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RESUMO

Atualmente, a biorremediacdo vem sendo bastante utilizada dentro da area de
biotecnologia juntamente com a utilizacdo de biofilmes como biorremediadores. Os
biofilmes bacterianos possuem uma propriedade importante de biorremediacdo em
ambientes contaminados e/ou com alta concentracdo de nutrientes. Essa pesquisa
visou realizar biorremediacédo na lagoa da Universidade Federal de Sao Carlos, em
Araras, um local que pode conter concentracfes de toxicidade, provenientes de
agrotoxicos de plantacdes ao seu redor, metais pesados e/ou fertilizantes, sendo o
objetivo desta pesquisa produzir biofilmes bacterianos e avaliar suas eficacias em
tratamento a partir de dois microrganismos: AL (sigla proveniente da coloragéo
amarelo alaranjado, por ndo possuir identificacdo) que possui coloracdo amarela ao
redor do meio alaranjado com aspecto gelatinoso e BN (sigla proveniente da coloracéo
branco neutro, por ndo possuir identificacdo) que possui aspecto mais “fino” de
coloracdo branca com seu entorno mais transparente. Os microrganismos foram
cultivados em dois tipos de superficies, em bagaco de cana-de-acucar (natural) e
espuma de poliuretano (sintético). Ambos os substratos foram posteriormente foram
utilizados como matrizes imobilizadoras como biorremediadores em um sistema em
fluxo, baseado em um reator de tanque com agitacdo continua (CSTR). Apds o0s
ensaios de biorremediacdo, foram realizados ensaios de toxicidade utilizando raizes
de Allium cepa em contato com as solu¢gfes advindas da biorremediacéo, agua bruta
sem tratamento e controle (Agua destilada) totalizando seis bulbos, um para cada
solucédo, utilizando como parametro o crescimento (solucdo ndo contaminada) ou
estagnacéo do crescimento das raizes (solugcdo contaminada). Dos seis testes com
Allium cepa, dois resultaram em total estagnacao de crescimento, sendo um deles a
solucdo bruta de agua néo tratada do lago, levando a conclusdo de que o ambiente
aguatico teste possui algum tipo de toxicidade. E em relacéo a quantidade de biofilme
aderido a cada tipo de substrato, os microrganismos BN e AL apresentaram as
mesmas quantidades de biofilme aderidos a cada tipo de substrato, sendo que o
substrato de poliuretano se mostrou mais eficiente do que o bagaco de cana-de-
acucar em aproximadamente 100% de solidos aderidos, provavelmente por conta das
propriedades da lignina contida no bagaco de cana-de-acucar. Este estudo mostrou-
se importante em relacdo a descobertas na area de biorremediacdo podendo
contribuir com proximos estudos nas areas de microbiologia, ecotoxicologia e
biorremediacéo; a possibilidade de utilizagdo de um substrato natural como material
de imobilizacdo de biofilme, imobilizacdo celular e utilizacdo em processos de
fermentacéo.

Palavras-chave: imobilizacdo de biofilme; lignina; inibicdo de crescimento; teste de

toxicidade com Allium cepa.
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1 INTRODUCAO

A biorremediacéo, de acordo com Gaylarde, Belinasso e Manfio (2005) € um
processo no qual organismos vivos, neste caso, microrganismos, sao utilizados
biotecnologicamente para remover ou reduzir (remediar) poluentes no ambiente, além
de ser um método econdmico e ndo gerar residuos toxicos (COPETTI et al., 2022), e
este processo foi escolhido para este trabalho por ser uma alternativa ecologicamente
mais adequada e eficaz para o tratamento de ambientes contaminados com moléculas
organicas de dificil degradacdo e metais toxicos (GAYLARDE, BELINASSO e
MANFIO, 2005).

Atualmente, a biorremediacdo vem ganhando um papel muito importante
dentro da area de biotecnologia juntamente com a utilizacdo de biofilmes como
biorremediadores. Os biofilmes sdo produtos do crescimento dos microrganismos que
visam se estabilizar com mais precisdo em ambiente favoravel ao seu crescimento,
com estrutura polissacaridica, capazes de aderirem a substratos diversos, sendo mais
bem aderidos em alguns substratos do que em outros. Como citado por Brito (2021),
a utilizacdo de biofilmes para biorremedia¢des se déa pela capacidade do biofilme em
absorver e reduzir concentracdes de poluentes e compostos quimicos, melhorando a
gualidade dos ambientes poluidos.

De acordo com o IBGE, o estado de Sdo Paulo é responséavel por 56% da
producdo de cana de acucar no Brasil. Por muitos anos a regido de Piracicaba, onde
esta localizada a cidade de Araras, foi considerada a regido de maior producao
(ROSSETTO e OTERO, 2023; ARMAS et al., 2005). No entanto, os agrotéxicos nao
sd0 nocivos apenas a pragas especificas, quando ha ocorréncia de lixiviagdo os
agrotoxicos sao lavados e depositados nos corpos d’agua, tornando a agua impropria
para outras atividades e comprometendo a natureza aquatica.

Conforme citado por Pérez (2015) o biofilme, principalmente em lagoas
facultativas, tem um papel muito importante na estimulacdo do processo de
nitrificacdo, e no melhoramento da qualidade dos efluentes das lagoas quando se diz
respeito a DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), DQO (Demanda Quimica de
Oxigénio), clorofila-a e aos solidos suspensos. A utilizacdo do biofilme na
biorremediacdo é uma técnica ainda a ser explorada, mas que possui grande

potencial.



