JORGE AVELINO RODRIGUEZ LOZADA

PROSPECGAO DE BACTERIAS DO LODO DE ESGOTO DE ABATEDOURO DE
AVES COM POTENCIAL DEGRADADOR DE SUBSTANCIAS ORGANICAS E
PROMOTOR DO CRESCIMENTO DE PLANTAS

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do Programa
de Pés-Graduagdo em Manejo e Conservagao de
Ecossistemas Naturais e Agrarios, para obtencgao
do titulo de Magister Scientiae.

FLORESTAL
MINAS GERAIS — BRASIL
2015



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca da Universidade Federal

de Vigcosa - Campus Florestal

L925p
2015

Lozada Rodriguez, Jorge Avelino, 1980-

Prospeccdo de bactérias do lodo de esgoto de abatedouro de
aves com potencial degradador de substiancias organicas e
promotor do crescimento de plantas / Jorge Avelino Lozada
Rodriguez. — Florestal, MG, 2015.

x1, 77f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Lilian Estrela Borges.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Inclui bibliografia.

l. Milho - Crescimento. 2. Aves - Abatedouro. 3. Efluentes.
4. Lodo biologico como fertilizante. 5. Bactérias. I. Universidade
Federal de Vigosa. Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde.
Programa de Pos-graduagdo em Manejo e Conservagio de
Ecossistemas Naturais e Agrérios. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.15




JORGE AVELINO RODRIGUEZ LOZADA

PROSPECGAO DE BACTERIAS DO LODO DE ESGOTO DE ABATEDOURO DE
AVES COM POTENCIAL DEGRADADOR DE SUBSTANCIAS ORGANICAS E
PROMOTOR DO CRESCIMENTO DE PLANTAS

Dissertacao apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do Programa
de Pés-Graduagdo em Manejo e Conservagao de
Ecossistemas Naturais e Agrarios, para obtencéo
do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 22 de Junho de 2015.

Marcos Rogério Toétola Marihus Altoé Baldotto
(Coorientador) (Coorientador)

Marcos Paiva Del Giudice

Lilian Estrela Borges Baldotto
(Orientadora)



DEDICATORIA

Primeiro ao Deus da vida porque sem ele nada seria possivel.
A minha mae Maria que desde o céu guia meus passos.
Ao meu pai pelo amor incondicional.

A minha namorada Leidy pelo carinho, entrega e dedicacéo.
Ao meu irmao Gustavo pelo apoio, solidariedade e carinho.
A minha familia.

Aos meus amigos da Colémbia e do Brasil.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigcosa, por meio do programa Manejo e
Conservacéao de Ecossistemas Naturais e Agrarios (MCENA).

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pela bolsa outorgada.

A Fundagao Arthur Bernardes (FUNARBE) pelo apoio financeiro.

A organizacdo Francap S.A. e & bidloga Luciana Silva, por facilitar o
material inicial de trabalho.

A professora Lilian Estrela Borges Baldotto pela paciéncia e as
orientagdes.

Aos professores Marcos Paiva Del Giudice, Marcos Rogério Tétola e
Marihus Altoé Baldotto pela disponibilidade em avaliar o trabalho.

Aos professores do mestrado MCENA UFV- Campus Florestal.

Ao professor Divino Lopes da UFMG, pelos conselhos e forca quando
precisava.

Ao pessoal do Setor de Floricultura: “Deborifia”, “Lazifio” e “Chim”.

Aos meus amigos da Republica Abatedouro, “Macumba”, “Picheo”,
“Krevifio” pelo recebimento e pelas raivas (quando tinha que estudar e nao
deixavam).

A meus pais brasileiros Neide e Santos e aos meus irmaos Libério, Tamara
e Adriel pela ajuda, forga, papos e brigas.

Aos meus colegas e demais amigos aqui em Florestal.

A vocé por estar lendo este documento.

Muito obrigado... Gente...



