coletadas.
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ApOs a coleta, as amostras foram transportadas em caixa de isopor contendo
gelo, para o “Laboratério de Bioquimica do Parasitismo Vegetal e Microbiologia Am-
biental” (LBPVMA), do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal
de Alagoas (AL), onde foram combinadas em um unico recipiente para o mesmo tipo

de material e armazenadas temporariamente em refrigerador.

4.2. Isolamento dos Microrganismos

Para o isolamento de microrganismos, num delineamento totalmente casuali-
zado, com 3 réplicas por amostra e 3 repeti¢cdes por tratamento, foram usadas pla-
cas de Petri contendo meio Agar-caldo de cana 25 % (ACC), preparado conforme
item 4.3.1.2.

Para isto, suspendeu-se, separadamente, 5 g da amostra combinada de lodo
das margens das lagoas de decantagao da ETE, 5 g de bagaco de cana e 5 mL da
amostra de aguas da lagoa A, em 50 mL em meio caldo nutriente (item 4.3.1.1). Es-
se material foi homogeneizado em agitador orbital Banho-Maria a 120 rpm por 2 h a
40 °C.

Em seguida, realizaram-se diluigdes em agua destilada estéril (1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000), e aliquotas de 100 uL de cada diluicdo das suspensdes de amos-
tras foram inoculadas em ACC contido em placas de Petri e tubos de ensaio e incu-
badas a 30 + 1 °C no escuro. Apos 18, 24 e 48 h de crescimento, as colbnias origi-
nadas do isolamento foram individualmente transferidas para placas de Petri con-

tendo meio AN, para posterior caracterizagao bioquimica e microscopica.

4.3. Meio para Isolamento, Manuteng¢ao e Crescimento

4.3.1. Agar Nutriente (AN)/Caldo Nutriente (CN)

Preparou-se o meio agar nutriente, descrito por NEDER (1992), cuja compo-
sicdo consistiu em: 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 1 g de cloreto de s6-
dio, 15 g de agar em 1 L de agua destilada. A seguir, a solugéo foi autoclavada
(120°C, 1 atm por 20 min) e vertida em placas de Petri e tubos de ensaio. Realizou-
se, entdo, a inoculagdo dos microrganismos em estrias, com o auxilio da alga de pla-

tina, e incubagdo das culturas por um periodo de 24-48 h a 30 = 1°C (escuro),
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quando para uso imediato nos ensaios, ou por até 120 h nas mesmas condi¢des e
transferéncia seguinte para refrigerador (4 £ 1°C, escuro), visando sua manutengao

por até 3 meses.

4.3.2. Agar Caldo de Cana (ACC)

A 20 g de agar adicionou-se 1 L de caldo de cana diluido (25%) em agua
destilada. O meio foi esterilizado, vertido em placas de Petri e tubos de ensaios, ino-

culado e incubado conforme o item 4.3.1.

4.3.3. Agar Sabouraud (A.S)

Este meio foi usado para manter culturas fungicas. Para o crescimento dos mi-
crorganismos foram preparados 500 mL do meio (sintético). O meio foi autoclavado
(120 °C, 1 atm, 20 min). Em seguida o meio foi vertido em placas e tubos e apds a
solidificacdo do meio, as placas e tubos foram inoculados incubados a temperatura
de 30 £ 1 °C. Apds 7 dias, as culturas foram armazenadas em refrigerador para utili-
zacao em experimentos futuros do laboratério ou repicadas para nova incubacéo e

re-cultivo semanal de todos os fungos da micoteca do LBPVMA.

4.3.4. Agar Dextrose Batata (BDA)

Para a preparagao do meio utilizou-se 100 g de batata picada, 10 g de dextro-
se e 10 g de agar para 500 mL de agua destilada. Primeiramente aqueceu-se a agua
destilada com a batata picada, deixando-a por 15 minutos a pds a fervura. Em se-
guida filtrou-se o caldo com uma peneira de ago e verificou-se a quantidade obtida
para completar os 500 mL e s6 entao adicionou-se os outros reagentes. O meio foi
autoclavado (120 °C, 1 atm, 20 min). Apds a esterelizagdo o mesmo foi vertido em
placas de Petri e solidificado. Sé entdo, inoculado com os isolados fungicos e incu-
bados a 30 + 1, no escuro. Apés 7 dias, as culturas foram armazenadas em refrige-
rador para utilizagcado em experimentos futuros do laboratério ou repicadas para nova

incubacéo e re-cultivo semanal de todos os fungos da micoteca do LBPVMA.

4.4. Caracterizagdao Morfo - Bioquimica e Fisiolégica dos Microrganismos
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4.4.1. Solugoes Diferenciais para Caracterizagao dos Microrganismos

1. Solugdo de Cristal de Violeta — Gram

Misturou-se uma solugéo A (4 g de cristal de violeta em 20 mL de etanol 95%)
a uma solugao B (0,8 g de oxalato de aménio em 80 mL agua destilada), em partes
iguais. Em seguida transferiu-se a solugéo para frasco d@mbar e armazenou-se a
temperatura ambiente (NEDER, 1992).

2. Solugéao de Safranina — Gram

Dissolveu-se 0,5 g de safranina a 100 mL de alcool a 50 %. Em seguida trans-
feriu-se a solugdo para frasco ambar e armazenou-se a temperatura ambiente (NE-
DER, 1992).

3. Solugao de Verde de Malaquita

Dissolveu-se 1 g de verde de malaquita em 20 mL de agua destilada. Em se-
guida transferiu-se a solugao para frasco ambar e armazenou-se a temperatura am-
biente (NEDER, 1992).

4. Alcool Acidulado
Dissolveu-se 3 g de acido cloridrico em 100 mL de alcool (95°) a 95 %. Em

seguida transferiu-se a solugdo para frasco ambar e armazenou-se a temperatura
ambiente (NEDER, 1992).

5. Fucsina de Ziehl-Neelsen

Misturou-se na proporcédo de 1:1 as solugdes A (3 g de fucsina basica a 10
mL de alcool 95°) e B (5 g de fenol fundido a 95 mL de agua destilada). Em seguida
transferiu-se a solucdo para frasco ambar e armazenou-se a temperatura ambiente
(BIER, 1976).

6. Solugao Vermelho de Fenol

Diluiu-se 0,2 g de vermelho de fenol em 100 mL de agua destilada. Em segui-
da transferiu-se a solugao para frasco ambar e armazenada a temperatura ambiente
(SILVA, 1996 ).
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7. Solugao Vermelho Congo
Dissolveu-se 0,1 g de vermelho congo em 100 mL de agua destilada. Em se-
guida transferiu-se a solugao para frasco ambar e armazenada a temperatura ambi-

ente.

8. Solugao de Lugol

Dissolveu-se 1 g de iodo, 2 g de iodeto de potassio em 300 mL de agua desti-
lada. Os reagentes foram homogeneizados em almofariz com auxilio do pistilo, adi-
cionando-se agua destilada na nas proporcdes de 1, 5 e 10 mL. Em seguida transfe-
riu-se a solugao para frasco ambar e armazenada a temperatura ambiente (SILVA,
1996 ).

9. Solugao Vermelho de Metila
Solubilizou-se 0,2 g de vermelho de metila em 95 % de etanol (60 mL) e com-
pletou-se o volume para 100 mL com agua destilada. Em seguida transferiu-se a

solugao para frasco ambar e armazenada a temperatura ambiente (SILVA, 1996).

10. Reagente de Kovacs para o Teste de Indol

Dissolveu-se 5 g de p-dimetilaminobenzaldeido em 75 mL de alcool butilico e
25 mL de &cido cloridrico. Em seguida transferiu-se a solugao para frasco ambar e
armazenou-se a 4 °C durante 5 dias (SILVA, 1996).

11. Revelador para o Teste de Reducao de Nitrato

Preparou-se separadamente as solugbes A (0,6 % de N,N,-dimetil-a-
naftilamina para 200 mL de acido acético 5 N) e B (1 g de acido sulfanilico para 125
mL de acido acético 5 N). Em seguida, transferiu-se as solugdes para frascos ambar

e armazenou-se as mesmas a 4 °C (SILVA, 1996).

4.4.2. Analise das Caracteristicas Morfologicas

1. Caracteristicas das Culturas em AN
Em cada cultura sélida em meio de AN em ftriplicata foram avaliadas caracte-

risticas como: tamanho (5 mm = grande, 2-5 mm = média, 2 mm = pequena), forma
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(circular, irregular, rizéide, filamentosa, puntiforme, filiforme, espalhada, arborescen-
te, equinulada ou difusa), elevagao (cbncava, convexa, elevada, ondulada, protube-
rante ou achatada), presenca de bordas (lisas, laceradas, lobadas, filamentosas ou
onduladas), estrutura (lisa, granulosa, filamentosa ou rugosa), brilho (transparente,
translucida, opaca), coloragao (incolor ou pigmentada de que cor), aspecto, (viscosa,
umida, membranosa ou leitosa), quantidade (abundante, moderada ou escassa) e

mobilidade das colénias de acordo com NEDER, 1992.

2. Caracteristicas Estruturais - Coloragao de Gram
Empregou-se a técnica de coloragdo de Gram descrita por NEDER (1992) e
esquematizada na Figura 12, para a identificagcdo das formas e da constituicdo da

parede celular das bactérias e leveduras.

1 2 3 4 ﬁ
. TR |
CL —_ = =
Preparo do esfregago| Fixagdo da Lamina Cristal violeta Lavagem Lugol (Mordente)
a partir de col6nia utilizando calor. Corante. Remover excesso de| Forma complexo
jovem (24 h) 1 minuto. corante com agua | com o Cristal violeta
30 segundos.
6 : 8 2 10
7 L 'Y
Lavagem Alcool 95% Lavagem Safranina Lavagem
Remove excesso de Descoloragéo. Remove excesso | Corante secundario Remove excesso
Lugol. do solvente. 30 segundos. de corante.
11 Microscopia

Exame da I&mina ao microscoépio optico (Aumento de
640X, ou 1000 X com imers&o).

Figura 12. Esquema da técnica de coloragdo de Gram utilizada para analise micros-
copica dos isolados.

Assim, sobre uma lamina de vidro previamente asséptica e deslipidizada, pre-
parou-se o esfregaco, a partir de colbnias jovens (24 h) de cada cultura isolada. Pro-
cedeu-se, entdo, a coloragdo, utilizando a solucéo de cristal de violeta (item 4.4.1.1)
por 1 min, seguida pela remogao de seu excesso em agua corrente e a coloragao

com a solugao de lugol (item 4.4.1.8) por 30 s. Em seguida, descoloriu-se o esfrega-
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¢o com alcool a 95 % e, posteriormente, aplicou-se nele o contra-corante safranina
(item 4.4.1.2) por 30 s, lavando-se o esfregago em agua corrente novamente. A se-
cagem de cada lamina foi feita com papel de filtro, para posterior observagédo em
microscoépio Optico com o aumento de 640 X (ou 1000 X com d6leo de imersao). As
células coradas em violeta escuro foram consideradas Gram-positivas (G+), enquan-
to as coradas em vermelho foram consideradas Gram-negativas (G-). Para cada mi-
crorganismos efetuou-se o preparo de 3 laminas com esfregacos (VERMELHO et al.,
2006).

3. Confirmagao da Coloragao de Gram

Depositou-se 10 uL de uma solugédo de KOH a 3 % (p/v) sobre lamina de vi-
dro asséptica, e com o auxilio de uma alca de platina previamente flambada e res-
friada, homogeneizou-se parte de uma cultura jovem (24 h de crescimento) durante
15 segundos, observando a ocorréncia da formagao de um fio viscoso da emulsao
microbiana (Gram negativa). A cultura é considerada Gram-positiva se a emulsao
ficar aquosa e nao aderir a alca, conforme descrito por SUSLOW, SCHROTH & |-
SAKA, 1982.

4. Coloragao de Endosporos

Utilizou-se o esfregacgo de células corado com solugao de verde de malaquita
(item 4.4.1.3) fixado aquecendo-se a lamina até o desprendimento de vapores sem
deixar ferver ou secar. Posteriormente, lavou-se a ldmina com agua corrente e tra-
tou-se a mesma com uma solugcao de safranina (item 4.4.1.2) durante 20-30 s. Apos
lavagem e secagem, a lamina foi examinada ao microscopio optico, utilizando objeti-
va de imersdo (NEDER, 1992).

5. Bactérias Alcool-Acidos Resistentes

Preparou-se o esfregaco conforme item 4.4.4.1 seguindo-se a coloragdo com
fucsina de Ziehl (item 4.4.1.5.) e fixacao até emissao de vapores. O corante foi esgo-
tado e o esfregaco descolorido com alcool acidulado (4.4.1.4). Apos 30 s, lavou-se o
mesmo em agua corrente e corou-se, novamente com solugao de azul de metileno
de Loeffler. Efetuou-se a secagem de cada lamina assim tratada, com papel de filtro,

para posteriormente observacdo em microscépio optico com o aumento de 640 X.
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As culturas de células consideradas alcool-acidos resistentes apresentam coloragao
em vermelho (BIER, 1976).

4.4.3. Caracteristicas Bioquimicas dos Isolados

Todos os testes foram em triplicada para cada microrganismo.

1. Meio Eosina Azul de Metileno (EMB)

Adicionou-se 36 g de meio EMB comercial (Biolab: pH=7,2-7,6; 25 °C)em 1 L
de agua destilada. Esse meio contém a seguinte composig&o por litro de agua: 10 g
de peptona, 10 g de lactose, 2 g de K;HPOy4, 0,4 g de eosina amarela, 0,065 g de
azul de metileno, 15 g de agar (VERMELHO et al. ,2006).

Apds a autoclavagem (120 °C, 1 atm, 20 min) e resfriamento (45 - 50 °C), o
meio foi vertido em placas de Petri ou tubos, solidificado e inoculado com células

jovens (24 h de crescimento), sendo as culturas incubadas a 30 + 1 °C, no escuro.

2. Meio Columbia

Acrescentou-se 42,5 g do meio Columbia comercial desidratado (Biolab-pH =
7,1-7,5; 25 °C) em 1 L de agua destilada. Em seguida, aqueceu-se (1 min), agitando
com frequéncia até a completa dissolugdo. Apds autoclavagem (120 ° C / 20 min, 1
atm), o meio foi vertido em placas de Petri, solidificado, inoculado em estrias com
auxilio de alga de platina e incubado por 24 h (30 + 2 °C, escuro). Este meio é utili-
zado para identificacdo de bactérias Gram-positivas fastidiosas, conforme TORTO-
RA (2002).