Este trabalho visa a biorremediagdo com auxilio de biofilmes de dois diferentes
microrganismos e dois diferentes substratos na lagoa da Universidade Federal de Séo
Carlos, no campus de Araras, em que ha em sua volta grandes planta¢cdes indicando

uma possivel contaminagdo por agrotéxicos, metais pesados e fertilizantes.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 RECURSOS HIDRICOS

Recursos hidricos nada mais sdo do que as aguas superficiais ou subterraneas
disponiveis para qualquer tipo de uso de regido ou bacia. Teoricamente, a 4gua € um
recurso renovavel, o que significa que sempre estaria disponivel. No entanto, com a
utilizacdo em larga escala, juntamente a poluicdo por residuos industriais e
domeésticos fez com que os grandes centros urbanos entrassem em estresse hidrico,
causando falta do recurso e queda em sua qualidade (Costa et al., 2012). De acordo
com Paz, Teodoro e Mendonga (2020) a falta de 4gua pode ser, para muitos paises,
um dos fatores limitantes ao desenvolvimento, por conta do modelo tecnologico atual
gue esta baseado na exploracéo indiscriminada dos recursos naturais, 0s quais estao
esgotados.

O uso desse recurso é empregado em diversas formas e processos, como para
abastecimento de cidades, irrigacdo de plantacbes, navegacgdo fluvial,
desenvolvimento do ecoturismo, lazer e entre outros (COSTA et al., 2012).

Deve-se sempre levar em consideracéo a preservacao dos ambientes naturais,
visando proteger o futuro dos recursos que podem estar ou ndo em escassez. O fato
de que os ecossistemas de agua doce sao utilizados de forma multipla e primordial
para a sobrevivéncia humana reafirma a necessidade de respeitar os limites e

potencialidades de utilizacdo dos mesmos (Costa et al., 2012).

2.2 BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo € uma tecnologia que consiste em promover a detoxificacao
do ambiente. Essa estratégia visa utilizar atividade biolégica por meio de
microrganismos Vvivos que possuam capacidade de modificar ou decompor
determinados poluentes, transformando-as em inertes.

As técnicas de biorremediagdo microbiana utilizam microrganismos ou
compostos produzidos por eles para degradar ou transformar contaminantes em

formas menos toxicas ou atoxicas, visando a recuperacao do ambiente contaminado



(MALLMANN et al., 2019). Em casos de ambientes com alta concentracdo de
nutrientes, os microrganismos biorremediadores podem absorver e metabolizar os
poluentes, retirando-os do ambiente e diminuindo a eutrofizacdo. Outras
caracteristicas importantes da biorremediacdo sao o baixo custo, alto potencial na
remocao de contaminantes e a versatilidade de poder realizar o tratamento in situ (no
local contaminado) ou ex situ (fora do local contaminado, utilizando amostras) (BRITO,
2021).

A utilizacdo desta biotecnologia esta em crescimento em varios paises, e em
alguns casos, pode apresentar menor custo e maior eficiéncia na remocéo dos

contaminantes do que as técnicas fisicas e quimicas (SOARES, 2011).

2.3 BIOFILME

O biofilme é uma matriz extracelular de substancias poliméricas (MENOITA et
al., 2012) produzida por microrganismos. Por definicdo, pode ser um ecossistema ou
comunidade microbiolégica complexa que tem como caracteristica células com
adesdes irreversiveis a um substrato ou aderidas entre si e colocadas em uma matriz
formada de polissacarideos extracelulares de producéo prépria (CARVALHO et al.,
2019).

Por conta de sua funcdo de protecdo contra agentes agressivos, o biofilme
constitui uma rede gelatinosa que imobiliza e protege as células (OLIVEIRA,
BRUGNERA e PICCOLI, 2010). Possuem propriedades como resisténcia a
desinfetantes, antibidticos, radiacdo UV, desidratacdo e predadores como
protozoarios (XAVIER et al., 2015).

Referente a composicdo da matriz dos biofilmes, Oliveira, Brugnera e Piccoli
(2010) dizem que 97% da matriz do biofiilme é composta por agua e que 0s
microrganismos representam somente de 2 a 5%, e que a matriz de substancias
poliméricas extracelulares de origem microbiana é responsavel pela morfologia,
estrutura, coesao e integridade funcional do biofilme. Mesmo que a predominancia de
sua composicdo seja de polissacarideos ainda pode ser constituida também de
proteinas.

A formacao do biofilme ocorre geralmente em superficies, pois séo locais onde
h& maior concentracdo de nutrientes, em comparagédo com liquidos (KASNOWSKI et
al., 2010). Como citado por Oliveira, Brugnera e Piccoli (2010), de 95 a 99% dos
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microrganismos existem na forma de biofilmes, que podem ser encontrados em
substratos que possuam umidade suficiente para suportar seu crescimento.

O fato de que podemos encontrar biofilme em diversos substratos é um indicativo de
gue a imobilizagéo do biofilme pode ser realizada em diferentes materiais, no entanto,
na industria alimenticia, a barreira de umidade e porosidade é quebrada por conta da
grande quantidade de nutrientes encontrados nesses locais. E possivel encontrar
crescimento de biofilme em superficies como aco inox, vidro, polipropileno, formica,
ferro, poliestileno de baixa densidade, policarbonato, entre outros (CARVALHO et al.,
2019). Uma boa opcéo para a andlise de crescimento e de composicéo do biofilme é
imobiliza-lo em substratos artificiais (PEREZ, 2015).

A adeséo do biofilme aos substratos ocorre com o auxilio de uma matriz de
exopolissacarideos (glicocalix) secretada pelos microrganismos (KASNOWSKI et al.,
2010). Sua formacao ocorre, didaticamente, em 5 etapas: na primeira etapa ocorre a
adesao inicial, que por sua vez pode ser revertida; ja na segunda etapa, ocorre a
adesao irreversivel, a qual ndo pode se reverter a partir deste ponto; a terceira etapa
consiste a formacéo da estrutura do biofilme e comeca a adquirir forma conforme seu
amadurecimento, sendo que o amadurecimento do biofilme ocorre de 3 a 6 dias apds
a adeséo inicial, podendo ocorrer variagdes; na quarta etapa pode ser que ocorra o
desprendimento do biofilme do substrato que anteriormente estava aderido, que pode
ocorrer apos 9 a 12 dias depois do inicio dos eventos (OLIVEIRA, BRUGNERA e
PICCOLI, 2010); e na quinta e tltima etapa, o ciclo de formac¢&o do biofilme se inicia
novamente (CARVALHO et al., 2019).

