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1. INTRODUCAO

A geracédo e destinacao de residuos tem se tornado uma problemética para a
sociedade atualmente. Estatisticas relatam que, uma pessoa gera diariamente cerca
de 800 gramas de residuo, como embalagens, papéis, pilhas, alimentos entre outros
produtos de consumo (VARGAS, 2015).

Na atividade industrial ha uma grande geracdo de residuos nocivos ao meio
ambiente. Um dos grandes problemas é a emissdo de efluentes que promove a
contaminacao dos corpos hidricos (MONTEIRO, et al., 2001). Nestes residuos, pode
existir um fator que agrava a contaminacdo do meio que é o excesso de cloreto de
sédio (NaCl) ocorrido tanto nos residuos industriais quanto nos residuos
domiciliares. Dependendo do teor salino nos efluentes salinos e sua concentragéo, o
namero e tipo de organismos afetados variam (MCINTOSH & FIZSIMMONS, 2003).

De fato esse excesso contribui para o desequilibrio do ecossistema, que
procura um estado de equilibrio dindmico por meio de mecanismos de autocontrole
e autorregulacdo (BRAGA, et al., 2005). Dessa forma a emisséo de efluentes salinos
danifica o ciclo biolégico natural, atingindo justamente os decompositores (micro-
organismos em geral) no final do ciclo, é o caso das bactérias ndo ocorrendo
degradacdo da matéria-organica tendo como problematicos residuos industriais ou
domiciliares sem tratamento adequado. Tendo em vista esses aspectos, 0 objetivo
desse trabalho foi isolar micro-organismos halofilicos de bacalhau seco salgado,
identificando inicialmente o potencial para uma futura aplicacdo em residuos salinos.

2. METODOLOGIA

As amostras de bacalhau foram obtidas no comércio local na cidade de
Pelotas. As amostras foram coletadas e acondicionadas em caixas térmicas com
gelo e entdo transportadas para o Nucleo Educagdo Pesquisa e Extensdo em
Residuos e Sustentabilidade da Universidade Federal de Pelotas (NEPERS).

Foram pesados 259 de amostra e homogeneizados em 225mL de caldo
lactosado com o pH ajustado as faixas desejadas no experimento (Tab 1). Uma
aliquota foi transferida para tubos de ensaio contendo 9mL de agua peptonada 0,1%
esteéril formando a primeira diluicdo, levando os tubos a agitagdo em vortex por 20s.
A partir dos tubos uma aliquota de 1mL foi transferida para as placas de agar
sangue por esgotamento de superficie (aerobiose) e agar Plate Count Agar (PCA)
em sobrecamada (microaerobiose), método de plaqueamento por meio diferencial.
As placas foram incubadas em estufa em diferentes temperaturas de (35, 45, 60°C)
por 48h. O experimento foi realizado em duplicata.
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Tab 1: Determinacao das condi¢cbes do experimento.

Amostra Variaveis Independentes Variaveis
pH Temperatura (°C) Oxigénio Dependentes
4,5 35 GRAM
Bacalhau 45 Aerobiose Vm-Vp; Citrato,
seco 7,0 Oxidase;
salgado Catalase; Indol;
Hemoalise
9,5 60 Microaerobiose

Apbés o periodo de incubacdo foi avaliada a morfologia, coloracdo das
colonias e do agar. O processo foi repetidas até a obtencdo de colbnias puras e
isoladas, assim iniciando os testes bioquimicos (Vm-Vp, oxidase, catalase, citrato,
indol e hemalise) e morfoldgico (coloracdo de Gram).

2.1. TESTE MORFOLOGICO

No processo da coloragcdo de Gram as células foram tratadas com cristal
violeta (corante primario) e depois tingido com a solu¢do de iodo. Ocorrendo a
formacdo do complexo cristal-violeta-iodo (CV-1) dentro da célula. Em seguida,
lavado com etanol, nas bactérias gram-negativas o lipideo da membrana externa é
dissolvido e removido, a célula fica incolor, pois o complexo (CV-I) é removido e a
bactéria pode ser corada com o corante de fundo (safranina). Nas bactérias gram-
positivas como possuem uma camada de peptideoglicano mais espessa que as
gram-negativas, o etanol faz com que os poros do peptideoglicano se contraiam e o
complexo corante permaneca no interior da célula (TORTORA, et al., 2012).

2.2. TESTES BIOQUIMICOS

Teste de Indol — Uma algada da cultura pura foi inoculada e incubada em
caldo Triptona 1% a 35°C/24h. Transferida uma aliquota desse meio foi adicionado
0,2 a 0,3 mL de reagente Kovacs para cada 4 a 5 mL do caldo Triptona. A formacé&o
de anel vermelho-violeta indica teste positivo para indol.

Teste da Catalase — Foi preparado um esfregaco das culturas em laminas,
apos foi adicionado 1,0 mL de agua oxigenada (H»0,) 3% a cultura. Borbulhamento
imediato indicou positividade.