3. Meio “Triple Sugar Iron”-Agar (T.S.l.)

Suspendeu-se 59,4 g do meio TSI comercial desidratado (Biolab — pH = 7,1-
7,5; 25 °C) em 1 L de agua destilada. Apés autoclavagem (120 °C, 1 atm, 20 min) e
resfriamento a 45-50 °C, distribuiu-se assepticamente o meio de cultura em tubos de
ensaio estéreis. Apos a inoculagdo dos microrganismos em estrias com o auxilio da
alca de platina, e incubacéao (30 + 1°C, escuro) observou-se a acidificagao, indicando
a utilizagao de carboidratos, ou alcalinizagdo, consumo de proteina do meio, através

da viragem do indicador vermelho de fenol presente nesse meio (Figura 13).
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4. Meio Citrato-Simons

Acrescentou-se 0,75 g de Na3CgHs07.2H,0, 0,05 g de glucose, 0,1 g de clori-
drato de cisteina, 0,125 g de extrato de levedura, 0,25 g de KH,POy4, 1,25 g de NaCl,
0,003 g de vermelho de fenol e 3 g de agar a 250 mL de agua destilada, conforme
VERMELHO et al. (2006).

Em seguida, aqueceu-se (1 min), agitando com frequéncia até a completa
dissolugao. Apds autoclavagem (120 °C, 1 atm, 20 min), o meio foi vertido em tubos,
solidificado de forma inclinada, inoculado em estrias com auxilio de alca de platina e
incubado por 24 h (30 £ 1 °C, escuro). A utilizacdo do citrato como fonte de energia
gera grande quantidade de gas carbdnico, que reage com o sodio e a agua do meio,
produzindo compostos alcalinos, elevando o pH do meio e mudando sua cor de ver-

de para azul (Figura 13).

5. Meio SIM (Sulfito—Indol-Motilidade)

Suspendeu-se 30 g do meio comercial desidratado (Merk KGaA — pH = 7,3 +
2; 25 °C) em 1 L de agua destilada. Apés autoclavagem (120 °C, 1 atm, 20 min), ver-
teu-se 0 meio em tubos e apds solidificagdo, os mesmos foram inoculados com auxi-
lio de alga de platina perfurando o agar. Apés 24 h de incubagdo a 30 £ 1 °C, no
escuro, o crescimento dispersos das colbnias, a partir do ponto de inoculagdo em
direcdo as paredes do tubo de ensaio, indicou motilidade (Figura 13), conforme
VERMELHO et al. (2006).

6. Meio Motilidade, Manitol, Reducao de Nitrato

Para determinacdo da fermentacdo de manitol foi utilizado o meio sintético
Caldo Vermelho de Fenol-Manitol que contem 1 g de extrato de carne, 10 g de pep-
tona, 5 g de cloreto de sddio e 0,018 g de vermelho de fenol acrescido de 3,5 g de
agar e 1 g de nitrato de potassio para 1 L de agua destilada. O meio foi autoclavado
(120°C, 1 atm, 15 min), vertido em tubos esterilizados, resfriado e inoculado com
uma picada até o fundo, com alga de platina. Em seguida, as culturas foram incuba-
das (12-24 h a 30+2 °C no escuro) e o microrganismo foi considerado mével quando
0 meio tornou-se turvo, e imével quando cresceu apenas na linha de inoculagdo. Da
mesma forma, a degradagao de manitol foi considerada positiva quando houve alte-
racao da cor do meio de vermelho para amarelo. Para revelagdo da redugao de ni-

trato foram depositadas 3 gotas do Reagente de Griess-llosvay’s sobre as culturas
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[composto pela solugéo A (solugdo acética de acido sulfanilico) e pela solugao B (so-
lugdo acética de a-naftillamina)]. Mantendo-se a cor da superficie do meio inaltera-
da, o resultado foi considerado como negativo, enquanto que a cor roxa indicou um

resultado positivo.

7. Meio Acetato

Foi utilizado meio Acetato sintético (Merck) composto por: 5 g cloreto de sédio;
0,2 g sulfato de magnésio; 1 g sulfato de aménio; 1 g sulfato de potassio; 2 g acetato
de sddio; 0,08 g azul de bromotimol e 12 g de agar para cada 1 L de agua destilada.
O meio foi autoclavado (120 °C, 1 atm, 20 min) e vertido em tubos, sendo solidifica-
do de forma inclinada e, em seguida, inoculado fazendo-se uma estria da col6nia
jovem (24 h) dos microrganismos estudados na rampa, com o auxilio de uma alca de
platina. Os tubos contendo culturas foram incubados a 30 + 1 °C por 24-48 h. A vira-
gem do indicador azul de bromotimol de verde (pH 6,9) para azul intenso (pH > 7,6)
indicou resultado positivo (SILVA, 1996). Os tubos considerados negativos foram re-

incubados por 6 ou mais dias.

8. Caldo e Agar- Vermelho de Metila (VM)

Dissolveu-se 7 g de peptona, 5 g de glicose, 5 g de K;HPO4, em 1 L de agua
destilada. Apds autoclavagem (120 ° C, 1 atm, 20 min), o meio foi vertido em tubos,
resfriado e inoculado utilizando uma porg¢ao de coldnias jovens (24 h), com auxilio de
alca de platina. Apds 24-48 h de incubacgao (30 = 1 °C, escuro), adicionou-se 5 gotas
do indicador vermelho de metila (item 4.4.1.9) ao caldo, evidenciando resultado posi-
tivo pela cor vermelha permanente nos tubos (SILVA et al., 1997). O meio sélido foi
preparado acrescentando-se ao caldo acima descrito 15 g de agar e 0,02 g de ver-
melho de metila.

Este teste revela a capacidade de alguns microrganismos produzirem acidos
estaveis como produtos finais da fermentagao da glicose, reduzindo drasticamente o

pH do meio (abaixo de 4,2).
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Figura 13. Meios de cultura utilizados na identificacdo das bactérias isoladas. A -
SIM (Sulfato/Indo/Motilidade); B — Agar-uréia; C - Agar Citrato-Simmons; D —TSI
(Triplo agucar ferro); E — Detalhe dos meios apds incubagao (motilidade +; urease +;

citrato +; lactose, sacarose e glicose +).

9. Meio para Atividade Ureasica

Utilizou-se o meio agar uréia de Christensen composto por: 1 g de peptona; 1 g
de dextrose; 5 g de NaCl; 2 g de KH,POy4; 20 g de uréria; 0,12 g de vermelho de fe-
nol (6 mL de solugéo 0,2 %) para 1 L agua destilada. O meio foi autoclavado, verti-
do e inoculado conforme item anterior. O crescimento foi observado apds 6 € 24 h
de incubagao a 30 + 1 °C, no escuro. A mudanga da coloragao do meio de amarelo
alaranjado para rosa escuro, indica resultado positivo. Os tubos considerados nega-
tivos foram reincubados por 6 ou mais dias. O teste foi realizado em ftriplicata com

todos os microrganismos (SILVA, 1996)

10. Meio para Redugao de Nitrato

Adicionou-se 5 g de peptona, 3 g de extrato de carne, 1 g de KNO3 e 4 g de
agar a 1 L de agua destilada. Apds a esterilizagao do meio (120 °C, 1 atm, 20 min), o
mesmo foi vertido em tubos de ensaio e mantido em posicao vertical até a sua solidi-
ficacdo. Em seguida, foi inoculado por estriamento de coldnias jovens (24 h) dos mi-
crorganismos estudados, e incubado por 5 dias no escuro, a temperatura de 30 + 2
°C. Na auséncia de “bolhas” de gas, adicionou-se as culturas 5 gotas das solugdes A

e B descritas no item 4.4.1.11. O resultado foi positivo para presenca de nitrito
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quando ocorreu a mudanga da cor do meio para vermelho apds 2 min, conforme
VERMELHO et al. (2006).

11. Meio para testar Fermentagao/Oxidacao de Glicose (OF) por BG-

Adicionou-se 2 g de triptona, 5 g de NaCl, 0,3 g de K;HPOy4, 0,08 g de azul de
bromotimol e 2 g de agar a 1 L de agua destilada. Apés homogeneizagcao dos rea-
gentes (pH ajustado para 6,8), o meio foi esterilizado em autoclave (120°C, 1 atm,
15 min). Apds resfriamento adicionou-se ao meio OF 100 mL da solug¢ao de glicose
a 10 % (esterilizada por filtragdo em disco de Milipore com porosidade de 0,22 um).
Em seguida, o mesmo foi distribuido em tubos de ensaio e inoculados por picada
utilizando-se culturas jovens (24 h de crescimento), sob condicbes anaerdbica (co-
brindo-se a superficie do tubo com uma camada de vaselina liquida) e aerdbica
(sem vaselina). O periodo de incubacgao foi de 14 dias no escuro, a temperatura de
30 + 2 °C. O teste foi realizado em triplicada para cada microrganismo (SILVA,
1996).

12. Meio para testar Fermentagao/Oxidagao de Glicose (OF) por BG+

Adicionou-se 10 g de triptona, 1 g de extrato de levedura, 0,001 g de purpura
de bromocresol (0,1 mL da solugéo 1 %), 0,08 g azul de bromotimol e 2 g de agar a
1 L de agua destilada. Ap6és homogeneizacao dos reagentes (pH ajustado para 7), o
meio foi esterilizado em autoclave (120°C, 1 atm, 15 min), e acrescentado de solu-
cao de glicose (10%) estéril. O meio foi vertido em tubos esterilizados e inoculado e
incubado conforme descrito no item 4.4.3.11. O teste foi realizado em triplicada para
cada microrganismo (SILVA, 1996).

13. Meio para Atividade Amilolitica

Preparou-se 150 mL do meio agar nutriente (item 4.3.1) contendo 0,2 % de
amido soluvel (suspensao aquecida), em pH 6. Foram vertidos 3 mL do meio de cul-
tura em placas plasticas de 55 mm e apds a solidificagdo do meio as placas foram
inoculadas com culturas jovens (24 h de crescimento) e incubadas a temperatura de
30 + 2 °C por 5 dias. O crescimento da colbnia foi observado e registrado. Em segui-
da, adicionou-se 2 mL da solugéo de Lugol para a verificagdo do halo de degradacéo

do amido pelos microrganismos. As culturas que demonstraram resultado positivo
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apresentavam uma zona amarelada ao redor do fundo roxo. O teste foi realizado em
triplicata com todos os microrganismos (HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975) modifi-
cada por FERREIRA et al., 2002).

14. Meio para Atividade Xilanolitica

Homogeneizou-se 7,5 g de papel picotado e triturado e 1,5 g de agar em 150
mL de agua destilada. Apos a autoclavagem (120 °C, 1 atm, durante 20 min.), o
meio foi vertido em placas de Petri para solidificagdo e inoculagdo. A degradagéo do
amido foi evidenciada apds 48 h ce inoculacao pela adicdo de 5 mL de iodo a 2 %,
revelando um halo de degradagéao em torno da col6nia (PEROVANO F°, 2003).

15. Meio para Atividade Celulolitica

Acrescentou-se 1 g de (NH4)2SOy4, 1 g de Ko;HPOy4, 5 g de MgSQy, 0,001 g de
NaCl, 15 g agar e 10 g de carboximetil-celulose em 1 L de agua destilada. Apds a
homogeneizagao, o meio foi autoclavado (120 °C, 1 atm, 20 min.), vertido em placas
de Petri, inoculado com culturas jovens (24 h) e incubado por 10 dias (30 + 1 °C, no
escuro). A atividade foi verificada pela presenga de zonas alaranjadas ao redor da
colénia apos a aplicagéo da solugdo de vermelho Congo (item 4.4.1.7) colocado sob
a superficie das placas por um periodo de 2 h. O teste foi realizado em triplicata com
todos os microrganismos (RYCKEBOER et al., 2003).

16. Meio para Atividade Lipolitica

Adicionou-se 10,0 g de peptona, 5,0 g de NaCl, 0,1 g de CaCl, e 20,0 g de
agar a 1 L de agua destilada, levando-se o meio a autoclavagem (120 °C, 1 atm, por
20 min.) apds sua homogeneizacédo. O Tween 20 esterilizado em autoclave (120 °C,
1 atm, 20 min) foi utilizado como substrato lipidico, sendo adicionado ao meio na
proporcéo de 1:100. Apos resfriamento (45 - 50 °C), o meio foi vertido em placas de
Petri, inoculado com culturas jovens (24 h) e incubado por 5 dias no escuro. O apa-
recimento de halo claro ao redor da col6nia resultou da formacao de cristais de cal-
cio de acido laurico, liberado pela reacédo da enzima e pela completa degradagéo
dos sais lipidicos. Para melhor evidenciar a presenga do halo de degradagao, adi-
cionou-se 2 mL da solugao de vermelho de fenol (item 4.4.1.6). O teste foi realizado
em triplicata com todos os microrganismos (HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975)
modificado por FERREIRA et al., 2002).
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17. Meio para Atividade Pectinolitica

Utilizou-se 500 mL da solugéo salina (4 g, KoHPO4; 2 g, (NH4)SO4; 6 g, Na-
POy4; 2 g, FeSO4 7 - H,O; 1 mg, CaCly; 10 ug, HsBos; 10 ug, MgSOy; 70 ug, ZnSOy;
50 ug, CuSO,4 e 10 ug, MoO3, medidas para 1 L de agua destilada); 1 g de extrato de
levedura, 15 g de agar, 5 g de pectina e 500 mL de agua destilada. Para detectar a
producao de pectato-liase (pectato trans-eliminase) o pH do meio foi ajustado para
7,0. No caso, da atividade poligalacturonase (pectinase), este foi ajustado para pH 5.
Apds a homogeneizagao, o meio foi autoclavado (120 °C,1 atm, por 20 min.), vertido
em placas de Petri, inoculado com culturas jovens (24 h de crescimento) e incubado
por 5 dias (30 + 2 °C, no escuro). A atividade foi verificada pela adigdao da uma solu-
cao de 0,2 % de vermelho de metila (item 4.4.1.9) para visualizagdo do halo de de-
gradacgao ao redor da coldnia. O teste foi realizado em triplicata com todos os mi-
crorganismos (HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975) modificada por FERREIRA et al.,
2002).