2.4 BIOFILME COMO BIORREMEDIADOR

Os tratamentos biologicos de efluentes possuem como objetivo atender
padrdes de langcamento de efluentes em corpos hidricos evitando causar quaisquer
problemas ambientais (MUTCHAMUA et al., 2022). Os tratamentos biol6gicos podem
ser divididos em aerobios e anaerébios. Os tratamentos aerobios sdo utilizados com
alta eficiéncia para a remocado de nutrientes e os anaerobios possuem melhor
eficiéncia na remocdo de matéria organica, como lodo (OLIVEIRA, AZEVEDO e
CAVALCANTI, 2021) existindo ainda a possibilidade de combinar os dois tipos de
métodos de tratamento, possibilitando um sistema mais compacto e menor consumo
de energia (SILVA et al., 2015).
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Os biofilmes possuem caracteristicas biorremediadoras, o que faz com que
tenham aptiddbes em absorver nutrientes, auxiliando no controle da eutrofizacao,
diminuindo a concentracdo de nutrientes em excesso e os utilizando para seu proprio
desenvolvimento e crescimento (BRITO, 2021). Além das caracteristicas citadas
anteriormente ainda apresentam beneficios quando sao utilizados em processos de
fermentacdo, tratamentos de efluentes domésticos e industriais e podem ser utilizados
com eficacia se tratando de processos biotecnoldgicos de degradacdo de poluentes
organicos e inorganicos, como herbicidas (FERREIRA, 2016).

Atualmente vem ocorrendo o crescimento e popularizagdo da utilizacédo de
biofilmes como agentes biorremediadores, principalmente na éarea de
descontaminacdo de solos e ambientes aquaticos (VIANA, 2009). Os biofilmes
microbianos podem ser utilizados também no tratamento de agua potavel, ao eliminar
da agua substancias téxicas para o consumo humano (MACEDO, 2000), além de
varios outros poluentes quimicos. Viana (2009) também diz que a utilizacdo de
biofiilme na biorremediacdo ambiental é justificada por apresentarem alta taxa de
biomassa e caracteristica imobilizadora de compostos poluentes pelos mecanismos

de bioadsorcéo, bioacumulagéo e biomineralizagéo.

3 OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais
Quantificar a eficacia de biorremediacéo por biofilmes em um fluxo de efluente

simulado conforme a ecotoxicidade.

3.2 Objetivos especificos
(2) Isolar bactérias provenientes de ambiente selecionado de producéo de biofilme
selecionando o microrganismo com melhor potencial de biorremediacéo; (2) identificar
o potencial de producdo de biofilme pelas bactérias selecionadas; (3) verificar se o
biofilme produzido no substrato de espuma de poliuretano tem maior quantidade
guando relacionado ao biofilme produzido no substrato natural de bagaco de cana-de-
acucar; e (4) inspecionar se o tratamento com o substrato de espuma de poliuretano

foi mais eficaz do que o tratamento feito com bagaco de cana-de-acUcar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras

As amostras de agua foram coletadas na lagoa da Universidade Federal de
Sao Carlos, no campus de Araras, localizado no Bloco C da universidade. (-
22.307926, -47.383337). Esse local foi escolhido para as coletas por conta do provavel
escoamento de agrotoxicos proveniente das plantagbes em seu entorno, metais
pesados, fertilizantes e outras fontes de toxicidade. Em seu entorno existe uma faixa
de mata nativa que poderia ser uma barreira para algumas formas de poluicdo, mas
por ser muito estreita (ao Norte, 33m; a Oeste, 72m), provavelmente nao realiza essa
funcdo. Infelizmente ndo foi possivel caracterizar o efluente em relagdo a DQO, DBO
e turbidez neste trabalho, no entanto, sdo caracteristicas importantes a serem
guantificadas em proximos trabalhos sobre este local.

De acordo com a Resolucdo CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005,
capitulo 11, secao |, este corpo d’agua esta classificado como classe 1V, que sdo aguas
doces destinadas ao abastecimento para consumo humano, apdés tratamento
convencional ou avancado; a irrigacéo de culturas arbéreas, cerealiferas e forrageiras;

a pesca amadora; a recreacdo de contato secundario; e a dessedentacdo de animais.

Figura 1: Imagem via satélite da Universidade Federal de S&o Carlos, em Araras, mostrando
a regido em que se localiza a lagoa teste do experimento, podendo ser observada plantacées de

cana-de-agucar e outros dois corpos d’agua. Escala: 1:300
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Fonte: Google Earth com edigdo autoral.
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Figura 2: Lagoa em que foi realizada a coleta de amostras de agua para o experimento,

localizada no Bloco C da UFSCar Araras.

o N d 4
‘-‘:‘ >

Fonte: autoral

Para a coleta foram utilizados 3 frascos de boeco de 500mL cada, autoclavados
e identificados., como realizado por Piratelli, Quinones e Maximo (2013). Apés serem
autoclavados, os frascos foram abertos somente no momento da coleta, submergindo
metade do frasco na agua e o fechando logo em seguida. Posteriormente, foram
levados ao laboratério e foram armazenados em geladeira até as analises e

tratamentos.