BIOGRAFIA

JORGE AVELINO RODRIGUEZ LOZADA, filho de Gustavo Rodriguez e
Maria Atriz Lozada, nasceu no municipio de Puerto Leguizamo — Putumayo -
Colémbia no dia 28 de dezembro de 1980.

Iniciou os estudos basicos no Escuela Distrital Francisco de Miranda, em
Bogota — Colémbia e no Colégio Nacional Jose Maria Hernandez, em Pto.
Leguizamo — Ptmayo.

No ano de 2000, iniciou o curso de graduagcdo em Agronomia, na
Universidade Nacional de Colébmbia sede Bogota, graduando-se em 2006.

Realizou extensao rural na ONG “CIFISAM” no municipio de San Vicente
Caguan, 2005-2006.

Coordenador do projeto Estabelecimento de 216 ha de cacau, baixo um
sistema agroflorestal, Tumaco Narifio, 2007-2010.

Pesquisador da Fundacion de Asesorias ao sector Agropecuario,
Villavicencio- Meta, 2010-2011.

Assistente de diregdo do Programa Nacional de Assisténcia Técnica
Agropecuaria para os municipios de AMA-CEPROAMA, Villavicencio- Meta, 2012-
2013.

Em 2013, iniciou o curso de mestrado em Manejo e Conservagao de
Ecossistemas Naturais e Agrarios na Universidade Federal de Vigosa Campus

Florestal, concentrando seus estudos na area manejo de agro-ecossistemas.



SUMARIO

3 =5 1 1 Vil
ABSTRARCT ... s X
R 1V 120 010 037 Y 1
2. HIPOTESES.......couciiitcisiiee s sss e s s s sssss s sss s sse s e sassssessssssssssesssnsns 3
3. OBUETIVOS ... oeeeeeeeeeeeeseeee s s e s s ssssss s s s s s sssssssse e s sa s e e e s e s s ansaasssassnnnansnnnnsnnnnnnnnnnnnns 4
K T B @ o] 1= ()Y o e =T = | H PSRRI 4
3.2. ODbjetiVOS €SPECITICOS ....uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiebie et eeeeeeeaeeeeseeennnne 4
4. REVISAO BIBLIOGRAFICA .........ooeeeeirreensiscese s s e ssssnsse s s sssssssnssssasnes 5
4.1. O Setor Avicola e 0s subprodutos gerados ..........ccooeeeiieiiiiiiniiiieee e, 5
4.2. Lodo de esgoto de abatedouros de aves..........cooooeieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeen 5
4.3. Bactérias degradadoras de substancias organicas............cccoeeeeeieeeeeeeennn. 8
4.4. Bactérias promotoras de crescimento de plantas ...........cccccvvciieeeieeeenns 9
4.4.1. Bactérias fixadoras de nitrogénio.............coooeveiiiiiiiiiiiiieeeeeee 9
4.4.2. Bactérias solubilizadoras de fosfato..........cccoeeeeeiiiiiiiiiiniiiiiis 10
ES T I 9 = 7 I 0 11
5.1. Prospecc¢ao de bactérias de lodo de esgoto de abatedouro de aves com
potencial degradador de substancias organicas...........ccccceevvvvieeeeeeeeeveeiinnnnn, 12
INTRODUGAO. ...ttt 13
MATERIAL E METODOS........coiiieeeceee et 15
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccooeieeeeeeeeeeeeee e 17
CONCLUSOES. ...t 22
AGRADECIMENTOS . ... 23
BIBLIOGRAF LA .. 23
5.2. Selecgao de bactérias diazotroficas isoladas de lodo de esgoto de
abatedouro dE AVES ........oi i 28
INTRODUGAO. ..ottt ettt eee e 30
MATERIAL E METODOS ...ttt 31
RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccocoieeeeeeeeeeeeeee e 33
CONCLUSOES. ... ..ottt 39
AGRADECIMENTOS. ...t 39
BIBLIOGRAF A ..ttt 40
5.3. Selecao de bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas de lodo de esgoto
de abatedouro de aves na cultura do MilNO .............eeeviiiiiiiiiiiiiie 44
INTRODUGAO. ..ottt en e 46