18. Meio para Atividade Proteolitica em Placas

Adicionou-se 5 mL de uma solugéo de 0,4 % de gelatina a 100 mL do meio a-
gar nutriente (item 4.3.1.). Em seguida, o meio foi autoclavado (120 °C, 1 atm, 20
min), vertido em placas de Petri, inoculado com culturas jovens (24 h) e incubado a
30 + 1 °C por 5 dias no escuro. A deteccao da atividade foi verificada pela presenca
de zonas vermelhas ao redor da col6nia apés a aplicacdo de 2 mL de uma solugao
de vermelho de fenol (item 4.4.1.6). O teste foi realizado em triplicata com todos os
microrganismos (HANKIN & ANAGNOSTAKIS, 1975).

19. Meio para Atividade Proteolitica - Gelatinase — em Tubos

Adicionou-se 3,0 g de extrato de carne, 5,0 g de peptona e 120 g de gelatina
a 1 L de agua destilada. O meio foi autoclavado, vertido em tubos, e solidificado. Em
seguida, o mesmo foi inoculado por picada utilizando-se culturas jovens (24 h). Apos
24-48 h de incubagao (30 + 1 °C, no escuro), os tubos foram resfriados em geladei-
ra. Considerou-se como resultado positivo os tubos de cultivo que sob refrigeragao
(4 °C) nao voltaram ao seu estado solidificado. O teste foi realizado em triplicata com
todos os microrganismos (VERMELHO et al., 2006).
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20. Meio para Atividade de Fenoloxidases - Lacase

Adicionou-se 20 g de agar acrescido de 0,5 % (p/v) de acido galico, 15 g ex-
trato de malte e 1 g de peptona em 1 L de agua. O acido galico foi homogeneizado
em 50 mL de agua destilada e autoclavado a 120 °C, 1 atm, 10 min. Os demais rea-
gentes foram solubilizados (pH 7) e autoclavados (120 °C, 1 atm, 20 min). Apos res-
friamento do meio (45 - 50 °C), o mesmo foi vertido em placas de Petri e posterior-
mente inoculado com culturas jovens (24 h), incubando-se a 30 + 1 °C por 7 dias no
escuro. O teste é considerado positivo para aquelas colénias que formaram ao seu
redor um halo marrom escuro (Reagéo de Bavendamm), sendo realizado em triplica-
ta com todos os microrganismos (CONCEICAO et al., 2005).

21. Meio para Atividade de Fenoloxidases - Lignina Peroxidase (LiP)

Preparou-se o meio composto por: 2 g de glicose; 2 g de tartarato de amonio; 2
g de extrato de malte; 0.26 g de KHyPOy4; 0.26 g de NaHPO4 0.5 g de Mg-
S04.7H,0; 0.01 g de CuSO,4 .5H,0; 0.0066 g de CaCl,.2H,0; 0.005 g de FeSOy,
0.0005 g de ZnSO4 .7H,0; 0.02 mg de Na,MoOy4, 0.09 mg de MnCl;, .2H,0, 0.07 mg
de H3BOs3, 0.1 g de azul de metileno (cloreto 3,7-bis— dimetilaminofenazotionio) e
20 g de agar para 1 L de agua. O pH foi ajustado para 5.5, seguindo-se a estereliza-
cao em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 min. Apds resfriamento do meio (45 - 50
°C), o mesmo foi vertido em placas de Petri e posteriormente inoculado com culturas
jovens (24 h), incubando-se a 30 + 1 °C por 10-30 dias no escuro. A detecgéo da
atividade foi verificacdo pela descoloracdo do meio de cultivo ao redor da coldnia. O

teste foi realizado em triplicata com todos os microrganismos (DHOUIB, 2005).

22. Teste de Catalase

Com o auxilio da alga de platina, retirou-se uma algada de colbnias das cultu-
ras e transferiu-se a mesma para uma lamina de vidro de microscopia devidamente
deslipidizada. Com uma pipeta Pasteur, adicionou-se uma gota de H,O, (30 %)
sobre o in6culo e observou-se a ocorréncia de producao de gas (borbulhamento)
imediatamente, o que indicou resultado positivo, isto €, que a bactéria foi capaz de
produzir a enzima catalase, responsavel pela decomposi¢do de peréxido de hidro-
génio (H203) produzido pelas células durante o metabolismo (SILVA, 1996).

23. Teste de Oxidase
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Com o auxilio de uma pinca estéril depositou-se uma fita de papel de filtro no
centro de uma placa de Petri e embebeu-se o papel com o reagente de Kovacs (item
4.4.1.10.). Com a algca de platina, removeu-se uma pequena porg¢ao da cultura jovem
(24h de crescimento) homogeneizando-a sobre o reagente no papel. O resultado
positivo € indicado pelo desenvolvimento de uma cor azul avermelhado no intervalo
de 1 min, sendo desconsiderado qualquer alteracdo de cor a partir dai. O teste foi

realizado em triplicada para cada microrganismo (SILVA, 1996).

24. Confirmagao de Provas Enzimaticas e Fisiologicas pelo Sistema API

(Biomerieux)

Para confirmagao/comparagao dos resultados para as diversas caracteristicas
fisiolégicas/enzimaticas examinadas nos testes acima descritos, selecionou-se seter
dos microrganismos isolados para inoculagéo no sistema comercial de identificagéo
rapida API-20E (Biomerieux, Franga). Este contém 20 microtubos com substratos
desidratados. Assim, na caixa de incubacao previamente identificada, distribuiu-se
cerca de 5 mL de agua destilada esterilizada nos alvéolos, para criar uma atmosfera

umida. (Figura 14).

i

Figura 14. Caixa de incubagao do sistema API 20E para identificagdo de microrga-

nismos G-, com 5 mL de agua destilada esterilizada.
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Coletou-se, entdao, com o auxilio de uma alca de platina, uma colénia de cada
isolado (24 h) em meio de manutencgédo. Esta foi depositada em 5 mL de agua desti-
lada esterilizada, agitando-se para a obtengdo da suspensdo de células. A galeria
API-20E foi depositada na caixa de incubacgéo e, com o auxilio de uma micropipeta
Gibson, a suspensao dos microrganismos (200 uL) foi inoculada, até o nivel reco-
mendado, nos 20 microtubos (Figura 15). Para criar um ambiente de anaerobiose,
algumas gotas de 6leo de parafina foram depositadas nos microtubos relativos aos
testes L-arginina (ADH), L-lisina (LDC), L-ornitina (ODC), Tiosulfato de sodio (H.S) ,
Urease (URE) (Figura 16).

Figura 15. Inoculagdo da suspensdo de microrganismos nas galerias do sistema

API 20E para sua identificagéo.
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Figura 16. Adicao de 6leo de parafina em algumas das galerias inoculadas do sis-

tema API 20E, para geragao de anaerobiose.

Finalmente, o conjunto foi incubado aerobicamente a 35 + 1°C, por 24 h (Figu-
ra 17a). As leituras foram traduzidas por alteragdes de cor ou reveladas pela adigao
de reagentes especificos do kit API (Figura 17b). Foi gerado um codigo numérico
de 7 digitos que corresponde a espécie identificada pelo programa de identificagao
do APILAB Plus (versao 3.3.3.@copyright 1990 biomerieux sa).
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Figura 17. a) Sistema API 20E inoculado e incubado por 24 h a 37°C. b) Revelado-

res do kit API, para utilizagado nas culturas em galerias do sistema API 20E.
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4.5. Cinética de Crescimento em Caldo Nutriente

Utilizou-se o meio caldo nutriente (CN) descrito no item 4.3.1.como referéncia
para ensaios de cinética realizados com os microrganismos selecionados Assim, nos
diferentes intervalos de tempo (0, 0,5, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120 h) apds inocula-
¢éo em CN, e incubagao a 30 £ 1° C (no escuro), partindo-se de uma suspensao de
10* célula/mL (NEDER, 1992), quantificou-se o n° de células/mL com o auxilio de
camara de Newbauer em microscopio éptico binocular (640 X).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés réplicas
por tratamento e trés repeticbes. A absorvancia das culturas a 540 nm também foi
avaliada em espectrofotdmetro (FENTO, mod. 800 XI), utilizando o meio CN sem
in6culo como controle de referéncia.

Outra metodologia utilizada para avaliar o crescimento dos microrganismos foi
a determinagao do n° de unidades formadoras de colénias (UFC). Para tanto, pipe-
tou-se 100 uL de uma diluicao 1: 1000000 de cada cultura bacteriana (5 mL) em pla-
cas de AN. A cada 24 h, durante 5 dias, efetuou-se a contagem das UFC (NEDER,
1992).

4.6. Cinética de Degradacio de Acido Tanico

Preparou-se um meio de tanino soélido (ATS;), contendo 0,8 % de acido tanico
acrescido de 0,1 % de glicose, 0,1 % de peptona, 0,1 % de cloreto de sddio e 1,5 %
de agar. Este meio também foi preparado sem agar (ATL,) para avaliacdo do cres-
cimento dos microrganismos isolados em condicdes de aerobiose e anaerobiose.

Ainda, para determinagéo da producao de fenol-oxidases (tanase acil hidrola-
se e lacase), fez-se uso de outro meio de cultura liquido (ATL,) contendo 1 % de
acido tanico, além de varios sais minerais (3 g de NaNO3, 1 g de KH,POy4, 0,5 g de
MgSQO, . 7H0, 0,5 g de KCI, 0,01 g de Fe;SO4. 7H,0 e 0,5 g de CuSOy4), conforme
descrito por PINTO et al. (2001). Os isolados também foram inoculados em meio de
tanino solido (ATS2) a 1 % do substrato fendlico, acrescido de 30 g/L de agar.

Assim, a diferentes intervalos de tempo (0, 1, 6, 8, 24, 48, 72, 96, 120 h), veri-
ficou-se o crescimento das culturas microbianas em ATL¢ (0,8 %) e ATL, (1 %), con-

forme descrito no item 4.5. As culturas liquidas foram filtradas em membrana acro-
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disc (0,22 ym) e, posteriormente 0,25 mL das amostras foram acrescidas de 1,25
mL do reagente vanilina 10 % - HCL concentrado. Apos 20 min, as misturas nativas
foram submetidas a analise espectrofotométrica (FENTO, mod. 800 Xl) a 525 nm
(BROADHUST & JONES, 1978). Como controle referencial, utilizou-se o meio sem
inoculo.

Paralelamente, para quantificar a degradacao do referido substrato fendlico,
também preparou-se uma curva padrao com diferentes concentragdes de uma solu-
¢ao aquosa de acido tanico (0,625; 6,25; 62,5; 125; 250; 500 pg/mL). Apds obter a
equacao de regressao linear dessa curva, a mesma foi utilizada para se obter o perfil

de degradacgao do acido tanico das culturas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e Identificagao dos microrganismos

Do isolamento realizado a partir das amostras de lodo da lagoa receptora “A”
da ETE da S. A. Usina Coruripe, 8 bactérias, inicialmente designadas L1, L2, L3, L4,
L5, L5, L6, L7 e L8 (Tabela 2), foram obtidas.

Quanto as amostras do efluente da mesma lagoa, foram isolados 8
microrganismos, Gram positivos (G+) e negativos (G-), enquanto do bagago de
cana-de-agucar (BC) foram 11 os microrganismos obtidos (Tabelas 3 e 4). Entre
esses 19 isolados (efluente e bagaco), 14 sdo bactérias G+ e G- (A1, A2, A3, A4,
A5, A6, A7, A8, BC1, BC2, BC3, BC6, BC7 e BC11) e 5 sédo fungos (Figura 19),
sendo 3 leveduriformes (BC4, BC5 e BC9) e 2 filamentosos (BC8 e BC10). Para os
propoésitos da presente dissertagao, apenas foram utilizadas os isolados bacterianos,
e os fungicos foram armazenados na Micoteca do Laboratério de Bioquimica do
Parasitismo Vegetal e Microbiologia Ambiental (LBPVMA) da UFAL para trabalhos
subsequentes.

Todos os microrganismos obtidos comportaram-se como mesofilicos
(crescimento relevante a temperaturas que variam de 25 - 40 °C) e apresentaram
crescimento moderado a abundante em meio AN nas condi¢cdes experimentais (30 +
2 °C, escuro). Em meio Columbia, para crescimento de fastidiosos, todos
apresentaram crescimento abundante (Figura 18).

Todas as bactérias obtidas do lodo (Tabela 2) da lagoa de decantacao (L1-
L8) sdo G-, alcool-acido resistentes (BAAR) e ndo formadoras de enddsporos.

Entre as bactérias isoladas de aguas dessa lagoa (Tabelas 3 e 7, Figura 20),
apenas A8 nédo é BAAR, sendo uma representante do género Serratia [G-, oxidase
negativo e catalase positivo (Tabela 7)]. A2 e A7 sdo G+, ndo formadores de espo-
ros, BARR, oxidase negativos e catalase e nitrato redutase positivos, pertencendo
ao género Corynebacterium.

Com relacado ao bagaco de cana, a bactéria BC1 € G+, médvel, apresenta en-

dosporos, e € BARR, oxidase negativa, catalase e nitrato-redutase positivas (Tabe-
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las 4 e 8, Figura 21), representando o género Bacillus. O isolado BC2, por sua vez,
apesar de também ser G+ , movel, BARR e formador de endosporos, ndo apresenta
resposta para os testes de oxidase e catalase, e € positivo para nitrato redutase, ge-
latinase, lipase, e carboidratases, caracteristicas do género Clostridium. BC7 (nao
BAAR) e BC11 (BARR), igualmente bastonetes G+ nao produtores de endosporos,

sdo espécies respectivamente de Corynebacterium e Lactobacillus sp.

Tabela 2. Aspectos morfo-culturais das unidades formadoras de col6nias dos mi-
crorganismos isolados de amostras de lodo da lagoa de decantacédo “A” da estagao
de tratamento de efluentes (ETE) da S. A. Usina Coruripe Aclcar e Alcool (safra

2004/05), em meio agar-nutriente apés 48h de incubagao.

