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1. INTRODUCAO

Os padr@es de industrializacdo e consumo nos ultimos anos favoreceram a
crescente geracdo dos residuos de modo a influenciar na qualidade do meio
ambiente e na vida das pessoas (ROTH; GRACIAS, 2008). A Associacao
Brasileira de Empresa de Limpeza Publica e Residuos Especiais (ABRELPE,
2014) aponta que a geracao de residuos sélidos urbanos (RSU) no Brasil em
2013 superou a taxa de crescimento populacional do ano, acarretando em uma
situacdo critica quanto a gestdo dos RSU, ineficiente tanto na coleta seletiva,
tratamento e disposicao final dos residuos.

As industrias, como grandes fontes poluidoras, tém como desafio conciliar
a concorréncia de mercado junto a preocupa¢do com o meio ambiente através de
um sistema sustentavel, visto que paises em desenvolvimento, como o Brasil,
nem sempre estdo preparados para o tratamento adequado dos residuos
(SOUZA; SILVA, 1997).

O tratamento consiste nos processos que buscam a transformacdo do
residuo em um material inerte ou biologicamente estavel garantindo a reducéo do
potencial poluidor e descarte em local adequado, incluindo novamente a matéria
no ciclo produtivo e ambiental (MONTEIRO, 2001). Nesse sentido, residuos e
efluentes industriais com grande concentracdo de sal tornam-se um problema,
uma vez que a salinidade € um grande empecilho para os tratamentos
convencionais (SOUSA, 2009).

A diversidade de populacdo microbiana tem sido essencial no
desenvolvimento de novas tecnologias, uma vez que o esgotamento de recursos
e necessidade de energia tem aumentado com o passar dos anos (TORTORA et
al, 2012).

Dentro da variedade da populacdo microbiana, existem microrganismos
denominados de extremdfilos, possuem a capacidade de resisténcia ou
desenvolvimento em condicdes extremas dispostas, que tém despertado
interesse na utilizacdo biotecnologica (DODIA et al, 2006), nesse sentido as
bactérias definidas como halofilicas sdo aquelas que possuem a capacidade de
se desenvolvem em diferentes concentracdes de sal, comumente classificadas
como: levemente halofilica (1-3% NaCl), moderadas (3-10% NaCl) e extremas
(15-30% NaCl) (BARBOSA, 2005).

Contudo, o objetivo desse estudo foi isolar bactérias halofilicas, a fim de
avaliar seu potencial quanto ao crescimento no meio salino, considerando futuras
aplicacdes no tratamento de residuos e efluentes salinos.

2. METODOLOGIA
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Os isolados foram extraidos de amostras de bacalhau seco salgado,
adquiridas no comércio local de Pelotas, analisadas no Nucleo de Extensdao,
Pesquisa e Extensdo em Residuos e Sustentabilidade (NEPERS) através de
cultivo in vitro, testes bioquimicos, morfolégico e estatistico.

Determinaram-se dois isolados que foram aplicados aos testes bioquimicos
(Citrato, Indol, Vm/Vp, Catalase, Oxidase) e morfolégicos (coloracdo de Gram)
seguindo a metodologia conforme o Compendium of Methods for Microbiological
Examination MORTON (2001).

Para o cultivo in vitro, cada isolado foi transferido com auxilio de uma alca
para tubos de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) e cloreto de sédio
(NaCl) em diferentes concentracdes (0,5%, 2%, 5%, 7,5%, 10%) incubados por
um “overnight” em estufa a 35°C. Em seguida foi transferido 10 mL de cada tubo,
nas diferentes concentracdes de sal do BHI com os respectivos inéculos, para um
erlenmeyer contendo 190 mL de caldo BHI esterilizado com as mesmas
concentracfes de NaCl, sendo incubados por 35°C durante 5 horas em uma
incubadora com agitacdo orbital, Shaker (Lactea®), a 100 rpm, iniciado o
processo de fermentacéao.

A cada hora da fermentacdo foram retiradas aliquotas de 1mL de cada
erlenmeyer e transferida para tubos contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% e
agitado em vortex. Para a Contagem Padrédo de Placas foi utilizada a técnica de
esgotamento de superficie com 3 diluicbes consecutivas, transferindo 0,1 mL de
cada tubo para uma placa contendo meio Plate Count Agar (PCA) incubadas a
35° por 24 horas.