4.2 Microrganismos rizébios

O primeiro material necessario sdo microrganismos que sejam potenciais
criadoras de biofilme. Os microrganismos utilizados fazem parte da colecéo
microbiana do Grupo de Pesquisas em Biorremediacdo, Bioprospecgdo e
Biodegradacéao (Gr3B). As cepas isoladas séo provenientes do solo aderido as raizes
de Crotalaria spectabilis, cultivadas em substrato retirado do CCA-UFSCar, em vaso
de 5 litros e mantidas em casa de vegetagao.

Foi realizada a remocéo direta do solo aderido as raizes das duas plantas e a

raspagem de sua rizosfera e solo que estava entorno da raiz. Foram retiradas 3g de
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solo aderido as raizes, que foram solubilizados na solucéo salina (NaCl) a 0,85% e
agitados em shaker a 30 rpm por 24 horas, a 22°C para aumentar a quantidade de
microrganismos suspensos na solucao.

Apds essa etapa, foi efetuada a diluicdo seriada até 10° e plaqgueamento das
amostras, nas placas de Petri, contendo meio de cultura Agar Nutriente (NA) e
antifangico Nistatina a 2mL/L, adequado para o crescimento de actinobactérias,
deixados em incubadora por 7 dias com o objetivo de isolamento.

Foram identificados 5 tipos de microrganismos, ja& em culturas puras,

demonstrados na figura 3, itens a, b, c,d e e.

Figura 3: Microrganismos resultantes do plagueamento por diluicdo seriada em culturas puras em
meio de cultura NA.

a) Microrganismo “AF” (sigla proveniente da coloracdo amarelo fluorescente, por ndo possuir

identificacdo).




b) Microrganismo “BL” (sigla proveniente da coloracdo branco leitoso, por ndo possuir

identificagdo).

¢) Microrganismo “BN” (sigla proveniente da colora¢@o branco neutro, por ndo possuir

identificagdo).

15
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d) Microrganismo “AL” (sigla proveniente da coloracdo amarelo alaranjado, por ndo possuir

identificacéo)

e) Microrganismo “BT” (sigla proveniente da coloragéo branco transparente, por ndo possuir

identificacdo).

Fonte: autoral

Os microrganismos foram corados em laminas utilizando o corante azul de
metileno e foi identificado que séo bactérias com morfologia de coccus.

Os microrganismos selecionados para o experimento foram o BN (branco
neutro, pois 0S microrganismos nao possuem identificacdo) e o AL (amarelo
alaranjado, por também néo possuir identificagdo), por conta de suas consisténcias
gelatinosas e por conta da coloragéo diferenciada envolta das colbnias, que as setas

estdo indicando, sendo indicativos de produgéo de biofilme.
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4.2.1. Método Agar Vermelho Congo

Para analisar se os microrganismos selecionados tém potencial construtor de
biofilme, foi feito o teste confirmatério utilizando o método Agar Vermelho Congo.

O método Agar Vermelho Congo descrito por Freeman et al. (1989), é um
método qualitativo para a deteccdo de biofilme utilizando o meio de cultura Agar
Vermelho Congo (CRA). Originalmente, neste método se utiliza o caldo BHI (brain
heart infusion broth), no entanto, ndo havia disponibilidade deste meio em laboratério,
além de que este caldo é utilizado mais especificamente para microrganismos
patogénicos, portanto o método foi adaptado para a cultura de bactérias mais simples.

Para realizar esse método, foram realizados os seguintes passos: o meio foi
preparado com agar nutriente 28 g/L, sacarose 50 g/L e indicador Vermelho Congo 8
g/L. Primeiro, foi preparado o indicador Vermelho Congo a 0,8% e autoclavado a
121°C por 15 minutos, separadamente dos outros constituintes do meio; depois o
Vermelho Congo foi adicionado ao meio de cultura com 0s outros componentes,
também ja autoclavados da mesma forma, assim que o meio agar estivesse a 55°C;
0s microrganismos foram inoculados nas placas contendo o meio por 24 horas a 35°C
aerobiamente.

O crescimento de colbnias pretas com aspecto seco e cristalino indica
producao de biofilme. O experimento foi feito em triplicata para cada microrganismo
(AL e BN).

4.2.2 Imobilizacao do biofilme

Os microrganismos-teste (BN e AL) foram inoculados em tubos de ensaio
contendo caldo nutriente a 100% (1:1) e mantidos em estufa por 48h a 35°C sem
agitacao.

Para a imobilizagdo de biofilme nos substratos de espuma de poliuretano e
bagaco seco de cana de acucar foram utilizados 14 Erlenmeyer de 125 mL contendo
75 mL de caldo nutriente (nutrient broth) a 50% (1:2), ou seja, uma parte de meio de

cultura para duas partes de agua destilada, divididos da seguinte forma:

Espuma de poliuretano Bagaco de cana-de-acucar

Sem microrganismo 1 1
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BN 3 3
AL 3 3

Os substratos inseridos nas vidrarias contendo meio de cultura possuiam as
seguintes dimensoes:
- espuma de poliuretano: 2,0 x 2,0 x 0,5 cm
- bagaco de cana de agucar: 1,0 x 4,0 x 0,5 cm
para gue assim, os dois substratos tivessem o mesmo volume de 2 cm3.

O in6culo em meio liquido foi pipetado na quantia de 1000 uL em cada um dos
ensaios, apenas nao sendo adicionado aos ensaios controles. Os 14 Erlenmeyer
foram levados ao shaker por cerca de 168 horas (aproximadamente 7 dias) a 35°C
sob agitacdo de 60 rpm. De acordo com Krsmanovic et al (2021) o fluxo de agitacdo
promove o crescimento de um biofilme mais denso e espesso quando comparado a

ambientes sem agitacao, facilitando também a deteccdo do biofilme.