Microrganismos
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
Morfologia
Forma da Colénia Irregular | Irregular | Irregular | Irregular | Irregular | Irregular | Rizoéide | Circular
Tamanho da Col6- 5 mm 5 mm 5 mm 5mm 5 mm 5 mm 5 mm 5 mm
nia (48 h)
Elevacéao Achatada | Achatada | Ondulada | Achatada | Elevada | Achatada | Achatada | Achatada
Borda Lobado Lobado Lobado Lobado Filamen- Lobado Filamen- | Lobado
toso Toso
Estrutura Lisa Lisa Lisa Granulosa Lisa Lisa Lisa Lisa
Brilho Transla- | Translu- | Translu- Translu- Opaco Translu- Opaco | Opaco
cido cido cido cido cido
Cor Incolor Incolor Incolor Pigmen- Incolor Incolor Pigmen- | Incolor
tada (Ama- tada
relada) (Bege)
Aspecto Membra- | Membra- | Leitosa Viscosa Leitosa Membra- | Viscosa | Membra-
nosa nosa nosa nosa
Crescimento Abun- | Abundan-| Modera- | Moderado | Modera- | Modera- | Moderado | Abun-
dante te do do do dante
Coloragao de Gram - - - - - - - -
Verde de Malaquita - - - - - - - -
(endoésporos)
Alcool - Acido Re- + + + + + + + +
sistente
Forma das Células Coco- Coco- Coco- Coco- Coco- Coco- Coco- Coco-
Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos
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A1 A2 A3 A4

A5 A6 AP A8

Figura 18. Cultura das bactérias A1-A8, isoladas de efluente da lagoa "A" da ETE

da S. A. Usina Coruripe Aclcar e Alcool (safra 2004/05) em meio Columbia (30 +
1°C, escuro, 48 h).

Figura 19. Aspecto cultural de alguns microrganismos isolados de bagag¢o de cana
(BC) e de efluente (A) de lagoa de decantagcéo “A” da ETE da S.A. Usina Coruripe
Acucar e Alcool, 5 dias apds a inoculacdo em diferentes meios de culturas. a) fungo
filamentoso BC10 em Meio Sabouraud; b) bactéria A8 em Meio EMB; c¢) bactéria
BC1 em Meio AN; d) fungo filamentoso BC8 em Meio BDA; e) fungo leveduriforme
BC9 em Meio Sabouraud; f) bactéria BC1 em Meio Columbia.
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Figura 20. Aspecto das células bacterianas A1-A8, isoladas de efluente da lagoa de
decantacdo "A" da ETE da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool, apds coloragdo pelo
método de Ziehl-Neelsen (A4 e A7) ou pelo método de Gram (A1-A8). Fotos de mi-
croscopia foram registradas com aumento de 640 X, exceto para o isolado A5, cujo
aumento foi de 1600 X.
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Tabela 4. Aspectos morfo-culturais das colénias e células das bactérias isoladas de

amostras do bagaco de cana-de-agucar (safra 2005/06), da S. A Usina Coruripe A-

cucar e Alcool, em meio agar nutriente ap6s 48 h de incubacao.

Microrganismos

. BC1 BC2 BC3 BC6 BC7 BC11
Morfologia
Forma da Col6nia irregular irregular irregular irregular Irregular irregular
Elevacéao ondulada elevada elevada ondulada Elevada elevada
Borda lobados ondulada ondulada ondulada Ondulada | ondulada
Estrutura lisa lisa rugosa rugosa Rugosa Lisa
Brilho opaco Transluci-
opaco opaco opaco Opaco da
Cor em A. Nutriente bege branca branca branca Amarela branca
Aspecto Viscosa Viscosa Membranosa | Membranosa Viscosa Viscosa
Coloragédo de Gram +- +o + - + +
Verde de Malaquita
(endésporos) - - - - - -
Alcool - Acido Re- + + - +
sistente " NR NR
Forma das Células Bastonetes Bastonetes Bastonetes
em cadeias | em cadeias Coco- Coco- Bastonetes | 'argos em
bastonetes bastonetes cadeias

NR = N3o realizado

Figura 21. Aspecto das células bacterianas B1, B2, B3, B6 e B11, isoladas de baga-
¢o de cana acumulado na safra 2005/06 da S. A. Usina Coruripe Acutcar e Alcool,
apo6s coloracao pelo método de Gram. Fotos de microscopia foram registradas com
aumento de 640 X, exceto para o isolado B11, cujo aumento foi de 1600 X. Setas
ilustram enddsporos refratarios.
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Os aspectos bioquimicos das bactérias isoladas de amostras de lodo, efluen-
te e bagaco de cana estdo ilustrados nas Tabelas 5-8, e Figuras 22-32.

Tabela 5. Aspectos bioquimicos dos microrganismos isolados de lodo da lagoa de
decantacdo "A" da estacdo de tratamento de efluentes (ETE) da S. A. Usina
Coruripe Acucar e Alcool, na safra 2004/05, em diferentes solucdes e meios

seletivos inoculados e interpretados conforme critérios validados.

icrorganismos
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
Testes
Eosina Azul de - - * * - - - -
Metileno (EMB)
Meio Columbia + + + + + + + +
Meio Agar Citrato + - + + - + - -
. . Aerobio . Aerobio | Aerdbio | Aerdbio | Aerdbio | Aerdbio Aerdbio
Meio TSI-agar estrito p/ | *91iCOS€ | estrito p/ | estrito p/ | estrito p/ | estrito p/ | estrito p/ | estrito p/
peptona peptona, | peptona | peptona | peptona | peptona,+ | peptona,
gas, H2S glicose | + glicose
Meio OF Aerdbio Anaer. Anaer. |Aerdbio |Aerdbio |Aerdbio Anaer. Anaer.
estrito estrito | facultativo | estrito estrito estrito facultativo | facultativo
Meio SIM nao néao movel, movel nao nao movel movel
movel movel + gas movel | movel
Urease - - + - - - - -
Oxidase - - - + - - - -
Catalase + + + + + + + +
Nitrato Redutase + + + - + + + +
Gelatinase + + + + + + + +
Amilase + + + + + + + +
carboximetilcelulase + + + + + + + -
Xilanase N N ) ) . . . .
Llipase + + + + + + + +
Pectato-liase + + + - + + + +
Poligalacturonase + + + + + + + +
Protease + + + + + + + +
Fenol-oxidase + + + - + + + n

* Crescimento translucente (pigmentagao nao caracteristica de fermentadores de lactose)

Created by Neevia Document Converter trial version http://www.neevia.com


http://www.neevia.com

SANTOS, E.S. 2007. Microrganismos promissores para a degradag¢do de compostos

Tabela 6. Aspectos bioquimicos dos microrganismos isolados de amostras do

efluente proveniente da lagoa "A" da ETE da S. A Usina Coruripe Acucar e Alcool

(safra 2005/06), em diferentes solugdes e meios seletivos inoculados e interpretados

conforme critérios validados.

icrorganismos

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Testes
Eosina Azul de + + - - - - - -
Metileno (EMB) (mucdi- | (centro (rosa) (rosa) (rosa) (rosa) (rosa) (rosa)
de, cen- | preto,
tro escu-| borda
ro) metalica)
Meio Columbia + + + + + + + +
Agar Acetato + - + + + + + +
Meio TSl-agar +para3 | +para3 | Aerébio | +para3 | + para3 | + para 3 | + para 3 |+ glico-
glici- glici- estrito p/ | glici- | glicideos | glicideos | glicideos | se, gas
deos, deos, | peptona,| deos,
gas gas H,S gas
Meio OF Anaer. Anaer. | Aerdbio | Anaer. Anaer. | Aerdbio | Anaer. | Aerdbio
faculta- | faculta- estrito faculta- | faculta- estrito faculta- estrito
tivo tivo tivo tivo tivo
Meio SIM nio movel Mével movel nao ndo mo- | movel nao-
mével +indol + indol movel vel, + H,S movel
+ H,S
Vermelho de
Metila * * - - - - * -
Urease + + - + + +- +- 4o
Oxidase - - + - - - - -
Catalase + + + + + + + +
Nitrato Redutase + + - + + - + -
Gelatinase - - + - - - + +
Amilase + - + - + + T _
Carboximetilcelu- - ) . .
lase - + - -
Xilanase - - + + + + + -
Lipase + + + + + + + +
Pectato-liase - - - - - - NR -
Poligalacturonase - NR NR - - - + -
Protease + + + + + + + +
Lignina Peroxida- + + NR + + . . N
se
Fenol-oxidase + + + + + + + +

NR = Nio realizado
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Tabela 7. Aspectos bioquimicos dos microrganismos isolados de amostras do

bagaco de cana-de-aclcar da S. A Usina Coruripe Acgucar e Alcool (safra 2005/06),

em diferentes solucbes e meios seletivos inoculados e interpretados conforme

critérios validados.

Microrganismos

BC1 BC2 BC3 BC6 BC7 BC11
Testes
Eosina Azul de - - - + NR NR
Metileno (EMB)
Meio Columbia + + + + NR NR
Agar Acetato + + + + + +
Meio TSl-agar +para 3 | +para 3 | +para3 | +parad + para 3 + para 3

glicidios, | glicidios | glicidios, | glicidios, glicidios glicidios

gas gas gas

Meio OF Anaer. Aerotole- Anaer. | Anaer. facul- Anaer. Anaer. facul-
facultativo rante facultativo tativo facultativo tativo

Meio SIM Movel, movel movel movel movel movel

indol
Urease + + + + + -
Oxidase - - - - - -
Catalase + - + + + +
Nitrato Redutase + + + - NR NR
Gelatinase + + - - - NR
Amilase + + - - - +
Carboximetilcelulase + + - - - -
Xilanase - - - - + -
Lipase - + + + + +
Pectato-liase - + - - - NR
Poligalacturonase NR NR + NR
Protease + + + +
Lignina Peroxidase + S/C + + + +
Fenol-oxidase S/C S/C + + + T

NR = Nao realizado; S/C = Sem crescimento.
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Figura 22. Degradacdo de glicose em meio OF, em ambiente anaerdbio [com co-
bertura de vaselina, para G+ (a) e G- (b)] e aerdbio [sem cobertura de vaselina, para
G- (c)], por bactérias isoladas de bagago de cana e aguas langadas na lagoa de de-
cantacdo "A" da ETE da S.A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2005/06). a) po-
sitivo "A5" (esquerda); b) positivo para "BC6" (esquerda); c) positivo para "A1" e para
"A8".

Figura 23. Aspecto cultural dos microrganismos A1-A8 isolados de aguas da lagoa
"A" da ETE da S. A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (safra 2005/06) em meio em
EMB (30 + 1°C, escuro, 48 h).
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Figura 24. Testes positivos de atividades enzimaticas (culturas na parte superior
para os isolados obtidos de bagago de cana e do efluente langado na lagoa "A" da
ETE da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (safra 2005/06). a) proteolitica positiva
(BC3); b) celulolitica (BC1); c) amilolitica (A2); d) pectinolitica (Pectato-liase) (BC2).
Controles situados na parte inferior da figura.

Figura 25. Testes positivos de atividades enzimaticas (culturas na parte inferior) pa-
ra os isolados de bagago de cana e do efluente langado na lagoa "A" da ETE da
S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (safra 2005/06). a) lipolitica (BC8); b) Fenoloxi-
dase (A1); c) Poligalacturonolitica (BC10); d) ) Lignina Peroxidase (BC10). Controles

situados na parte superior da figura.
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Figura 26. Testes de atividades enzimaticas para bactérias isoladas de bagaco de
cana e do efluente langado na lagoa "A" da ETE da S.A. Usina Coruripe Agucar e
Alcool (safra 2005/06). a) ureolitica positiva para A1 (esquerda); b) degradadora de 3
glicideos e peptona para A4 (esquerda); c) degradadora de acetato para BC2 (es-
querda); d) produtora de acidos estaveis (VM) para A7 (esquerda) e negativa para

A3 (esquerda).

Figura 27. Aspecto do crescimento das bactérias L1-L8 isoladas de lodo da lagoa de
decantagdo "A" da ETE da S. A. Usina Coruripe Acgucar e Alcool (safra 2004/05) em
meio Agar-TSI (72 h).
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Figura 28. Aspectos bioquimicos do crescimento da bactéria L3 (Proteus sp), isola-
da de lodo da lagoa de decantacédo "A" da ETE da S. A. Usina Coruripe Agucar e
Alcool (safra 2004/05). a) Crescimento em Agar-TSI (72h); b) Degradac&o de glicose
em meio OF aerdbio (sem cobertura de vaselina) e anaerdbio (com cobertura de va-
selina)- 48h; c¢) Prova positiva de urease; d) Prova positiva de citrato-oxidase.

Figura 29. Aspectos bioquimicos do crescimento da bactéria L1, isolada de lodo da
lagoa de decantacdo "A" da ETE da S. A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra
2004/05). a) Crescimento em Agar-TSI| apés 96 h (lactose, glicose e sacarose + e

peptona + ); b) Prova da citrato-oxidase positiva.
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Figura 30. Aspectos bioquimicos dos isolados obtidos do bagaco de cana e das a-
guas langadas na lagoa de decantacéo "A" da ETE da S.A. Usina Coruripe Agucar e
Alcool (safra 2005/06), respectivamente nos meios SIM, Caldo-Vermelho de Fe-
nol/Manitol, Gelatina e Agar-Vermelho de Fenol/Manitol. a) motilidade negativa para
A1 (centro) e positiva para BC2 (esquerda); b) produgéo de sulfito positiva para A1
(esquerda) e de indol para BC1 (direita); c) manitol positivo para BC5 e A5; d) gelati-
nase negativa para A5 (centro) e positiva para BC2 (superior); e) Nitrato redutase -

positivo para BC3, negativo para BC6 (ap6s adigao de p6 de zinco).

Figura 31. Atividade carboximetil-celulolitica positiva para as bactérias A4, A7 e A8,
respectivamente, isoladas das aguas langadas na lagoa de decantacédo "A" da ETE
da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (safra 2005/06).
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Figura 32. Aspecto dos resultados dos testes bioquimicos no sistema rapido API
20E (Biomerieux), inoculado com os microrganismos BC1 e A1, A2, A3, A4, A7 e A8,
respectivamente do bagacgo de cana (BC) e do efluente langado na lagoa "A" da ETE
da S.A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2005/06), 24 h apds incubacdo a 35 +

1°C, escuro.
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Tabela 8. Resultados dos testes bioquimicos do sistema APl 20E (Biomerieux),
quando inoculou-se os microrganismos BC1 e A1, A2, A3, A4, A7 e A8, respectiva-
mente do bagaco de cana e do efluente langado na lagoa A da ETE da S.A. Usina

Coruripe Acucar e Alcool (safra 2005/06), e incubou-se por 24 h a 35 + 1°C, escuro.