MATERIAL E METODOS.......c.cooieeieeeeeieeeeeeeee e 47

RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccoieiieeecee et 49
(0101 N 01 UL T ] =1 T 55
AGRADECIMENTOS. ... .o e e 55
BIBLIOGRAFIA. ... 55
6. CONCLUSOES .......ccciiriririsissese e sss s sss e sss s e s e s s ssssssnssnssnssassnsnnan 59
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccovieiiiceeciscsressssssessssessesssssssssnas 60
8. ANEXOS ......oooeiiiieiieieieeeneeeenenneeensnnnsnsnsasssrerrrrnrnrrrrnnnnnsnnnnnnsssssRmRRRRmmmmmmmnmnnnnnnn 65
8.1. Unidades Formadoras de Colbnia. Trabalho 1 e 3. ........cooeviriiiiiiiieenn. 66
8.2 Caracterizagdes de Colbnias de bactérias degradadoras de substancias
organicas e promotoras do crescimento de plantas...........cccoooeeveriiiiiiiiieneenn. 67
8.2.1 Caracterizacao das colbnias bacterianas amiloliticas.............c............. 67
8.2.2. Caracterizagao das colbnias bacterianas queratinoliticas ................... 68
8.2.3. Caracterizacao das coldnias bacterianas ligninoliticas ........................ 69
8.2.4. Caracterizagao das col6nias bacterianas proteoliticas ........................ 70

8.2.5. Caracterizacao das coldnias bacterianas solubilizadoras de fosfato ...71

8.2.6. Caracterizacido das colOnias bacterianas diazotréficas ....................... 72
8.2.7. Caracterizacao das coldnias bacterianas celuloliticas. ........................ 73
8.3. ANaliSES A€ VANIANCIA. ....uuvvveriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiieeeeaaeeneeseeeeeeeeeeeeeesesannnnnnnne 74
8.3.1. Trabalho 2. Experimento de bactérias diazotroficas ............cooevveennnn..n. 74
8.3.2. Trabalho 3. Experimento bactérias solubilizadoras de fosfato............. 75
o T S T U] = 1 PP 76

Vi



RESUMO

LOZADA, Jorge Avelino Rodriguez, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Junho
de 2015. PROSPECGCAO DE BACTERIAS DO LODO DE ABATEDOURO DE
AVES COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO PARA ACELERAGAO DA
COMPOSTAGEM E PROMOGCAO DO CRESCIMENTO DE PLANTAS.
Orientadora: Lilian Estrela Borges Baldotto. Co-orientadores: Marihus Altoé
Baldotto e Marcos Rogério Totola.