4.2.2.1 Quantificacao do biofilme

A quantificacdo dos solidos aderidos nos substratos realizada foi baseada na
metodologia trabalhada por Correa (2014), Vela (2006) e Daniel (2005). Os substratos
foram retirados dos meios de cultivo em Erlenmeyer, cortados e inseridos em tubos
Falcon de 50 mL, lavados com agua destilada, submetido a agitacdo em vortex por 10
minutos para que a biomassa aderida se desprendesse. Depois 0s substratos foram
retirados dos tubos que foram levados a centrifuga por mais 10 minutos para que 0s
sélidos decantassem. A agua de lavagem da espuma e os sélidos decantados foram
submetidos a analise de Sélidos Totais (STA), que consiste em colocar a agua da
lavagem da espuma e os solidos para evaporar toda a dgua e sobrar somente 0s

sélidos e pesé-los, de acordo com procedimentos descritos por APHA (2017).

4.3 Tratamento

Para iniciar o processo de biorremediacéo foi construido um fluxo utilizando
béquer de 500 mL (figura 4), baseado em um reator de tanque com agitacdo continua
(CSTR) (figura 5) em que a amostra de agua da lagoa teste foi inserida no béquer
juntamente ao substrato contendo biofilme. A amostra de agua passou pelo primeiro

substrato contendo biofilme sob agitagc&o de 45 rpm a 22°C por 24 horas para simular
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um ambiente aquético em condi¢fes normais. Apos as 24h, o restante foi adicionado
a outro sistema com um biofilme “novo”, e assim foi feito com todos os substratos de

cada um dos microrganismos.

Figura 4: llustracdo do modelo de fluxo de tratamento baseado em reator CSTR com
biofilmes imobilizados nos substratos de bagaco de cana-de-aclicar e espuma de poliuretano
em agitacdo de 45 rpm a 22°C por 24 horas.

BN + bagaco de cana AL + bagaco de cana

|

L
o

a
8

N + poliuretano AL + poliuretano

|

8|
o

a
a

Fonte: autoral

O reator de tanque com agitacdo continua (CSTR) foi utilizado como
modelo para o tratamento realizado com os substratos e os biofilmes. Os CSTR
sao reatores com fluxo continuo através de tubulacdes que séo conectadas ao
reator. Possuem também um sistema de mistura, que podem ser laminas ou
hélices, fazendo com que a mistura seja perfeita. (FONSECA, 2017). A grande
diferenca entre o sistema implementado no experimento e o CSTR foi 0 modelo
de vazao, sendo que o CSTR utiliza uma forma de vazéo continua, e por conta
de ndo possuir disponibilidade de vidrarias neste formato no laboratério a vazéao

da solucéo era realizada de forma manual de um béquer para outro.
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Figura 5: Modelo de reator de tanque com agitagdo continua (CSTR) que foi utilizado como base para

a construcado do fluxo de tratamento com biofilmes.

N
\ ’ T-___ J 4

Fonte: https://sutherland.che.utah.edu/teaching/educational-apps/isothermal-cstr/

4.4 Analise das amostras pré e pés-tratamento
Foram feitas analises anterior e posterior aos processos de tratamento do
efluente, sendo eles avaliacdo da presenca de toxicidade com bioensaios em raiz de

cebola (Allium cepa) e a verificacdo do pH das amostras utilizando papel indicador.

4.4.1 Anédlise de raizes

Para a andlise de toxicidade foi utilizada a técnica de bioensaios com raizes de
cebola (figura 6), como feito no trabalho de Kruger (2009). Para cada concentracao
testada e para o controle negativo (dgua destilada) foi utilizado um bulbo de A. cepa.
Os bulbos foram inicialmente preparados e colocados em agua destilada durante 96
horas a temperatura ambiente, para estimular o desenvolvimento do meristema
radicular. Apés este periodo, os bulbos foram colocados nas solucdes teste por um
periodo de 48 horas (RANK et al., 1997).


https://sutherland.che.utah.edu/teaching/educational-apps/isothermal-cstr/
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Figura 6: Bioensaios com raizes de Allium cepa, um bulbo em cada solugéo de tratamento,
agua bruta e agua destilada.

Fonte: autoral

O comprimento das raizes foi utilizado como indice de toxicidade, como
referéncia padrao foram utilizadas trés raizes. Para cada bulbo, 0 comprimento das
trés raizes maiores foi medido com auxilio de uma régua e, entdo, estimado o
comprimento médio. Cada tratamento foi comparado com o controle e a ocorréncia de
toxicidade (inibicdo do crescimento) foi considerada quando a diferenca entre
tratamento e controle negativo foi estatisticamente significativa.

5 RESULTADOS

5.1 Teste Agar Vermelho Congo

O primeiro teste realizado foi o Agar Vermelho Congo para a identificacdo de
formacao de biofilme pelos microrganismos AL e BN. As figuras 7 e 8 mostram duas
placas com o meio indicador, que resultaram em positivas para formacéo de biofilme

pelos microrganismos selecionados.
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Figuras 7 e 8: Teste Agar Vermelho Congo com microrganismo BN (& esquerda) e microrganismo AL

(a direita), com resultado positivo para formacéo de biofilme.

Fonte: autoral

5.2 Imobilizacdo do biofilme

Para a imobilizacdo do biofiilme em substrato natural e sintético, foram
produzidos os frascos com o meio de cultura e os substratos imersos. A figura 9.a
mostra o frasco controle, sem turbidez, para podermos comparar com a figura 8.b que
apresenta grande turbidez e mudanca de coloracé&o no meio, mostrando o crescimento

dos microrganismos na solugao.

Figura 9: a) Erlenmeyer com meio de cultura caldo nutriente a 50% sem inoculacao (controle) apos
168 horas de incubagdo em shaker a 60 rpm.

M

Fonte: autoral
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b) Erlenmeyers com inoculagdo de microrganismo BN em caldo nutriente 50% apds 168 horas de

incubacdo em shaker a 60 rpm.