SUBSTRATOS REAGAO A1 [A2 [A3 [A4 [A7 [A8 [BC1

SIGLA DESCRIGAO TESTADA
ONPG | 2-nitrofenil-d- B-galactosidase

galactopiranosideo + + + + + + +
ADH L-arginina arginina desidrolase | - - - + - - +
LDC L-lisina lisina descarboxilase | + ++ |+ |+ +++ | HH+ |+
oDC L-ornitina Ornitina descarboxi-

lase - - - +++ | - - +++
CIT Citrato de sodio Utilizacao de citrato + ++ ++ + + ++ ++
H.S Tiosulfato de sédio | Produgao de H,S - - - - - - -
URE Uréia Hidrdlise de uréia ++ ++ |- + ++ - ++
TDA L-triptrofano deaminase - - - - - - -
IND L-triptrofano Producéo de indol - - - - - - -
VP Piruvato de sdédio Producédo de acetoi- | - - - + - - -
na

GEL Gelatina gelatinase - - + - + + +
GLU D-glucose Oxidagao/Ferment. - - + - - +
MAN manitol Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
INO Inositol Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
SOR D-sorbitol Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
RHA L-ramnose Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
SAC D-sacarose Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
MEL D-melibiose Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
AMY | Amigdalina Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
ARA L-arabinose Oxidagao/Ferment. + + - + + - +
OoX Oxidase Oxidase + - + - - - -
NO, Nitrato Nitrato redutase + + - + + - +
N, Nitrogénio Assimilacao de N, - - + - - + -
Reacdes : - = negativa; + = positiva; ++= positiva intensa; +++= positiva muito intensa.

Bactérias isoladas do lodo da lagoa de decantagao
O sistema de lodo ativado é amplamente utilizado para o tratamento de
despejos domésticos e industriais, em situacbées em que sdo necessarios elevada

qualidade do efluente final e reduzidos requisitos de area. Este sistema é baseado
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na capacidade microbiana em catabolisar diferentes compostos organicos naturais
elou sintéticos, e inorganicos, utilizando estes substratos como fontes nutricionais e
energéticas, possibilitando sua utilizagdo como solugdo aos problemas gerados pelo
langamento de rejeitos ao meio ambiente.

Com base nos resultados obtidos das analises morfoculturais e bioquimicas
(Tabelas 2 e 5; Figura 27), e com o auxilio da chave de classificagdo de bactérias
do Manual de Bergey (HOLT et al., 1994), foi possivel identificar as bactérias
isoladas na safra 2004/05 do lodo da lagoa de decantagdo “A” da ETE estudada,
como espécies pertencentes aos seguintes géneros: L1 (Achromobacter sp), L2
(Acinetobacter sp.), L3 (Proteus sp), L4 (Flavobacterium sp), L5 (Achromobacter sp),
L6 (Acinetobacter sp), L7 (Serratia sp) e L8 (Serratia sp).

O género Achromobacter, é caracterizado por bactérias Gram negativas, na
forma de bastonetes ou cocobacilos. Nado produzem endosporos, ndo sdo moveis,
sua respiragdo € aerdbia estrita, e apresentam reacao positiva para catalase e
urease, embora sejam oxidase negativos (WILLIAMS et al., 1966). Além disso,
convertem nitratos a nitrogénio gasoso, tendo um papel importante nos processos
de remediagao de efluentes (RODRIGUES, 1996). BEAULIEU (1994) relatou que A.
eutrophus produz polihidroxibutirato (PHB), um plastico com potencial comercial
importante, pois leva de um a dez anos para se degradar no ambiente, enquanto o
plastico de origem petroquimica pode levar centenas de anos para se degradar.

TAKAMATSU, em 1995, destacou o uso do género Achromobacter em
processos de lixiviagdo para a extracdo de metais pesados em lodos ativados.
REINECKE et al. (2000), isolaram de lodo de esgoto uma estirpe de Achromobacter
xylosoxidans subsp. xylosoxidans, a qual foi capaz de degradar como unica fonte de
carbono o agente quelante sintético iminodisuccinate (IDS) em meio de crescimento
minimo (apenas com sais minerais e IDS). Tal estirpe foi capaz de crescer mesmo
na presence de 1.0 % (m/v) desse composto, o qual entrou no mercado na ultima
década como uma alternativa para o EDTA (acido etileno-diamino-tetracético), que
podera ser degradado no ambiente.

Enzimas oriundas de Achromobacter sdo utilizadas com eficacia em proces-
sos de biorremediacédo de herbicidas, 6leos e gorduras (CASTRO et al., 2002). Se-
gundo observagdes de ABREU (2004), em uma planta de lodo ativado de uma esta-

¢ao municipal de tratamento de aguas residuais da cidade de Braga, em Portugal, a
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biomassa era constituida por aproximadamente 95% de bactérias, sendo Achromo-
bacter um dos principais géneros formadores de flocos no processo.

Conforme estudos de BEREKAA et al. (2005), um isolado de Achromobacter
sp. foi capaz de utilzar borracha (latex) natural como unica fonte de carbono e ener-
gia, aderindo-se a ela através de biofilmes e gerando compostos aldeidicos. Basea-
dos nos dados de mineralizagado da borracha, os autores relatam que as variaveis
que mais afetaram positivamente a degradacéo foi a presenga de seus granulos, |,
K2HPO4, Na-succinato e NH4CI, enquanto MgS0O4 x 7H20 and KH2PO4 foram as
variaveis cuja presenga menos interferiu no processo.

As bactérias do género Acinetobacter sédo oxidase-negativas, imoveis, estri-
tamente aerobicas e aparecem como cocobacilos gram-negativos em pares sob o
microscopio. Podem usar varias fontes do carbono para o crescimento, e podem ser
cultivados em meios relativamente simples, incluindo o agar nutriente. Sao geral-
mente confundidas com as espécies do género Neisseria, entretanto, as primeiras
s&o oxidase positivas (BERGOGNE-BEREZIN & TOWNER, 1996). Entre as comuni-
dades microbianas envolvidas em recuperacao de ecossistemas tao diferentes co-
mo o solo, aguas de mananciais, esgotos domésticos e industriais, diversas espé-
cies pertencentes ao género Acinetobacter tém sido identificadas, atraindo o cres-
cente interesse médico, ambiental e biotecnoldgico. Os poluentes xenobidticos, tais
como o benzeno, o tolueno, o fenol e o estireno, assim como compostos organicos
halogenados (pentaclorofenol e bifenis policlorados) e metais pesados sao frequen-
temente detectados nos cérregos, em concentragdes razoavelmente baixas. Podem
também aparecer em quantidades maiores em pontos de langcamentos, ou no solo e
na agua de locais industriais abandonados. Estes compostos sdo geralmente alta-
mente téxicos e extremamente dificeis de serem removidos. Da mesma forma que
esses, 0 Oleo diesel ou outros derivados de petroleo langados em esgotos sdo de-
gradados por espécies de Acinetobacter, conforme relatado por varios autores (ABD
EL-HALEEM et al., 2002; ALLENDE et al., 2000; FRANCISCO et al., 2002; MISHRA
et al.,, 2001; ZILLI et al., 2001). As bactérias do género Acinetobacter também tém
sido estudadas pelos subprodutos importantes que produzem, como surfactantes
(TOREN et al., 2001), e enzimas lipoliticas (LI et al., 2001).

De forma semelhante, inumeros artigos tém relatado o papel de espécies de
Flavobacterium na degradacdo de compostos clorados e herbicidas (SABER &
CRAWFORD, 1985). Conforme MULBRY & KARNS (1989) relataram que hidrolases
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de Flavobacterium sp. sao capazes de degradar o inseticida Parathion e seu deriva-
do organofosforado O-etil-O-4-nitrofenil fenilfosfonotioato (EPN).

O Género Proteus, por sua vez, inclui bactérias Gram-negativas da familia
Enterobacteriaceae, com células medindo cerca de 0,4 a 0,8 ym de diametro, for-
mando cocos, que podem se agrupar aos pares ou em cadeias, além de produzirem
hastes geralmente retas e auséncia de capsula. Sdo méveis, apresentando significa-
tiva producao de urease, responsavel pela decomposi¢cdo da uréia em amébnia e
CO,. Além disso, produzem gas e sulfeto de hidrogénio (H,S) resultantes da fermen-
tagdo da glicose. O teste com vermelho de metila € geralmente positivo, e nao fer-
mentam lactose em meio agar MacConkey. A temperatura ideal para o crescimento
esta em torno de 10-43 °C. Em relacédo a P. vulgaris, este é capaz de desaminar o
aminoacido triptofano, liberando indol no meio de cultura. Em contrapartida, ndo ha
sintese de indol em P. mirabilis. Ademais, 98 % das amostras de P. mirabilis s&o
produtoras de sulfeto de hidrogénio (H,S); utilizam citrato como unica fonte de car-
bono, além de serem positivas para os testes da ornitina e Voges-Proskauer
(SKERMAN, 1949; SHUCK & GRIFFIN, 1998).

Em 2000, estudos moleculares incluiram quatro espécies bacterianas dentro
do género Proteus: P. vulgaris, P. mirabilis, P. myxofaciens e P. penneri. Além disso,
quatro genoespécies (3, 4, 5 e 6) ndo nomeadas, e pertencentes ao biogrupo 3 da
espécie P. vulgaris foram também incluidas nesse género. Dentro da tribo Proteae,
P. mirabilis é uma das espécies mais importantes clinicamente, sendo responsavel
por 10 % das infecgbes do trato urinario. Isto se deve a presenga de flagelos, fim-
brias, lipopolissacarideos (endotoxina, LPS), e outros fatores de viruléncia. Também,
muitas espécies de Proteus podem formar cristais de hidroxido de magnésio cau-
sando pedras nos rins e na bexiga (SWIERZKO et al., 2000).

As bactérias pertencentes ao género Proteus tém ampla distribuicdo na natu-
reza, podendo ser encontradas na agua, nas plantas, nos excrementos de muitos
animais, em esgotos e principalmente em solos onde existem proteinas animais em
decomposicdo. Entre elas, as estorés de Proteus mirabilis, devido ao seu cresci-
mento disperso em meio agar, além de outras caracteristicas morfologicas e bioqui-
micas ja mencionadas, parecem ser a mais importante nas transformacgdes dos con-
taminantes de solos e aguas (SIDORCZYK et al., 2003). Para OKPOKWASILI & O-

LIVA (1991), alguns microrganismos Gram-negativos crescem
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em detergentes liquidos e xampus, principalmente bactérias do género Proteus, que
sao mais tolerantes a concentragcdes de 10-20 mL de surfactantes.

De acordo com AKMAL et al. (2003), certas bactérias do género Proteus sao
capazes de degradar compostos complexos como o poli-3-hidroxibutirato P(3HA) e o
poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV).

PANTAROTO (2001), isolou 66 bactérias aerdbias de amostras de manipueira
e lodo de lagoas destinadas a decantagao destes efluentes, avaliando-as quanto ao
metabolismo de linamarina "in vitro", para futura aplicacdo das linhagens seleciona-
das em estudos de biorremediagcdo. Desses, apenas 3 linhagens de Serratia mar-
cescens demonstraram adaptar-se a manipueira diluida a 50% e 75%, mantendo-se
viaveis mesmo em presencga da microbiota indigena in vitro. MONTPAS et al. (1997)
ja haviam observado que uma estirpe de S. marcescens, isolada de solo de um local
contaminado, degradara o 2.4.6 trinitrotolueno (TNT) como unica fonte do carbono e
energia. Segundo tais autores, em uma concentragao inicial de 50 mg de TNT pre-
sente em um meio minimo de sais, este foi totalmente degradado em 48 h sob con-
dicdes aerodbicas. Os intermediarios da redugao (4-amino-2,6-dinitrotolueno e 2 ami-
no-4,6-dinitrotolueno) foram monitorados, sendo que a presenga do surfactante
Tween 80 foi essencial para agilizar a rapida degradacdo do composto pela bacté-
ria.

PAKALA et al. (2007) estudaram o efeito de Serratia sp. sobre a degradacao
do inseticida metil-Parathion, e de p-nitrofenol, 4-nitrocatecol , e 1.2.4 benzenotriol..
O p-nitrofenol e o acido dimetilltiofosfoérico foram encontrados como produtos princi-
pais da degradagdo do metil-Parathion. O crescimento no p-nitrofenol conduziu a
liberacdo de quantidades estequiométricas de nitrito e a formacao do 4-nitrocatecol
e do benzenetriol. Quando estes intermediarios catabolicos foram adicionados as
células em repouso de Serratia. sp, 0 consumo do oxigénio foi detectado. As enzi-
mas chave envolvidas na degradagao do metil-Parathion e na conversdo do mesmo
a p-nitrofenol e 4-nitrocatecol, chamada Parathion -hydroxlase e p-nitrophenol—
componente “A” da hidroxilase foram detectadas nos proteomas das culturas cresci-
das naqueles substratos. Esse estudo foi o primeiro relato de uma enzima do tipo
componente A de hidroxilase, tipico de bactérias Gram positivas, em uma represen-

tante Gram negativa.
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Portanto, todos os microrganismos identificados no lodo da lagoa de decanta-
cdo “A” das aguas de lavagens de cana, gases, cinzas e pisos da Usina sucro-
alcooleira em estudo apresentam potencial para utilizacdo em estudos de biorreme-

diacao de tais efluentes.

Bactérias isoladas das daguas residuarias da lagoas de decantagao

No presente trabalho, algumas das bactérias das aguas residuarias langadas
na safra de 2005/06 na lagoa de decantagédo da ETE estudada também foram identi-
ficadas, sendo estas pertencentes aos géneros: A1 (Klebsiella sp), A2 (Corynebac-
terium sp), A3 (Arthrobacter sp), A4 (Streptomyces sp); A5 (Stafilococcus sp), A6
(Acinetobacter sp); A7(Corynebacterium sp) e A8 (Serratia sp).

O género Klebsiella pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo formado
por bastonetes imdveis G-, com capsula polissacaridica, que sdo disseminados na
natureza. Em humanos, eles podem colonizar a pele, faringe e trato gastrointestinal,
ou ferimentos e sistema urinario. Muitas das infe¢des causadas por esse género no
homem devem-se as espécies K. pneumoniae e K. oxytoca. WONG. & YUEN
(1996), isolaram e selecionaram em esgoto de industria textile uma estirpe de K.
pneumoniae (RS-13). Esta foi para avaliada quanto a sua capacidade em descolorir
o azocorante vermelho de metila, em condicdes aerdbicas. Parametros fisico-
quimicos foram monitorados durante o curso do crescimento. A bactéria descoloriu
completamente o composto presente no meio numa concentragdo de 100 mg LA
alta eficiéncia de K. pneumoniae RS-13 em degradar o vermelho de metila em baixo
suplemente de nutrientes a capacita a ser utilizada para o tratamento de efluentes
industriais contendo azocorantes. KWON et al. (2005), trabalhando com a mesma
estirpe de K. pneumoniae, demonstraram que ela também foi capaz de degradar os
inseticidas organoclorados a e (-endosulfan e endosulfan-sulfato.