Os lodos de esgoto de abatedouro de aves sdo gerados nas estagdes de
tratamento de efluentes. O descarte destes, sem nenhum tipo de tratamento leva
a contaminagao do sistema agua-solo e proliferacdo de vetores de doengas. Para
atenuar esses problemas, existem na atualidade praticas para o manejo desses
residuos. Para uso na agricultura, é necessaria a caracterizagdo do potencial
agronOmico, presenga de substancias toxicas, presenca de agentes patogénicos
e estabilidade. Além de microrganismos patogénicos, ha a possibilidade de o lodo
abrigar microrganismos com potenciais biotecnolégicos, como as bactérias
degradadoras de substancias organicas e as bactérias promotoras do
crescimento de plantas. Objetivou-se neste trabalho: (i) caracterizar quimicamente
os lodos de esgoto de abatedouro de aves; (ii) isolar, quantificar e caracterizar
bactérias do lodo de esgoto de abatedouro de aves com potencial de degradar
substancias organicas, fixar o nitrogénio atmosférico e solubilizar fosfato; (iii)
selecionar isolados bacterianos diazotréficos com potencial de promocao do
crescimento e desenvolvimento de plantas de milho em casa-de-vegetacao e (iv)
selecionar bactérias solubilizadoras de fosfato natural na cultura do milho em casa
de vegetacgao. Amostras de lodo foram coletadas na FRANCAP S.A. e
processadas no laboratério do Setor de Floricultura da Universidade Federal de
Vicosa, Campus Florestal. Foram determinados os teores totais de
macronutrientes e micronutrientes, a porcentagem de C orgéanico, a relagao C/N e
o pH. Para o isolamento e quantificacdo de bactérias com potencial de degradar
substancias organicas (amido, celulose, lignina, proteina, queratina) e solubilizar
fosfato, 10 g de lodo foram homogeneizados em 90 mL de solugdo salina e dela,
realizaram-se diluicdes seriadas até 107'%. Aliquotas de 100 pL de cada diluigdo
foram transferidas aos meios solidos especificos. Foram determinadas as
unidades formadoras de colénia para cada meio de cultivo. Para as bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico, 10 g do lodo foram homogeneizadas em 90

mL de solucdo salina, e a partir dela, foram realizadas diluigdes seriadas até 10°.
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Aliquotas de 100 uL das diferentes diluicdes foram transferidas, em triplicata, para
frascos de vidro contendo 5 mL dos meios de cultura semissélidos JNFb, NFb,
LGI, LGI-P, JMV e JMVL. Para todos os isolados, colénias individuais foram
purificadas e caracterizadas com relacdo a morfologia da colénia, morfologia
celular e coloragédo de Gram. Para avaliar a fixacdo biolégica de nitrogénio em
viveiro, realizou-se a inoculacdo bacteriana em sementes de milho. O
experimento consistiu de 17 tratamentos (16 estirpes bacterianas e um controle
sem inoculag&o), conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com seis
repeticoes e tendo como unidade experimental um vaso contendo duas plantas de
milho. Aos 45 dias, foram mensuradas as variaveis: altura da planta, nimero de
folhas, diametro do colo, matéria fresca e seca da raiz e parte aérea e conteudo
de N. Para avaliar a solubilizagdo de fosfato natural (FN), realizou-se um ensaio
com dez tratamentos: oito isolados bacterianos + FN, FN e controle. O
experimento foi conduzido por 45 dias, em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeti¢cdes. A unidade experimental foi um vaso com duas
plantas de milho. As varidveis mensuradas foram as caracteristicas de
crescimento da planta. No presente trabalho foi verificado que o lodo de esgoto
de abatedouro de aves apresentou teores de N, P e K, de 9,5, 1,21 e 0,45 dag/kg,
respectivamente. Foi possivel isolar 56 estirpes de bactérias degradadoras de
substancias organicas, sendo dez amiloliticas, duas celuloliticas, 14 ligninoliticas,
dez proteoliticas e 15 queratinoliticas. Os resultados da quantificacdo das
unidades formadoras de colénia variaram entre 21,10 x 10" e 9,55 x 10" g/lodo.
Para as bactérias diazotréficas, foram isoladas 16 estirpes sendo quatro no meio
JMV, duas no JMVL, quatro no NFb, trés no JNFb, uma no LGI e duas no LGI-P.
Todas as estirpes bacterianas diazotroficas apresentaram coloragao gram-positiva
e diferiram na morfologia celular, dez apresentaram formato de bastonete e seis
no formato de cocos. Os maiores indices para a fixagdo de N, nas variaveis
avaliadas, foram obtidos com o isolado UFV L-162, que resultou em uma matéria
seca total de 0,68 g e um conteudo de N de 22,14 mg/planta, representando
incrementos de 74% e 133%, respectivamente, em relagao ao controle. Para as
bactérias solubilizadoras de fosfato, foram isoladas oito estirpes bacterinas. Todas
produziram halo de solubilizagao in vitro, 90% apresentaram formato de cocos
10% de bastonete e todas apresentam coloragdo gram-positiva. Os resultados da
solubilizagao de fosfato mostraram que com a inoculagéo da estirpe LSOF-7 em