Fonte: autoral

A partir da observacdo das vidrarias contendo os meios de cultura apos
inoculacao e incubacdao foi possivel visualizar algumas caracteristicas indicadoras de
crescimento de biofilme pelos microrganismos.

Nas figuras 9.b e 10.a, nos ensaios com o microrganismo BN foi evidenciado a
presenca de material aderido & parede da vidraria, material em suspenséo e aderido

aos substratos (figuras 10.b e 10.c), e ainda apresentou turbidez no meio de cultura.
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Figura 10: a) Erlenmeyer com biofilme do microrganismo BN fixado na parede interna da

vidraria contendo meio de cultura caldo nutriente a 50%.

Fonte: autoral

b) Erlenmeyer com biofilme do microrganismo BN imobilizado em poliuretano imerso no meio de
cultura caldo nutriente a 50%.

Fonte: autoral
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¢) Erlenmeyer com biofilme do microrganismo BN imobilizado em bagaco de cana-de-acUcar imerso

no meio de cultura caldo nutriente a 50%.

Fonte: autoral

Os frascos contendo a inoculagcdo do microrganismo AL no meio de cultura
liqguido mudaram drasticamente suas coloracfes e nao apresentaram material
suspenso visivel como visto nos frascos do microrganismo BN. Ao movimentar o
frasco foi possivel perceber a mudanca da viscosidade do meio de cultura, que de

liquido se tornou muito viscoso (figuras 11.a e 11.b).
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Figura 11: a) Erlenmeyer com biofilme do microrganismo AL imobilizado em poliuretano imerso no
meio de cultura caldo nutriente a 50% (n&o visivel).

Fonte: autoral

b) Erlenmeyer com biofilme do microrganismo AL imobilizado em bagaco de cana-de-aglcar imerso

no meio de cultura caldo nutriente a 50%.

Fonte: autoral
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O biofilme produzido pelo microrganismo BN apresentou visualmente um
aspecto de membrana fina com coloracdo branca opaca, que se rompe facilmente,
com aderéncia baixa no substrato de bagaco e intermediaria na espuma de
poliuretano, mas que, no entanto, cresceu visivelmente nas paredes das vidrarias. Ja
o biofilme produzido pelo microrganismo AL apresentou visualmente um aspecto
ViScoso e que se mistura facilmente com o meio de cultura liquido, o que tornou dificil
sua separacado do meio, apresentou também aderéncia intermediaria ao substrato de
cana-de-acUcar, alta ao substrato de poliuretano e ndo cresceu nas paredes das
vidrarias. Em relagdo aos substratos utilizados em cada uma das culturas do
microrganismo AL, visivelmente, o poliuretano conseguiu oferecer melhores

condicOes de adesao para o biofilme.

5.3 pH
Foi realizada a medicdo de pH de todas as solucdes teste apds o tratamento

com os biofilmes produzidos pelos microrganismos AL e BN.

Figura 12: Grafico com resultados do pH das solug@es teste. T.1 = BN + poliuretano; T.2 = BN +
bagaco de cana de acUcar; T.3 = AL + poliuretano; T.4 = AL + bagaco de cana de aglcar; BRUTO =

agua do lago, sem tratamento.

pH

Bruto T.1 T2 T.3 T 4

Efluentes

Fonte: autoral



28

De acordo com a figura 12, foi possivel observar que todas as solugdes
provenientes dos tratamentos com o biofilme apresentaram aumento no pH. Esta
alcalinizacéo de pH 7,0 para 8,0 em todas as solucgdes teste.

5.4 Analise de Sélidos Totais
A analise de solidos totais foi realizada com o objetivo de quantificar a massa
sélida do biofilme produzida e aderida aos substratos. Os resultados da quantificacdo

estdo apresentados na figura 13.

Figura 13: Grafico dos resultados da Analise de Soélidos Totais (STA) dos microrganismos AL e BN

nos substratos de espuma de poliuretano (sintético) e bagaco de cana-de-agucar (natural).

Analise de Sdélidos Totais (STA)

B Poliuretano [l Bagaco de cana-de-aglcar

BN

Microrgahismo

AL

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020

gramas

Fonte: autoral

Neste procedimento foi realizado o desprendimento da massa polissacaridica
de cada um dos substratos de seus respectivos microrganismos por agitacdo em
vortex e centrifugacdo para separar os soélidos do liquido. Para chegar a esses
nameros foi feita a pesagem, em gramas, dos sélidos ap6s secagem de toda parte
liquida que possuiam. Ao analisar os resultados, podemos observar que o substrato
de poliuretano, poroso e rugoso, apresentou a mesma massa de sélidos para os dois

microrganismos testados. J& o substrato de bagaco de cana-de-agucar, de acordo
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com a pesagem dos solidos, apresentou metade da massa aderida em relagdo ao
substrato sintético. Esse método apresentou resultados pouco sensiveis ao identificar
gue as pesagens foram baixas e proximas aos limites analiticos da balanca, no
entanto deve se considerar que ainda sim foi uma analise importante a ser realizada
uma vez que foi apresentado o dobro de solidos aderidos no substrato de poliuretano

e ainda sendo possivel visualizar qualitativamente o biofilme formado nos substratos.

5.5 Ecotoxicidade

O parametro utilizado para a analise de toxicidade foi o crescimento das raizes
de Allium cepa (figura 14), comparando o tamanho quando exposto a solugéo controle
e a solucéo teste respectiva. A estagnacao de crescimento da raiz foi utilizada como
indicativo de toxicidade.