ZAID (1996) observou a degradacao de baixas e altas concentragdes de p-
nitrofenol por taxas celulares de 2 X 10° a 3,2 X 10° células/mL de Corynebacterium
sp e de Pseudomonas sp. A baixas concentragcées de PNP, as duas biomassas de
ambas as bactérias apresentaram efeitos semelhantes e nao alteraram o periodo de
adaptacao. Por outro lado, o tempo de aclimacgéao foi encurtado e as taxas de exten-
sao e mineralizacdo do PNP foram maiores quando este estava presente em baixa

concentracdo, a medida que se aumentou o indéculo de Corynebacterium sp,
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mas nao no caso de Pseudomonas. Adicao de fosfato também reduziu o tempo de
aclimatacéo de Corynebacterium sp para a degradagao de PNP.

Segundo ITO et al. (1998), bactérias degradadoras de acido poli-4-
hidroxibutirico (APHB) foram isoladas de lodo ativado de esgoto. Uma estirpe, identi-
ficada como C. aquaticum, excretou uma depolimerase capaz de degrader esse
composto, e crescer nele como unica fonte de carbono. The APHB-depolimerase foi
purificada por ultrafiltragdo da cultura, gel filtragcdo e cromatografia em coluna hidro-
fébica. O peso molecular da enzima foi de cerca de 33 KDa em eletroforese de gel
de poliacrilamida na presencga de duodecil sulfato de sédio (SDS). A atividade 6tima
foi detectada em pH 6.5 e 40°C. A enzima néo teve atividade lipolitica e suas se-
quéncias N-terminais nao foram semelhantes as de outras enzimas conhecidas. A
degradagao de poliesteres foi estudada pela taxa de erosdo de filmes soluveis em
agua de poli (3-hidroxibutirato- co- 97mol% 4-hidroxibutirato) e poli(w-
hidroxialcanoato de diferentes tamanhos de cadeia carbdnica (C3-C6). Os produtos
soluveis em agua foram identificados por ressonancia magnética nuclear (RMN) de
protons ['|H e andlise de espectrometria de massa. O principal produto foi o dimero
do acido 4-hidroxibutirico.

MESQUITA (2004) apresenta uma revisao sobre a biodegradagéao de alguns
compostos de forma quimica e bioldgica, citando que Corynebacterium spp. estao
envolvidas na biorremediagdo de PCBs (bifenilas policloradas) e HPAs (hidrocarbo-
netos poli-aromaticos).

Pesquisas de GIRBAL et al. (2000) mostram que o pesticida organofosforado
demeton-S-metil foi degradado mais rapidamente quando Corynebacterium glutami-
cum atuou em co-metabolismo. Assim, glicose, acetato e frutose foram testados co-
mo substratos indutores do crescimento, obtendo-se a mais alta taxa de biotrans-
formagdo do demeton-S-metil (0.78 mg L™ h™") e a taxa instantanea maxima sobre
frutose (1.4 mg L™ h™"). Essa eficiéncia esta ligada ao atipico comportamento de C.
glutamicum sobre esse substrato, caracterizado pelo periodo prolongado de cresci-
mento acelerado ao invés de um crescimento constante como foi observado sobre
glicose e acetato. Mais precisamente, para taxas de crescimento de 0.1-0.4 h™', hou-
ve uma relacgao direta entre 0 consume de demeton-S-metil e o crescimento sobre
frutose em culturas em batelada (estacionaria-continua) e continuas (com um cres-
cimento transitério controlado). A biotransformacao foi mais favorecida durante a

fase acelerada de crescimento.
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WARD & CLAUS (1973) relatam a dificuldade na identificagdo das espécies
do género Arthrobacter, por apresentarem variagado a coloragdo de Gram. O género
Arthrobacter é caracterizado por bactérias Gram positivas na forma de bastonetes,
habitualmente ndo-mdveis, aerdbicas estritas, ndo-esporogénicas, e que apresen-
tam reacao negativa para oxidase e urease, e positiva para catalase. Nao reduzem
nitrato de nitrito, e produzem H,S a partir de cisteina (WILLIAMS et al., 1966).

ATAGANA et al. (1999) isolaram 5 diferentes microrganismos de aguas de la-
vagem de borracha natural, isto é, Arthrobacter sp., Bacillus sp., Lactobacillus sp.,
Psuedomonas sp. e Streptococcus sp, sendo o primeiro a espécie dominante, e seu
potencial para utilizar o hidrocarboneto de borracha foi estudado Seu crescimento
esteve associado ao pH, sendo este melhor numa faixa de pH entre 7,5 e 8,5, redu-
zindo eficientemente a taxa de DBO nesse intervalo. Os autores sugeriram que esse
microrganismo fosse, entdo , utilizado em processos de bioaumentacdo de lagoas
de tratamento de aguas de lavagem de borracha natural, preferencialmente também
associado a um fungo filamentoso aerébico, o Mucor sp, capaz de adsorver em seu
micélio outros componentes daquele efluente.

FAY et al. (2003), isolaram bactérias degradadoras do fungicida clorotalonil e
constataram que espécies como A. nicotinovorans, A. globiformis, A. ilicis e A. urea-
faciens degradaram acima de 80% do composto analisado por cromatografia gaso-
sa. Os autores observaram que a incorporagéo de diferentes matérias organicas ao
solo aumentou a comunidade de degradadores, diminuiu a disponibilidade e minimi-
zou os efeitos adversos do clorotalonil.

Um biofilme de Arthrobacter viscosus imobilizado em carvao granular ativado
foi testado por QUINTELAS (2000), visando a recuperagéao e reutilizacdo de metais
pesados. Foi possivel remover cerca de 79,3% de chumbo e 86,6% de ferro durante
0 processo, esta remogao esta associada a superficie da célula bacteriana que pode
incluir fenbmenos como adsorgao, ligagdes idnicas, covalentes, permuta ibnica e
precipitagdo. Seguindo processo semelhante, TAVARES e SILVA (1998) ja haviam
relatado o uso de Arthrobacter para a remocao de metais pesados, por produzirem
exopolissacaridos em alta concentragao, permitindo assim maior retengdo dos ions
metalicos. Os autores obtiveram resultados satisfatérios na remogao de cromo.

Segundo NITSCHKE e PASTORE (2001), isolados de Arthrobacter produzem
biosurfactantes promissores na remocgao de “piche” em areias contaminadas, e es-

ses compostos possuem a capacidade de emulsificar e dispersar hidrocarbonetos
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em agua, aumentando assim a degradagao destes compostos no ambiente. NOR-
DIN (2004), em seus estudos evidenciou que a espécie A. clorophenolicus foi capaz
de remover 180 ug/g de 4-chlorophenol de solo nao-estéril através da producao de
varias enzimas como a mono-oxygenase, hydroxyquinol dioxygenase e maleylace-
tato redutase.

Streptomyces spp. sao bactérias G+, formadoras de esporos encontradas no
solo e caracterizadas por suas coldnias enrugadas, largas, e geralmente pigmenta-
das. Sdo quimioheterotréficas e crescem bem a 25°C e pH 8-9. Sua habilidade de-
gradativa faz dessas bactérias extremamente importantes para a fertilidade dos so-
los agricolas, além de produzirem diferentes classes de moléculas volateis que po-
dem dar odores caracteristicos a tais solos. SHELTON et al. (1996), estudaram o
metabolismo de 12 herbicidas por Streptomyces, onde a degradacado do diuron foi
comparada com e sem fonte de nitrogénio (NH4"). Os autores constataram uma bai-
xa taxa de biodegradagao do produto (19%), sendo esta aumentada na presenga de
nitrogénio (55%), apds 7 dias de incubagado. Estes dados corroboram com os apre-
sentados neste experimento, onde o diuron como fonte de carbono foi importante
para o metabolismo bacteriano. Espécies de Strreptomyces também tém sido asso-
ciadas com a degradagao de azocorantes (SOARES, 2000).

Staphylococci sdo bactérias esféricas G+ que ocorrem em grupos. Staphylo-
coccus aureus (amarela em meio rico) e Staphylococcus epidermidis (branca em
meio rico) sdo as espécies mais importantes, embora mais de 20 sejam descritas.
MONNA et al. (1993), verificaram que o isolado de Staphylococcus auriculans
DBF63 pode crescer sobre dibenzofurano (DBF) ou fluoreno (FN) como unica fonte
de carbono e energia, acumulando-se os acido salicilico e gentisico nas culturas.
Também a formacgao de 9-fluorenol, 9-fluorenona, 4-hidroxi-9-fluorenone, e 1-hidroxi-
9-fluorenona foi demonstrada, e o acumulo de 1,1a-dihidroxi-1-hidro-9-fluorenona foi

observado quando essa estirpe cresceu sobre FN.

Bactérias isoladas do bagaco de cana acumulado

No tocante aos isolados bacterianos obtidos do bagaco-de-cana acumulado
em piramide no patio da referida empresa, e coletado no inicio da safra 2005/06, a
maioria foi identificada como representante dos géneros: BC1 (Bacillus sp), BC2
(Clostridium.  sp), BC3 (Acinetobacter sp), BC6 (Acinetobacter sp);
BC7(Corynebacterium sp) e BC11(Lactobacillus sp).
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O género Bacillus possui mais de 50 espécies classificadas como G+, aer6-
bias ou anaerdbias facultativas, que apresentam enddsporos. TONDO et al. (1998)
isolaram uma bactéria com tais caracteristicas, a partir de efluente de fabrica de pol-
pa de celulose. Esse microrganismo, identificado como Bacillus sp. e nomeado 1S13,
foi capaz de degradar rapidamente o composto organico clorado 4,5,6-
tricloroguaiacol (4,5,6-TCG) presente em meio de cultura a uma concentragdo de
50mg/L. Essa concentracdo equivale a 3x10* vezes mais 4,5,6-TCG que a concen-
tracdo encontrada no efluente original. A biodegradagdo desse composto foi anali-
sada por espectrofotometria de varredura e cromatografia gasosa. A falta de sub-
produtos de degradacao sugeriu a verificagdo da possibilidade de adsorgéo e absor-
¢ao celular do 4,5,6-TCG ao invés de biodegradacao propriamente dita. Nao foram
encontrados tracos de 4,5,6-TCG ap06s lise celular com lisozima e SDS e nao houve
desprendimento desse composto apos agitagéo vigorosa. Logo, o desaparecimento
do 4,5,6-TCG do meio de cultura analisado foi interpretado como biodegradagéo de-
vido ao metabolismo do Bacillus sp. 1S13.

Segundo LEMOS (2006), esse género é o mais eficiente na produgao de xila-
nase por bactérias, sendo muito usado em fermentacdes industriais. Estudos de
FEIKENHAUER (2001) também relatam, por exemplo, que a espécie B. thermoleo-
vorans apresenta um étimo crescimento e degradabilidade de poluentes fendlicos de
aguas residuarias a 65°C.

Surfactantes produzidos por Arthrobacter, Pseudomonas, Corynebacterim e
B. subtilis demonstraram resultados promissores na remocado de piches em areia
contaminada. Os biossurfactantes sdo usados na agricultura especialmente em for-
mulacdes de herbicidas e pesticidas. Os compostos ativos destas formulagdes séo
geralmente hidrofobicos, sendo necessarios agentes emulsificantes para dispersa-
los em solugdes aquosas. Surfactantes de Bacillus foram utilizados para emulsificar
formulagcbes de pesticidas organofosforados imisciveis. Cepas de Bacillus subtilis
produzem surfactantes apenas em substratos hidrossoluveis. A iturina, lipopeptidio
produzido por B. subtilis, demonstrou atividade antifungica, afetando a morfologia e
a estrutura da membrana celular de leveduras (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Além das bactérias pertencentes ao género Bacillus, outras dos géneros
Clostridium, Sporosarcina e Heliobacterium também formam enddsporos dentro de
suas células, sendo esta estrutura resistente a altas temperaturas, congelamento,
radiagdo, dessecacédo e agentes quimicos (MADINGAN et al., 2000; TORTORA,
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2002). Ja o género Clostridium, possui aproximadamente 150 espécies, geralmente
bastonetes retos ou curvos a pequenos bastonetes cocdides (longos ou filamento-
sos), podendo ser G+ e G- . Compreende uma série de microorganismos que, por
necessitar para a sua multiplicacdo, de um baixo potencial redutor, recebem o nome
de anaerobios. Os Clostridios abrangem numerosas espécies e tipos saprofitos am-
plamente difundidos pela natureza. Originam a putrefacdo das carnes e dos animais
mortos. Algumas espécies de clostridios tém importancia como causas de doengas
(TRABULSI & ALTERTHUM, 2004).

Clostridium orbiscindens converteu os flavondides quercetina e taxifolina a
3,4-acido dihidroxifenil-acético; luteolina e eriodictiol a acido 3-(3,4-dihidroxifenil-
propidnico); e apigenina, naringenina, e floretina a acido 3-(4-hidroxifenil)propidnico,
respectivamente. Genisteina e daidzeina ndo foram utilizados pela bactéria. As liga-
¢bes (glicosidicas da luteolina-3-glucosidio, luteolina-5-glucosidio, naringenina-7-
neohesperidosidio (naringina), quercetina-3-glucosidio, quercetina-3-rutinosidio (ruti-
na), e floretina-2'-glucosidio nao foram clivados (SCHOEFER et al., 2003).

LODAYA (1989) avaliou a biodegradagao aerébica de benzeno foi estudada
usando lodo ativado imobilizado em alginato de calcio unido a silicone. Perdxido de
hidrogénio foi usado como uma fonte do oxigénio dissolvido para a remogéao fisica
do benzeno, devido as perdas pela oxidagao abiética do benzeno. Foi utilizado o
reator de fluxo continuo, para determinar os parametros cinéticos seguindo mudan-
cas na concentracado do benzeno, taxa de fluxo, e biomassa imobilizada. Depois, 0
modelo simulado dos parametros cinéticos estabelecidos, foi utilizado num outro
reator alimentado com benzeno, tolueno e p-xileno (BTX). A eficiéncia do catalisador
seco e imobilizado foi de 0.4453 granulos secos por ppm de benzeno/h/g, e 0.067
granulos secos dp catalisador ndo imobilizado por ppm benzeno/h/g. Isolamento
dos microrganismos do lodo utilizado rendeu espécies dos géneros Microbacterium,
Plesiomonas, Kurthia, Klebsiella, Lactobacillus, e Pseudomonas, sendo que o de-
gradador inicial do benzeno foi o isolado de Pseudomonas, que gerou metabdlitos

utilizados pelos demais microrganismos.