conjunto com FN promoveram incrementos na matéria seca de plantas de 20%
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frente ao tratamento contendo apenas FN e 67% em relagcdo ao controle.
Conclui-se que os lodos de esgoto de abatedouros de aves sdo uma fonte de
rigueza organo-mineral que podem melhorar a fertilidade dos solos, além de
apresentarem uma ampla gama de bactérias com potencial de degradar

substancias organicas e promover o crescimento e desenvolvimento de plantas.



ABSTRACT

LOZADA, Jorge Avelino Rodriguez, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June,
2015. BACTERIA FROM POULTRY SLAUGHTER SLUDGE OF EXPLORATION
POTENTIAL FOR BIOTECHNOLOGICAL ACCELERATION COMPOSTING AND
PLANT GROWTH PROMOTION. Advisor: Lilian Estrela Borges Baldotto. Co-
Advisors: Marihus Altoé Baldotto and Marcos Rogério Totola.

The slaughterhouse sewage sludge chickens are generated in wastewater
treatment plants. Disposal of these, without any treatment leads to contamination
of the soil-water system and disease vectors proliferation. To mitigate these
problems exist in current practices in the management of such waste. For use in
agriculture is needed to characterize the agronomic potential presence of toxic
substances, the presence of pathogens and stability. In addition to pathogenic
microorganisms have the possibility to host microorganisms with the sludge
biotechnological potential, such as organic substances degrading bacteria and
bacteria promoting plant growth. The objective of this study: (i) chemically
characterize the slaughterhouse sewage sludge chicken; (ii) isolate, quantify and
characterize bacteria from the slaughterhouse sewage sludge chicken with
potential to degrade organic substances, fixation atmospheric nitrogen and
phosphate solubilizing; (iii) select isolated bacterial diazotrophic with potential for
promoting growth and development of corn plants at nursery and (iv) selecting
natural phosphate solubilizing bacteria in corn in a greenhouse. Sludge samples
were collected in Francap SA and processed in the laboratory of Floriculture
Sector of the Federal University of Vigosa Forestal Campus. We determined the
total contents of macronutrients and micronutrients, the percentage of organic C,
the C / N and pH. For the isolation and quantification of bacteria with potential to
degrade organic substances (amylolytic, cellulose, lignin, protein, keratin) and
solubilize phosphate, 10 g of sludge were homogenized in 90 ml of saline and her
serial dilutions were performed up to 10 2. Aliquots of 100 pL of each dilution
were transferred to solid media specific. They determined the colony forming units
to the culture medium. For atmospheric nitrogen fixing bacteria, the sludge 10 g
were homogenized in 90 ml of saline solution and from it, dilutions were made.
100 pL aliquots of different dilutions were transferred in triplicate to glass bottles
containing 5 ml of semisolid culture media JNFb NFb, LGI, Q-LGI, and JMVL