Apos a exposicdo dos bulbos, no periodo controle (bulbos em agua destilada
por 96h), foi possivel observar que as raizes de cada um dos seis bulbos cresceram
de forma ndo uniforme, algumas cresceram muito mais do que outras na solugcao
controle (4gua destilada), portanto, a comparacdo de crescimento foi feita

individualmente, sem relacionar um bulbo com outro.
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Figura 14: Resultados e sados do bioensaio com bulbos e raizes de Allium cepa, que mostram
crescimento, ndo crescimento ou regressdo. T.1 = BN + poliuretano; T.2 = BN + bagaco de cana de
acucar; T.3 = AL + poliuretano; T.4 = AL + bagaco de cana de aclUcar; BRUTO = agua do lago, sem

tratamento.

Bioensaio com Allium cepa
Tamanho médio de 3 unidades de raizes de Allium cepa de cada bulbo

B Periodo Controle (96h) [ Periodo Teste (48h)

5,90
T1 7,00
6,30
T2 6,50
[(}]
2 0,50
3 T3 1,50
2 T4 290
8 2.00
8 5,30
) Controle 5,50
Bruto %88
0 2 4 6 8

comprimento em cm

Fonte: autoral

Ao analisar os resultados, pode-se observar que houve estagnacao total de
crescimento em 2 dos 6 bulbos, sendo um deles, do efluente bruto. No caso da
solucéo teste T4, ndo ocorreu biorremediacéo eficaz.

Os testes T2 e controle obtiveram a mesma quantidade de crescimento de 0,2
cm, enquanto T1 obteve 1,1 cm e T3 obteve 1 cm.

Ao relacionar os substratos com a quantidade de crescimento, pode-se
observar que o crescimento das raizes nas solucdes T1 e T3, que sdo 0s substratos
de poliuretano, cresceram mais do que quando comparadas as solucdes T2 e T4, que

séo as de bagaco de cana-de-agucar.

6 DISCUSSAO

Um dos passos mais importantes para o desenvolvimento desta pesquisa € a
formacdo de biofilme pelos microrganismos selecionados. A partir do método agar

Vermelho Congo, descrito por Freeman et al (1989) foi detectada a producao de
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biofilme pelos microrganismos AL e BN, que s&o microrganismos encontrados no solo.
N&o é muito comum na literatura encontrar estudos sobre producdo de biofilme em
ambientes terrestres tanto quanto encontramos sobre biofilme em ambientes
aquéticos. De acordo com Cai et al. (2019) bactérias presentes no solo podem
produzir biofilme principalmente em raizes, hifas fungicas e matéria organica em
decomposicdo com funcdo de protecdo as col6nias, fornecendo protecdo contra
predacao, dessecacao, entre outros.

Ap6s detectar que o0s microrganismos produziam biofilme, outro passo
importante foi a imobilizagcdo do biofiime em dois diferentes substratos, bagaco de
cana-de-agUcar (natural) e espuma de poliuretano (sintético). A imobilizacdo de
biofilme em espuma de poliuretano é bem comum, assim como em outros tipos de
polimeros. No trabalho de Marque, Silva e Foresti (2021) os autores relatam que a
utilizacdo do poliuretano foi escolhida por possuir grau de porosidade elevado e baixo
valor econdémico. Liu et al (2019) utilizou diversos substratos para imobilizagdo de
biofilme em seu estudo, sendo um deles o bagaco de cana-de-acucar, por ser também
de facil acesso, de baixo custo, alta porosidade e boa capacidade de retencédo de
liquidos. Por estas caracteristicas, o bagaco de cana-de-agucar foi um substrato
escolhido para ser comparado com a espuma de poliuretano por ser um substrato com
potencial tdo grande quanto o poliuretano, mas que com caracteristicas
biodegradaveis em relacdo ao polimero. Ainda em relacdo aos substratos utilizados
em cada uma das culturas do microrganismo AL, visivelmente, o poliuretano
conseguiu oferecer melhores condicbes de adesdo para o biofilme. A adesdo do
biofilme a diferentes substratos esta relacionada com diversas caracteristicas do
material, como porosidade, rugosidade (BARROS, 2021) e permeabilidade (ORTEGA
et al, 2001). A adeséao ainda pode estar relacionada com caracteristicas da superficie
dos microrganismos e do material, como hidrofobia e hidrofilia, sendo que superficies
hidrofébicas favorecem a adesdo de microrganismos hidrofébicos e superficies
hidrofilicas favorecem a adeséo de microrganismos hidrofilicos. As forcas de Van der
Waals possuem papel importante na forte adesdo de alguns microrganismos a
superficies suporte devido a interacdo entre a dupla camada elétrica das células e a
superficie interna do substrato suporte (ORTEGA et al, 2001).

Outras evidéncias secundarias de crescimento de biofilme nos meios de cultura
foi primeiramente a turbidez apresentada nos meios de cultura apés a incubacao,

sendo um indicador de bom crescimento bacteriano, que consequentemente mostrou-
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se estar em um ambiente favoravel para a geracado de biofilme. Outra evidéncia foi a
aderéncia de material a superficie da vidraria apos incubacéo por 7 dias a 35°C, assim
como ocorreu no trabalho de Ristow et al (2008) que em tubo de ensaio havia inoculo
de microrganismo em meio de cultura liquido, e ap6s 10 dias de incubacéo a 30°C foi
formado um biofilme na interface ar-meio de cultura.

O fato de que o meio de cultura contendo microrganismo AL tornou-se viscoso
e gelatinoso pode ser relacionado ao que cita Peterson et al (2015), que diz que a
viscosidade do biofilme esta relacionada com sua estrutura e composicdo, que
utilizam a viscosidade a seu favor como fator de resisténcia do biofilme. De acordo
com Sutherland (2001) o biofilme quando expostos a ions, em raz&o da interagdo com
alguns grupos de acido carboxilico expostos nos exopolissacarideos € possivel que
acontecam alteracfes resultando em aumento da viscosidade ou até mesmo
gelificagéo. Neste caso, o aumento de viscosidade pode ter ocorrido por conta dos
ions presentes no meio de cultura em que o microrganismo foi inoculado.