O processo de cultivo in vitro seguiu delineamento casualizado com trés
repeticbes em arranjo bifatorial, seguindo primeiro fator o tempo de fermentacéo
em horas (0; 1; 2; 3; 4; 5) e o segundo a concentracdo de NaCl (0,5; 2; 5; 7,5;
10%), os dados obtidos foram analisados por Analise de Variancia a 95% de
confianca. Ocorrendo significancia estatistica, os dados foram avaliados por
Regressao Linear com ajustes a modelos polinomiais, conforme a equacao 1.

y=Yyo+ax (1)

Onde, “y” é a concentragdo de colbnias (log. UFC.mL1), “yo” e “a@” sdo

constantes do modelo e “x” € o tempo do processo em horas.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados dos testes bioquimicos e morfoldgico (tabela 1), foi
possivel observar que tanto o isolado A quanto o isolado B se classificam como
bacilos gram-positivos. TORTORA (2012) aponta que o teste de coloracdo de
Gram revela a forma celular e a estrutura basica do microrganismo, bactérias
gram-positivas sdo aquelas que formam um cristal violeta-iodo (CVI), o qual faz
com que a coloracdo roxa permaneca na ceélula enquanto nas gram-negativas
este complexo CVI ndo ocorre.

Tabela 1 — Resultado dos testes bioquimicos e morfol6gico

Amostra Teste

Gram Citrato Indol Vm Vp Catalase | Oxidase
Isolado A | bacilo+ + + - - - -
Isolado B | bacilo+ + - - + + +
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Para o teste do citrato os dois isolados apresentaram-se positivos,
utilizando o citrato como Unica fonte de carbono, 0s mesmos mostraram-se
negativos para o teste Vm, assim ndo degradando a glicose em acidos mistos
(VIEIRA; FERNANDES, 2012).

Nos testes Vp, catalase e oxidase realizados para o isolado A obtiveram
resultados negativos, ndo apresentando enzimas capazes de degradar moléculas
complexas, enquanto para o isolado B os testes foram positivos. A capacidade de
degradar o aminoacido triptofano, através do teste Indol, foi positiva para o
isolado A e negativa para o isolado B (VIEIRA; FERNANDES, 2012).

O crescimento dos isolados em cultivo in vitro através da fermentacao nédo
alimentada esta representado pela Figura 1.

O isolado A apontou concentracao celular inicial de fermentacdo (x=0) de
7,02; 8,29; 7,72; 6,31 e 4,77 log UFC.mL' respectivamente para as cinco
concentracbes salinas (0,5%, 2%, 5%, 7,5%, 10%) avaliadas. A concentracéo
maxima celular foi observada na salinidade 0,5% chegando a 17,57 log UFC.mL,
apesar de apresentar a menor taxa de crescimento na concentracdo 10% de NacCl
o isolado chegou a 14,22 log UFC.mL! em 5 horas. Nesse sentido, a taxa de
crescimento do isolado A manteve a mesma tendéncia durante as diferentes
concentracdes salinas na fermentacéo analisada.

y(0,5%)=7,02 + 2,11x : R2= 0 90 .
y(2%) =829 + 1 81x : R?= 0,87 y(0,5%) = 10,63 + 0,78x , R?=0,67
A Y(5%)=7,62+1,71x; R"= 0,97 B yi(2%)= 9,33 +0,93x ; RZ=0,65
y(7.5%) =6,31+1,44x . R2= 0,88 yi5%) = 9,24 + 1,02 ; R<= 0,66
V(10%)= 4,77 + 1,89 ; R?= 0,91 Y(7.5%)=10,13 +0,61x; RZ=0,77
yi10%) = 10,35 + 0,48x; R2= 10,61
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Figura 1 — Gréficos da fermentagéo ndo alimentada dos isolados A e B

Para o isolado B, houve crescimento durante todo processo de
fermentacao, no final do processo (x=5) o crescimento na concentracédo 0,5% de
NaCl atingiu 14,53 UFC.mL? e para a concentracdo de 10% de sal foi 12,90
UFC.mL1. Para a concentracéo celular inicial, 5% resultou em 9,24 log UFC.mL™,
menor valor quando comparado as outras concentragdes, em contraponto, no
decorrer no periodo o isolado apresentou melhor desenvolvimento chegando a
14,34 log UFC.mL™2.

Isolados com as caracteristicas semelhantes a A e B, foram avaliados por
outro estudo quanto seu crescimento em até 24 horas em concentragdes salinas
de até 15%, nesse periodo permaneceram em sua fase de crescimento
exponencial apos isso entraram em fase estacionaria de crescimento (DODIA et
al, 2006).

O comportamento avaliado de crescimento dos isolados A e B,
apresentaram ndo ser afetado negativamente quanto as concentragdes salinas
avaliadas, caracterizando A e B como no minimo halofilicas moderadas, por se
desenvolverem até 10% de NaCl (BARBOSA, 2006).
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4. CONCLUSOES

Através dos testes realizados, foi possivel verificar a resisténcia e
desenvolvimento dos isolados A e B no meio salino, classificando as mesmas
como bactérias halofilicas, assim os dados experimentais confirmam futuros
testes destes microrganismos no tratamento de residuos e efluentes salinos.
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