A inibicdo da adesdo de bactérias entéricas patogénicas por biossurfactante
produzido por Lactobacillus também ja foi relatada. Os autores sugeriram o desen-
volvimento de agentes anti-adesivos para uso em cateteres visando diminuir a for-
magao de biofilme (NITSCHKE & PASTORE, 2002).
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5.2. Deteccgao de enzimas extracelulares produzidas pelos microrganismos

A Figura 33 ilustra a distribuicao percentual dos isolados bacterianos obtidos
em cada substrato (lodo, aguas residuarias e bagago de cana) em termos de ativi-
dades enzimaticas testadas.
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Protease

Gelatinase o |
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Nitrato Redutase

Lipase

Poligalacturonase

Pectato-liase

Atividades Enzimaticas

Amilase

CBMCelulase R R R N TR
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Figura 33. Distribuicdo em % de bactérias isoladas de bagaco de cana, lodo e
aguas residuarias da lagoa de decantagdo “A”, da ETE da S. A. Usina Coruripe
Acucar e Alcool (safras 2004/05 e 2005/06), por faixa de atividades enzimaticas

extracelulares detectadas.
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De acordo com MOREIRA & SIQUEIRA (2002), microrganismos isolados de
ambientes com alta carga organica sao, em geral, detentores de sistemas enzimati-
cos capazes de degradar os principais componentes da matéria organica nele pre-
sentes. No caso do grupo todo dos microrganismos aqui relatados como isolados de
lodo, a produgéo de enzimas especificas em termos de numero de organismos iso-
lados seguiu a seguinte ordem crescente: citocromo-oxidase e urease < lignina-
peroxidase e xilanase < lacase, carboximetilcelulase, pectato-liase e nitrato-redutase
< amilase < poligalacturonase < protease, gelatinase, catalase e lipase. Ja no grupo
completo dos isolados das amostras de efluente da lagoa “A”, a producao de enzi-
mas cresceu na seguinte ordem de numero de microrganismos expressando-as:
pectato-liase e citocromo-oxidase < xilanase < carboximetilcelulase < gelatinase <
amilase < nitrato-redutase < urease e catalase e lipase < lacase, lignina peroxidase,
protease < poligalacturonase. O grupo dos isolados a partir de bagaco de cana pro-
duziu com frequéncia crescente as seguintes enzimas avaliadas: pectato-liase e po-
ligalacturonase < citocromo-oxidase < gelatinase e carboximetilcelulase < amilase e
xilanase < nitrato-redutase < catalase < lignina-peroxidase, lacase, lipase, protease

€ urease.

Verificou-se que todos os isolados de lodo sintetisam catalase e, com
excecao do isolado de Flavobacterium sp, todos os demais produziram nitrato-
redutase, sendo capazes de produzir nitrito e gas nitrogénio, processo que
usualmente ocorre sob condigdes anaerdobias e € importante na degradagao de
compostos aminados e de condi¢gdes onde o suprimento de oxigénio dissolvido é
baixo.

Como visto anteriormente, varias pesquisas revelam uma grande quantidade
de microrganismos com a capacidade de recuperar ambientes contaminados, pois
sdo capazes de degradar compostos recalcitrantes, materiais lignoceluldsicos e
azocorantes (TEN et al., 2004a; TEN et al., 2004b; SANOMIYA & NAHAS, 2003).
Segundo LI et al. (2004), alguns fatores podem atuar negativamente sobre a acao
enzimatica, como no caso de uma linhagem de Achromobacter sp, que manifestou
perda parcial da atividade nitrato-redutase em virtude da presenga de cobre tipo Il
em meio de cultura.

SANOMIYA & NAHAS (2003) observaram alta incidéncia de bactérias
proteoliticas (65 %) em solos cultivados com braquiaria e guandu, sujeitos ainda ao

efeito da adubacdo fosfatada e da calagem. E certo que as transformacées
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metabdlicas nos solos e lodos de efluentes industriais ocorrem mediante consorcio
de microrganismos, visto que a taxa de crescimento e o potencial enzimatico dos
isolados estudados podem ser influenciados pela interacdo das populagdes

microbianas (metabolismo e co-metabolismo).

O processo de co-metabolismo oferece um potencial valioso nas tecnologias
de tratamento ambiental porque a populagdo microbiana pode crescer em altas con-
centragdes de uma fonte inécua de Carbono e ainda degradar o contaminante. A
utilidade do processo co-metabdlico tem sido demonstrada com a degradagao de
uma variedade de poluentes, incluindo herbicidas clorados (BOLLAG & LIU, 1990).

Para propdésitos praticos, o co-metabolismo e 0 metabolismo fortuito podem
ser considerados como uma simples espécie do processo metabdlico, com ampla
aplicabilidade no tratamento de misturas de residuos com diversas populacbes me-
tabdlicas. Isso inclui duas fases normalmente conhecidas como Fase | e Fase I
As maiores reagdes envolvidas na Fase | sdo: oxidagao, reducéo e hidrdlise. Duran-
te a Fase |, o composto quimico pode adquirir grupos reativos tais como: OH, NH,
COOH ou SH. As reagbes da Fase Il sdo reagdes sintéticas ou de conjugacéo. As
substancias endégenas comumente envolvidas com as reagdes de conjugagao in-
cluem: glicina, cisteina, glutationa, acido glicurénico, sulfatos e outros compostos
soluveis em agua (LANDIS & MING-HO, 1995). Muitos compostos sofrem, de forma
sequencial, as reacdes da Fase | e Fase Il, enquanto outros sofrem reacdes de ape-
nas uma fase. Os compostos lipofilicos, nas reacdes envolvendo as duas fases, sdo
primeiramente oxidados e, assim, um grupo funcional (normalmente uma OH) ¢ in-
troduzido na molécula. Esse grupo é, entdo, unido por enzimas de conjugagao a
uma molécula polar, facilitando a excregdo desse composto (LANDIS & MING-HO,
1995).

De acordo com CHONAN et al. (2002) e MONTGOMERY et al. (1995), cepas
de Achromobacter sp, Citrobacter sp, Lisobacter sp, Pseudomonas aeruginosa, e
Cytophaga johnsonii, foram eficientes quanto a producdo de endopeptidases,

fosfatases e nucleases extracelulares.

Efeitos secundarios da atividade microbiana também podem levar a transfor-
macao da molécula. Por exemplo, altera¢des de pH (contribuem com a hidroxilagao
de muitas substancias, tornando-as mais polares e mais passiveis de degradagio),
no potencial redox, etc. (PRATA, 1988.; BOLLAG & LIU, 1990).
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Segundo pesquisas de GIESE et al. (2004), em condi¢bes apropriadas, os de-
tergentes podem combinar-se com as lipoproteinas constituintes das membranas
bioldgicas, tornando-as permeaveis. Conforme tais autores, o Tween 20 utilizado em
seus ensaios alterou a parede celular de Proteus sp, favorecendo a secregao de en-
zimas para o meio extracelular, com excec¢ao das lacases, visto que estas nao foram
sintetizadas pelo referido microrganismo naquelas condig¢des.

GUEVARA & ZAMBRANO (2006) relataram o isolamento de 178 microrga-
nismos de cana-de-agucar, sendo que apenas 23 tiveram capacidade de degradar a
celulose a 40°C, enquanto 13 e 5 isolados produziram halo de degradacédo quando a
temperatura estava entre 50 - 60 °C, respectivamente. KIM et al. (2005) obtiveram
seus melhores resultados entre 40 - 60 °C para atividade celulolitica com espécies
de Bacillus sp. PEREZ et al. (2002) relataram que as bactérias celuloliticas mais es-
tudadas pertencem aos géneros Cellulomas, Pseudomonas e Streptomyces, e que
temperaturas otimas para producédo e agao da xilanase, tanto em bactérias como
em fungos, variam entre 40 - 60 °C.

Para AHMED et al. (2001), o polimero fendlico combinado com celulose e
hemicelulose (lignocelulose) é altamente recalcitrante e freqlientemente encontrado
em aguas residuarias agroindustriais. Dos isolados obtidos de aguas residuarias
neste trabalho, 62,5 % apresentaram atividade xilanolitica e 100% apresentaram
atividade fenolitica (degradagéo de acido galico a 0,5 %), revelando-se promissores
para estudos de detoxificagdo de ambientes contaminados por tais compostos.

Embora nenhum ensaio quantitativo tenha sido conduzido para avaliagao
dessas atividades, pode-se inferir que, pelos halos de degradacao obtidos em meio
solido, os microrganismos aqui estudados apresentam um arsenal enzimatico que
permite utiliza-los em processos de biorremediacédo, sendo altamente promissores
para os tratamentos de residuos e efluentes industriais, como também sua biovaria-
bilidade genética podem ser utilizada na manipulacéo e aplicagdo de melhoramento
de processos.

Visto seu versatil metabolismo, os isolados Achromobacter sp e Proteus sp,
obtidos do lodo das lagoas da ETE, foram selecionados para testes de cinética de-
degradagao de fendis, por apresentaram variadas atividades enzimaticas, e contras-
tarem em suas atividades xilanolitica e seu metabolismo aerébio e anaerdbio faculta-

tivo.

Created by Neevia Document Converter trial version http://www.neevia.com


http://www.neevia.com

SANTOS, E.S. 2007. Microrganismos promissores para a degradagdo de compostos..... 85

5.3. Crescimento de Proteus sp e Achromobacter sp em AN e meio sélido

contendo acido tanico (ATS)

Os ensaios preliminares de degradacgao de acido tanico foram realizados em
meios solidos contendo 0,8 % (ATS1) e 1% (ATS;) do substrato fendlico, visto que o
método fornece uma analise qualitativa rapida. O isolado L3 obtido de lodo da ETE
estudada, identificado como Proteus sp, foi o0 Unico que apresentou crescimento em
meio ATS4 (0,8 %) (Figura 34). Os demais isolados nado toleraram a concentracao

de 0,8 % do substrato fendlico.

Figura 34. Crescimento de Proteus sp, isolado de lodo da lagoa de decantagao “A"
da ETE da S. A. Usina Coruripe Agutcar e Alcool (safra 2004/05), em meio sélido
com 4acido tanico (0,8 %), acrescido de 0,1 % de glicose, 0,1 % de peptona e 0,1 %
de NaCl.

De acordo com BAIJAI & PATIL (1997), LEKHA & LONSANE (1997) e PINTO
(2003), o acido tanico atua como fonte de carbono e indutor da sintese de tanase
para 0os microrganismos. Assim, o crescimento das colénias em ATS; foi
considerado um indicador da capacidade de utilizagao do acido tanico como fonte de
carbono devido a acdo da tanase sobre o meio de cultura. De acordo com O’
DONOVANT & BROOKER (2001), os microrganismos frequentemente secretam
uma ME (matriz extracelular), constituida por uma compacta capsula de
monossacarideos com ligagdes do tipo a e B, que os tornam mais resistentes ao
acido tanico, uma vez que confere uma barreira de protecdo aos mesmos. A
resisténcia ao acido tanico ndo se deve apenas a sintese da ME, ou da producgao de
fenoloxidases, uma vez que o aumento da producdo da ME ndo torna o

microrganismo mais tolerante ao acido tanico.
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E provavel que o isolado Proteus sp tenha se adaptado e crescido na
presenga de acido tanico (0,8 %) por meio da sintese de tanase e da ME. Ja em
meio ATS; [1% de acido tanico e sais minerais (NaNO3, KH,PO,4, KCI, MgSOy, .
7H20, Fe,S04. 7H,0, CuSO4)], nem esse isolado pdde crescer.

O isolado Achromobacter sp (L1) foi capaz de crescer em acido galico em
meio solido (atividade ligninolitica), o que indica sua possivel aplicagdo na
decomposicdo de compostos fendlicos. Na selecdo em meio solido contendo acido
tanico, no entanto, em concentracdes de 0,8 e 1 %, ndo se observou crescimento,
desse isolado, provavelmente devido a auséncia de cofatores necessarios para a
atividade enzimatica. Segundo estudos de BHAT et al. (1998), espécies de
Streptococcus gallolyticus (S.caprinus) foram tolerantes a presenga de 7% de acido
tanico e 4 % de proantocianidinas em meio de cultura, mas S. bovis ndao suportou
concentracgdes tao baixas quanto 0,7% desse composto.

Concentragdes de acido tanico entre 0,8- 1 % nem sempre sao toéxicas para
0s microrganismos em geral. Estudos realizados por MONDAL et al. (2001), com o
cultivo de B. cereus KBR9 sobre 1% de &cido tanico, mostraram a produgao
significativa de tanase (0,22 U/mL), cuja sintese esta diretamente relacionada com a
concentracéo de acido tanico adicionada ao meio de cultura.

Estudos de AYED & HAMD (2002) mostram que Lactobacillus plantarum
produziu uma tanase extracelular apds 24 h de crescimento em meio minimo de
aminoacidos contendo 2 g L™ de 4cido tanico. A produgdo da enzima (6 U mL™) foi
6tima a 37 °C e pH 6 com 1 g L™ de glicose e 2 g L™ de acido tanico na auséncia do
O.. Este substrato favorece a rapida produgao de tanase e de outras fenoloxidases,
que, por sua vez, clivam os taninos hidrolisaveis fornecendo suprimento continuo de
fonte de carbono. Em experimento preliminar realizado por PINTO (2003), sem
adicdo de acido tanico no meio de fermentagédo de Aspergillus niger, néo foi

observada atividade taninolitica em nenhum tempo de incubacgao (30 + 1°C, escuro).

5.4. Cinética de Crescimento de Proteus sp e Achromobacter sp em CN e

meio acido tanico (ATL)

O perfil de crescimento de Proteus sp em CN demonstra dois picos de intensa

divisao celular nas primeiras 2 h de incubagao (30 + 1°C, escuro) e no intervalo de
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24-48 h (sem aeragao) considerado (Figura 35).

Partindo do pressuposto de que as células do isolado Proteus sp nao se
agregam, e que cada uma delas originaria uma coldnia, avaliou-se o n°® de UFC em
AN (Figura 36) a partir do crescimento de células em CN, verificando-se a
viabilidade das mesmas. O crescimento do isolado apresentou duas fases de
produgcao de material celular, confirmando sua adaptacao e, assim, a capacidade em

metabolizar os substratos nas condigcdes em que o teste foi realizado.
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Figura 35. Crescimento de Proteus sp, isolado de lodo da lagoa “A “ da ETE da S.