Em relacdo ao teste de pH da agua coletada na lagoa teste, de acordo com a
CETESB, o parametro considerado adequado para a presenca de peixes de agua
doce varia o pH entre 7,0 e 8,0, mostrando que a agua ap0s o tratamento estaria
dentro do parametro de pH 6timo para a fauna aquética. A alcalinizagdo pode ter
ocorrido por conta da interacdo com alguns componentes que contaminaram as
solucbes em tratamento, como resquicios de meio de cultura ou presenca dos
microrganismos teste. Tomaz (2016) cita que os dados de pH das solucdes é um dos
dados mais importantes quando avaliamos ambientes aquaticos. O pH é um
parametro que pode interferir em processos biogeoquimicos, no balanco de CO2, na
natureza quimica de agua, e na solubilidade de sais.

Retomando as caracteristicas dos substratos testados neste trabalho para
compreender melhor os motivos que levaram o poliuretano ter apresentado melhores
resultados em retencdo de biofilme do que o bagaco de cana-de-agucar, de acordo
com Antunes et al (2022) a lignina € o maior biopolimero da natureza, e € um dos trés
principais componentes do bagaco de cana-de-acUcar. Gallardo-Rodriguez, Rios-
Rivera e Von Bennevitz (2019) citam que um dos problemas do alto teor de lignina é
gue essa molécula pode inibir o crescimento de microrganismos. O fato de que houve
menor crescimento de biofilme no bagaco de cana pode estar relacionado com o alto
teor de lignina que inibe crescimento de microrganismos, levando a inibir o

crescimento também do biofilme. Ademais, por conta do frequente uso do poliuretano
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provavelmente a espuma possui caracteristicas mais adequadas para a imobilizagédo
do que o bagaco de cana. De acordo com Tang et al. (2020) estudos recentes
revelaram que a lignina possui propriedade de encapsulamento de toxinas
provenientes de, por exemplo, agrotdxicos e metais pesados, ou seja, além de ser um
material natural, de baixo custo e biodegradavel, ainda é possui propriedade que
auxilia por si sO a biorremediagdo de ambientes com toxicidade apresentada.

O teste de ecotoxicidade escolhido para este trabalho foi o crescimento de
raizes de Allium cepa nas solucfes de tratamento, controle e agua bruta. De acordo
com Lustosa et al. (2023) o comprimento das raizes de Allium cepa é considerado um
parametro importante para a revelacao da toxicidade da solugdo em que o bulbo teve
contato. As raizes interagem com diversos fatores do ambiente e isso pode causar
alteracOes nas raizes, além de que o ndo crescimento ou o crescimento diminuido
pode ocorrer devido a mudancas cromossémicas e diminuicdo da atividade mitética,
no entanto esses parametros ndo foram avaliados. Vale ressaltar que este teste nao
tem como escopo identificar agrotoxicos, somente verificar uma possivel toxicidade
no ambiente aquatico, mas que ainda assim podemos considerar 0os agrotoxicos como
possivel fonte de contaminacdo levando em consideracao a localizacdo do corpo
d’agua testado. De acordo com os dados de crescimento das raizes de Allium cepa
as raizes que tiveram contato com as soluc¢des contendo o biofilme em substrato de
bagaco de cana-de-acucar obtiveram menor crescimento do que as que tiveram
contato com as solu¢cdes com poliuretano. Assim como provavelmente o biofilme
cresceu menos no substrato de bagaco, por conta da propriedade inibitéria de
crescimento bacteriano da lignina, havia menos quantidade de biofilme no substrato
de bagaco o que levou a baixa eficiéncia no tratamento das solucdes teste.

Em relacdo aos testes que obtiveram um alongamento radicular maior quando
comparado com o periodo controle, de acordo com os parametros designados para
este teste, pode-se dizer que os tratamentos T1, T2 e T3 resultaram em dados que
detoxificacdo da solucdo contaminada, sendo T1l a solucdo teste com melhores

resultados.
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7 CONCLUSOES

Ao final deste trabalho e apés a analise dos dados foi possivel concluir que o
isolamento das bactérias possiveis produtoras de biofilme coletadas em solo obteve
resultado positivo, assim como o teste em agar Vermelho Congo, utilizado para avaliar
o0 potencial produtor de biofilme; que os resultados da analise de sodlidos totais
mostraram que o substrato sintético de espuma de poliuretano reteve mais biofilme
do que o substrato natural de bagaco de cana-de-agucar provavelmente por conta da
lignina presente no bagacgo; o microrganismo BN mostrou-se ligeiramente mais eficaz
do que o microrganismo AL nos resultados obtidos com os testes de toxicidade com
raizes de Allium cepa dizendo respeito a biorremediacdo das amostras de a4gua, que
de acordo com o teste de ecotoxicidade foi evidenciada toxicidade, no entanto, como
nao foram efetuados testes para deteccdo de agrotoxicos ndo é possivel dizer que a
toxicidade é resultante de sua presenca; e que o tratamento utilizando espuma de
poliuretano mostrou-se mais eficaz do que o tratamento feito com bagaco de cana-de-
acucar para detoxificacdo das solucdes teste.

Este estudo mostrou-se importante em relacdo a descobertas na area de
biorremediacéo utilizando biofilme para descontaminacdo de ambientes aquaticos
com toxicidade presente, podendo contribuir com proximos estudos nas areas de
microbiologia, ecotoxicologia e biorremediacdo. Outras relevancias deste trabalho
podem ser a possibilidade de utilizacdo de um substrato natural, neste caso, o bagaco
de cana-de-acucar, como material de imobilizacdo de biofilme, encapsulamento de

toxinas, imobilizacao celular e ser utilizado em processos de fermentacao.
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