JVML. For all isolated, individual colonies were purified and characterized with
respect to colony morphology, cell morphology and Gram staining. To evaluate the
biological nitrogen fixation in the nursery, there was bacterial inoculation in corn
seeds. The experiment consisted of 17 treatments (16 bacterial strains and
uninoculated control), conducted in a completely randomized design, with six
replications and with the experimental unit a pot containing two corn plants. At 45
days, the variables were measured: plant height, leaf number, stem diameter,
fresh and dry weight of root and shoot and content of N. To evaluate the natural
phosphate solubilization (FN) was held one test with ten treatments: Eight
bacterial isolates + FN, FN and control. The experiment was conducted for 45
days in a completely randomized design with six replications, the experimental unit
was a pot with two corn plants. The mesuradas variables were the growth
characteristics of the plant. In this study it was found that the poultry
slaughterhouse sewage sludge showed concentrations of N, P and K, 9.5, 1.21
and 0.45 dag / kg, respectively. It was possible to isolate 52 strains degrading
bacteria organic substances, ten amylolytic, two cellulolytic, 15 ligninolytic ten
proteolytic and 15 keratinolytic. The results of the quantification of the colony
forming units ranged between 21.10 x 10" and 9.55 x 10" g / sludge. For
diazotrophs, 16 strains were isolated four JMV, two JMVL, four NFb, three JNFb, a
one LGI and two LGI-P. All nitrogen fixing bacterial strains showed Gram-positive
staining and differs in cell morphology, ten presented rod-shaped and six coconuts
format. The highest rates for nitrogen fixation in the evaluated variables were
obtained with the isolated UFV L-162, which resulted in a total dry matter of 0.68 g
and a nitrogen content of 22.14 mg / plant, representing increments 74% and
133%, respectively, compared to control. For the phosphate solubilizing bacteria,
bacterin eight strains were isolated, all produced in vitro solubilization halo,
showed 90% rod-shaped cocus and 10% and all have gram-positive staining. The
results of the phosphate solubilization have shown that inoculation with LSOF-7
strain together with FN promoted increases in plant dry matter of 20% compared
to treatment containing only FN and 67% compared to control. It follows that the

poultry slaughterhouses sewage sludge are a source of organo-mineral resources
that can improve the fertility of soils, in addition to having a wide range of bacteria
with the potential to degrade organic substances and promote the growth and

development of plants.
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1. INTRODUGAO

A agroindustria brasileira de frango representa 1,5% do Produto Interno Bruno
(PIB) e gera quatro milhdes de empregos (ABPA, 2014). Do total da produgéo de
12,3 milhdes de toneladas, 69% ¢é destinado ao consumo interno e o restante,
31%, ao mercado internacional (UBABEF, 2014). O estado de Minas Gerais
possui muitas granjas produtoras de aves, mas apenas 300 estédo registradas no
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA, 2013), dificultando a fiscalizagdo dos
processos e manejo dos subprodutos.

Um destes subprodutos € o lodo gerado nas estagdes de tratamento de
efluentes, originado ao longo do processo produtivo de abate de aves (SEMAD,
2010). O descarte do lodo de esgoto de abatedouro de aves sem nenhum tipo de
tratamento leva a contaminagcdo do meio ambiente, proliferacdo de vetores de
doencgas, emissdo de odores e gases poluentes (Heck et al., 2012). Para
contornar esses problemas, existem, na atualidade, varias praticas para o0 manejo
desses residuos, dentre os quais estdo os aterros, queimas, incineracéao,
reciclagem, compostagem e como matéria prima para a elaboragao de substratos
(Franco, 2002).

Para uso na agricultura a caracterizacdo do lodo deve incluir os seguintes
aspectos: potencial agrondmico, presenga de substancias toxicas, presenca de
agentes patogénicos e estabilidade, conforme descrito na resolugédo 375 do
CONAMA (CONAMA, 2006). Além de microrganismos patogénicos, ha a
possibilidade do lodo abrigar microrganismos com potenciais biotecnoldgicos,
como as bactérias degradadoras de substancias organicas, as bactérias fixadoras
de nitrogénio atmosférico e as bactérias solubilizadoras de fosfato.

Dentro do primeiro grupo, estdo as bactérias degradadoras de substancias
organicas, entre elas tem-se, por exemplo: (i) as bactérias amiloliticas, convertem
amido em acidos graxos volateis (Gabarra, 2001); (ii) bactérias celuloliticas, tém a
capacidade de degradar os hidratos de carbono poliméricos em compostos
simples, tais como acidos graxos e alcoois (Pires, 2008); (iii) bactérias
ligninoliticas, utilizam como fonte de carbono a lignina (Basto-Neto, 2012); (iv)

bactérias  proteoliticas, degradam proteinas presentes na matéria



organica (Carpiné et al., 2010) e (v) bactérias queratinoliticas, decompdem
estruturas queratinizadas como penas de aves (Pacheco, 2013).