A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2004/05), em caldo nutriente (anaerobiose,
30 £ 1°C, escuro).
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Figura 36. Unidades formadoras de colonias (UFC) de Proteus sp, isolado de lodo
da lagoa de decantacdo “A” da ETE da S. A. Usina Coruripe Acticar e Alcool (safra

2004/05), inoculado em CN e, posteriormente, em agar nutriente (30 + 1°C, no
escuro).
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O curso do crescimento e a cinética de degradagao de acido tanico pelo
isolado Proteus sp estdo ilustrados nas Figuras 37 e 38. Em virtude de
interferéncias dos cristais de tanino na leitura da densidade o6ptica, o numero de
células/mL de meio ATL foi determinado apenas por contagem direta com o auxilio
de camara de Newbauer, em microscopio optico binocular. Consequientemente, o
crescimento foi avaliado considerando o Log do numero de células/mL, ao longo do
tempo. Em ambos os meios (CN e ATL), o isolado de Proteus sp manifestou intensa
divisdo celular nas primeiras 2 h de incubagao, de acordo com os dados constantes
nas Figuras 37-38. Para tanto, os meios de cultura disponibilizaram, além do
substrato tanico, também de peptona e glicose, sendo este ultimo escolhido por ser
o carboidrato mais utilizado pelas bactérias nos metabolismos oxidativo e
fermentativo, permitindo a adaptacdo ao substrato fendlico e, consequentemente,
indugéo da producgao de fenol-oxidases.

Segundo BROWN (2000), a glicose € transportada por transporte facilitado
mediado por transportadores de membrana especificos (GLUT) ou o co-transporte
com o ion sodio (SGLT). Como o meio de cultura descrito foi acrescido de NaCl, o

transporte intracelular de glicose se deu as custas do gradiente de concentragdo do

sodio
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Figura 37. Crescimento de Proteus sp, isolado de lodo da lagoa “A” da ETE da S. A.
Usina Coruripe Acutcar e Alcool (safra 2004/05), em meio liquido com acido tanico
(0,8 %) contendo também 0,1 % de glicose; 0,1 % de peptona e 0,1 % de NacCl.

Culturas incubadas a 30 + 1 °C no escuro. a) sem aeragao; b) com aeragao.
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Figura 38. Cinética de liberacdo de acido galico a partir da degradacéo de acido
tanico (0,8 %) por Proteus sp, isolado de lodo da lagoa de decantagao A da ETE da
S. A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2004/05), em meio liquido contendo
também 0,1 % de glicose; 0,1 % de peptona e 0,1 % de NaCl. As culturas foram
incubadas (30 £ 1 ° C, escuro) e a concentragao de acido galico foi avaliada apés

reagdo com vanilina-HCI concentrado. a) sem aeragao; b) com aeragéo.

Verificou-se que a fase exponencial do crescimento em ATL se deu na
primeira hora de cultivo (com aeragcédo e sem aeracgao). Inferiu-se que o crescimento
microbiano nas horas iniciais de incubacdo em ATL4, deveu-se a glicose, e néo
necessariamente ao acido tanico, e que a aeragao favoreceu intensamente o
processo de captagdo de energia, com acentuada producdo de acido galico
(Figuras 37 e 38). Isto se justifica pela producdo de tanases que hidrolizam as
ligacdes éster da molécula de acido tanico, liberando acido galico. Este reagiu muito
melhor que o pentagaloil-glicose com a vanilina-HCI, formando um complexo
avermelhado. Sob anaerobiose, percebe-se que a producdo de acido galico
acentuadamente menor, indicando que a eficiéncia do processo requer oxigénio.

Quando a concentragao de acido tanico no meio foi aumentada de 0,8 % para
1 %, o isolado Proteus sp perdeu sua atividade taninolitica, e foi inibido, confirmando
a acao antimicrobiana dos taninos.

Segundo estudos de O' DONOVANT & BROOKER (2001), espécies de
Streptococcus gallolyticus (S.caprinus) foram tolerantes a presenga de acido tanico e
proantocianidinas em meio de cultura, até concentragcdes de aproximadamente 7 %

e 4 %, respectivamente. Contudo, o crescimento de S. bovis foi inibido por taninos
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em concentragbes 10 vezes menor do que aquela tolerada por S. gallolyticus.
Portanto, as cepas de S. gallolyticus apresentaram maior tolerancia a altas
concentragcdes do substrato tanico que a espécie Proteus sp, isolada neste trabalho,
cuja tolerancia ao acido tanico pareceu mais proxima aquela de S. bovis (0,7 %).

De acordo com O’ DONOVANT & BROOKER (2001), o acido galico produzido
por cepas de Proteus sp pode ser transformado a pirogalol pela enzima galato des-
carboxilase, e este € menos recalcitrante que seu precursor. Contudo, tal mecanis-
mo nao ocorreu com o isolado Proteus sp, de lodo, visto que este ndo conseguiu
degradar acido galico (0,5 %) no meio teste para atividade fenolitica (Tabela 5).

BHAT et al. (1998) relataram que bactérias do género Achromobacter e espé-
cies como Enterobacter aerogenes, Agglomerans sp, Cellulomonas sp, Staphylococ-
cus sp, Pseudomonas sp e Arthrobacter sp sao capazes de degradar galotaninos
(taninos hidrolisaveis). Dessa maneira, pode-se utilizar consércios destes microrga-
nismos, aumentando o potencial enzimatico bacteriano.

De acordo com SANOMIYA & NAHAS (2003), tanto a frequéncia como a ati-
vidade enzimatica das bactérias sdo maiores que a dos fungos, o que sugere sua
maior participacdo na transformacao dos nutrientes do solo. Tais associagdes mi-
crobianas sao comuns no ambiente natural e de grande importancia para a preser-
vacao do equilibrio termodindmico. O acido galico, por exemplo, ndo sendo mais
metabolizado por Proteus sp, pode ser utilizado por outras comunidades de micror-
ganismos, reduzindo a toxicidade no meio e ainda contribuindo para a manutengéo
da biomassa microbiana.

A fase exponencial, de crescimento do isolado de Achromobacter sp em CN,
ocorreu nas primeiras 24-72 h de incubacdo sem aeracdo. Entretanto, o isolado
Achromobacter sp apresentou um crescimento moderado nas primeiras 8 h apos
inoculagao, pelo fato do microrganismo ainda estar se adaptando as condi¢des do
meio e, principalmente, pela auséncia de aeracao, visto que € um organismo aerobio
estrito. Apds esse periodo, o crescimento aumentou gradualmente, até 96 h, periodo
a partir do qual verificou-se um declinio da populacéo, possivelmente em virtude do
esgotamento do oxigénio dissolvido (Figura 39). Em relagcdo a contagem de UFC
nas culturas em meio AN, os resultados revelaram maior crescimento 96 h apos

inoculagao (Figura 40).
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Figura 39. Crescimento (Log n° de células/mL) em caldo nutriente, de Achromobac-
ter sp, isolado de lodo da lagoa de decantagao “A” da ETE da S.A.Usina Coruripe

Acucar e Alcool (safra 2004/05), incubado a 30 + 1 °C, no escuro, sem aeracéo.
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Figura 40. Unidades formadoras de coldnias (UFC) de Achromobacter sp isolado de
lodo da lagoa de decantacdo “A” da ETE da S. A. Usina Coruripe Agucar e Alcool
(safra 2004/05), inoculado previamente em CN e, posteriormente, em agar nutriente

(30 £ 1°C, no escuro).
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O crescimento do isolado Achromobacter sp em meio ATL (0,8 %) evidenciou a
produgdo da enzima tanase. Tal crescimento autolimitou-se, uma vez que aconteceu
num curto periodo de producdo de tanase nos ensaios sem aeracdo. O numero de
células manteve-se estavel na primeira hora de cultivo sob aeragédo, aumentando gra-
dativamente até 72 h de incubagéo (Figura 41). No entanto a partir desse instante, o
crescimento do isolado sofreu um declinio Em ambiente aerébio, o crescimento do
isolado atingiu taxas mais elevadas de crescimento, quando comparado ao resultado
em meio liquido sem aeracgao, reafirmando-se que a presenga de oxigénio é importan-

te para seu metabolismo.
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Figura 41. Crescimento de Achromobacter sp isolado de lodo da lagoa de
decantacdo “A” da ETE da S. A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (safra 2004/05), em
meio liquido contendo 0,8%, de acido tanico; 0,1% de glucose e 0,1% de peptona,

0,1% de NaCl a 30 + 1°C, no escuro. a) anaerobiose; b) aerobiose.

O crescimento de Achromobacter sp em meio liquido contendo 0,8 % de acido
tanico foi verificado nas primeiras 24 h apos a inoculagao, sob condi¢cdes de aeracéo.
Na auséncia de aeragao, o isolado apresentou redugdao do numero de células, sendo
este , portanto, um fator limitante de crescimento.

O aumento da concentragédo de acido galico, decorrente da degradacéo de a-
cido tanico por Achromobacter sp, foi intenso nas primeiras 72 h sob condi¢cdes de
aerobiose e anaerobiose (Figura 42). PINTO et al. (2001) verificaram a produgéo da
enzima tanase por Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, utilizando casca de céco
seca (3 mm de didametro), e acido tanico em diferentes concentra¢des, como substra-

tos indutores. A maior produgdo de enzima foi obtida em 72 h apds inoculagao.
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Em estudos realizados por SOARES et al. (2004), com microrganismos isola-
dos da agua de irrigacao utilizada no plantio de arroz, foram consideradas algumas
enzimas responsaveis pela degradagédo de agrotéxicos como, por exemplo, o com-
plexo enzimatico degradador da lignina. Este complexo consiste de lignina-
peroxidase, manganés-peroxidase e lacases, que podem ser definidas como fenolo-
xidases.

Quando avaliou-se a cinética de degradagao do acido tanico pelo isolado Alca-
ligenes sp, verificou-se que ocorreu maior producao de acido galico com consequen-
te produgcao de tanase. TUOMELA et al. (2000) utilizaram corantes poliméricos se-
melhantes a lignina (um deles derivado do antraceno, o que representa uma classe
importante de poluentes organicos) no cultivo de microrganismos, e puderam deter-

minar o inicio do metabolismo secundario desses isolados ligninoliticos.
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Figura 42. Cinética da liberacdo de acido galico a partir da degradacédo do acido

tanico (0,8 %) por Achromobacter sp, isolado de lodo da lagoa de decantagédo “A” da

ETE da S. A. Usina Coruripe Aglicar e Alcool (safra 2004/05), em meio contendo 0,1

% de glucose; 0,1 % de peptona e 0,1 % de NaCl (30 + 1° C, escuro), observada

apo6s reagcao com vanilina - HCI . a) sem aeracao; b) com aeracao

Em estudos realizados por AGUILAR & GUTIERREZ-SANCHEZ (2001), a res-
peito da degradagéo do acido tanico, com consequente producdo de tanase, verifi-
cou-se que cepas bacterianas de Bacillus pumilus, B. polymyxa, Corynebacterium sp
e Klebsiella pneumoniae, foram capazes de apresentar atividade taninolitica com
consequente hidrélise de acido tanico, quando utilizou-se este como unica fonte de

carbono no meio de cultura também de glicose como substrato de aclimatagao.
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6. CONCLUSOES

1. Foram isoladas 8 linhagens bacterianas (L1-L8) de lodo da lagoa de
decantacdo “A” da ETE da S. A. Usina Coruripe Agucar e Alcool, na safra de
2004/05, sendo 3 deles anaerébios facultativos com metabolismo
fermentativo (L3, L7 e L8). Os isolados foram identificados como espécies de
Achromobacter (L1 e L5), Acinetobacter (L2 e L6), Proteus (L3),
Flavobacterium (L4), e Serratia (L7 e L8), apresentando diversas atividades
enzimaticas.

2. Quanto as amostras do efluente da mesma lagoa de decantagdo da ETE
estudada, e do bagaco de cana-de-agucar acumulado na empresa sucro-
alcooleira, foram isolados 19 microrganismos (8 do efluente e 11 do bagaco),
sendo que 14 sao bactérias G+ e G- (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, BC1,
BC2, BC3, BC6, BC7 e BC11) e 5 sao fungos, isto &, 3 leveduriformes (BC4,
BC5 e BC9) e 2 filamentosos (BC8 e BC10). Todos os microrganismos
obtidos cresceram bem entre 30 e 40°C, sendo, portanto, mesofilicos. Para os
propdsitos da presente dissertacdo, as linhagens fungicas nao foram
estudadas, sendo seus representantes levados a armazenagem em
refrigerador e na Micoteca do Laboratério de Bioquimica do Parasitismo
Vegetal e Microbiologia Ambiental (LBPVMA) da UFAL.

3. As bactérias dos efluentes da ETE estudada foram identificadas como
pertencentes aos géneros Klebsiella sp (A1), Corynebacterium sp (A2 e A7),
Arthrobacter sp (A3), Streptomyces sp (A4); Stafilococcus sp (A5),
Acinetobacter sp (A6); Serratia sp (A8).
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4. No tocante as bactérias isoladas do bagago-de-cana, pertencem ao géneros
Bacillus sp (BC1), Clostridium. sp (BC2), Acinetobacter sp (BC3 e BC6);
Corynebacterium sp (BC7) e Lactobacillus sp (BC11).

5. Por terem apresentado um alto potencial em degradar polissacarideos,
lipideos, proteinas e compostos fendlicos (tanino), bem como a terem ou o
metabolismo apenas oxidativo e fixador de nitrogénio, ou o metabolismo
fermentativo, os isolados de lodo L1 (Achromobacter sp) e L3 (Proteus sp)
foram selecionados para testes de cinética de crescimento/degradacéo de
acido tanico.

6. Embora concentracbes de 0,8 % de acido tanico ainda favorecam o
crescimento de Proteus sp, a concentracao de 1 % desse substrato em meio
sélido inibiu seu crescimento, sugerindo que o microrganismo nao tolera altas
concentragdes desse composto.

7. Apesar de nao ter sido observado o crescimento do isolado de lodo
Achromobacter sp. em meio solido contendo 0,8-1 % de acido tanico, o
mesmo foi capaz de crescer em meio contendo acido galico, e hidrolisar as
ligacdes éster da molécula de acido tanico em meio liquido, liberando acido
galico.

8. As espécies de Proteus e Achromobacter, isoladas de lodo da lagoa de
decantacdo da ETE da S.A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2004/05),
sdo promissoras para estudos de biorremediacdo de areas degradadas por
compostos fendlicos, utilizando-se um consorcio com diferentes

microrganismos para bioaumentacado de aguas residuarias.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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