Teste de Citrato — Com uma agulha de inoculacao foi transferido um indculo
leve de cultura para um tubo de agar Citrato Simmons inclinado, picando o fundo e
estriando a rampa, seuindo-a incubacgédo a 35°C/96h. A viragem alcalina do indicador
de cor verde para azul teste positivo.

Teste de vermelho de metila e Voges-Proskauer (Vm-Vp) — Foi inoculado uma
alcada da cultura e incubado a 35°C/48h. Teste Vp foi realizado a partir de 1 mL da
cultura e consequente adicao de 0,6 mL da solugdo a-naftol 5%. Logo, adicionado
0,2 mL da solucdo de KOH 40% e observando a viragem da coloragéo para rosa,
indicando teste positivo.

Para o teste Vm, foi reincubada o caldo Vm-Vp contendo o indculo por mais
48h, foi adicionado 2,5mL da cultura, 5 gotas da solucdo de vermelho de metila e
observou os resultados, foi observado a viragem imediata do meio para a coloragéo
vermelha indicando teste positivo.
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Teste da Oxidase — Para o teste da oxidase, uma colbnia de cada isolado foi
assepticamente transferida para uma tira para teste de oxidase observando viragem
do indicador para cor violeta, caracterizando teste positivo.

Teste da Hemdlise — Esse teste é realizado para identificar a presenca de
enzimas hemoliticas nos isolados testados, que em caso de positividade, a
hemoglobina presente no agar sangue é degradada e o meio perde coloragéo
vermelha, observando um halo transparente no local de formacé&o da colonia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados dos testes bioquimicos, morfolégico dos isolados estédo
apresentados na (Tab 2).

Tab 2: Resultados do isolamento de bactérias halofilicas obtidos de pescado
salgado e seus testes confirmativos.

VARIAVEL <

INDEPENDENTE VARIAVEL DEPENDENTE

AMOSTRA C[02] pH Temp Gram Citrato Indol Vm Vp Catalase Oxidase Hemodlise
sat 45 35 Bac+ T+|- - -+ + + -
baixa 4,5 35 Bac+ + - + 4+ + +
sat 4,5 45 C+ |- - + 4+ + + -
baixa 4,5 45 C- + - -+ + +
sat 4,5 60 N N N N N N N N
baixa 4,5 60 N N N N N N N N
sat 7 35 T+]- + o+ o+ + + -
baixa 7 35 + - + 4+ + +
sat 7 45 Bac+ + + - - - - -

BACALHAU baixa 7 45 N N N N N N N N
sat 7 60 N N N N N N N N
baixa 7 60 N N N N N N N N
sat 9 35 Bac+/Bac- 1+|- + o+ o+ + - -
baixa 9 35 + - + 4+ + -
sat 9 45 Bac- + - + 4+ - + +
baixa 9 45 Bac+ + - -+ + +
sat 9 60 N N N N N N N N
baixa 9 60 N N N N N N N N

Foi possivel observar que ndo houve crescimento microbiano nas placas
incubadas a 60°C independente das condi¢cdes de pH e oxigénio no meio. Atraves
da coloracdo de Gram foi possivel identificar apenas um cocos gram negativo e um
cocos gram positivo nos isolados a 45°C/pH4,5 por microaerobiose e aerobiose
respectivamente nas demais condi¢des foram isolados apenas bastonetes. No meio
de cultivo aerdbico teve como positivo as cepas no teste do citrato nas condi¢des de
pH9,5 e pH7 a 45°C, as demais cepas se apresentaram positivas na rampa e
negativas no fundo do tubo. Ainda por aerobiose, foi constatado teste positivo nas
cepas de pH7 a 35/45°C e pH9 a 35°C e nas outras cepas analisadas resultaram
teste negativo para indol. Os testes morfoldgicos e bioquimicos permitiram investigar
de uma forma rapida, micro-organismos diferentes conforme relatam (Mufioz, et al.,
2012), que encontraram bactérias do género Vibrio ao avaliar o perfil microbiologico
de moluscos no mar da Venezuela. Os isolados obtidos nesse presente estudo
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foram possiveis encontrar células em forma de bastonetes, mostrando a relevancia
do estudo inicial desse trabalho, o que est4 de acordo com (Lee, et al., 2010), que
encontraram micro-organismos de forma de bastonetes resistentes ao estresse em
isolados de ostras marinhas.

Ja (Figge, et al.,, 2014) identificaram 3 isolados pertencente ao género
Photobacterium, todos bastonetes gram-negativos, moveis, anaerobicos facultativos
e com capacidade de crescerem em meio de concentracéo salina de 0,5% a 6% de
NaCl, concetracdes essa avaliadas nos isolados obtidos em bacalhau seco salgado.

Os cocos encontrados na amostra de bacalhau seco salgado também foram
encontrados na carne de sol (Seenayya, 2000), isolados em diferentes
concentracdes salinas e crescimento com adicdo de especiarias.

4. CONCLUSAO
Concluimos que foi possivel isolar e verificar 11 cepas diferentes derivadas de
uma mesma matriz de bacalhau seco salgado através de testes morfolégico e
bioguimicos.
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