O segundo grupo, das bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico despertam
interesse em conveniéncia dos altos custos econdmicos e ambientais resultantes
da continua aplicagdo de fontes nitrogenadas sobre culturas agricolas
(Guimaraes, 2011). Estas bactérias tém a capacidade de transformar o N;
abundante na atmosfera e que ndo pode ser utilizado pela maioria dos
organismos, na forma inorganica NHs;. A partir dai, a aménia pode ser convertida
em formas orgénicas e inorgéanicas vitais (Cantarella, 2007). O processo
mencionado recebe o nome de fixagédo bioldgica de nitrogénio e é realizado pelas
bactérias conhecidas como diazotréficas, que podem apresentar vida livre, ou
vivem associadas aos tecidos vegetais (Hallmann et al.,1997; Baldotto et al.,
2008).

No terceiro grupo estdo as bactérias que apresentam a capacidade de
solubilizar o fosfato inorganico. O fésforo (P), depois do nitrogénio (N), € o
segundo macronutriente de importancia na produg¢ao agricola mundial (Vance et
al.,, 2003). Grandes quantidades desse elemento sdo aplicadas nas culturas
agricolas e ele pode ser imobilizado pelos coloides dos solos, tornando-se
indisponivel para as plantas (Omar, 1998). Para contornar esse problema, na
atualidade, um foco de estudo s&do as bactérias solubilizadoras de fosfato.
Segundo Rodriguez & Fraga (1999), essas bactérias permitem disponibilizar o
fésforo fixado aos coloides do solo, favorecendo sua absorgédo pelas plantas e
influenciando assim, a regulagao dos ciclos biogeoquimicos nos sistemas agrarios
e naturais.

A capacidade das bactérias de degradar substancias organicas, fixar o
nitrogénio atmosférico e solubilizar fosfato, estimula pesquisas com a finalidade
de isolar, caracterizar e selecionar estirpes que possam promover o crescimento
e desenvolvimento vegetal, com a finalidade de mitigar o impacto que tem sob o
ambiente os subprodutos agroindustriais e a fertilizagao industrial.

O presente trabalho teve como objetivo realizar a prospecgao de bactérias do
lodo de esgoto de abatedouro de aves com potencial de degradar de sustancias

organicas e promotoras de crescimento de plantas.



2. HIPOTESES

Bactérias degradadoras de substancias organicas e bactérias promotoras de
crescimento de plantas habitam o lodo de esgoto de abatedouro de aves.

Bactérias diazotroficas isoladas do lodo de esgoto de abatedouro de aves
promovem o crescimento e desenvolvimento de plantas de milho.

Bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas de lodo de esgoto de abatedouro
de aves promovem o crescimento de plantas de milho quando inoculadas em

conjunto com fosfato natural.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Isolar, caracterizar e selecionar bactérias oriundas do lodo de esgoto de
abatedouro de aves com a capacidade de degradar substéncias orgéanicas e

promover o crescimento de plantas.

3.2. Objetivos especificos

(i) Caracterizar quimicamente o lodo de esgoto de abatedouro de aves.

(i) Isolar e quantificar bactérias amiloliticas do lodo de esgoto de batedouro de
aves.

(iii) Isolar e quantificar bactérias celuloliticas do lodo de esgoto de abatedouro
de aves.

(iv) Isolar e quantificar bactérias ligninoliticas do lodo de esgoto de abatedouro
de aves.

(v) Isolar e quantificar bactérias proteoliticas do lodo de esgoto de abatedouro
de aves.

(vi) Isolar e quantificar bactérias queratinoliticas do lodo de esgoto de
abatedouro de aves.

(vii) Isolar e quantificar bactérias diazotréficas do lodo de esgoto de abatedouro
de aves.

(viii) Isolar e quantificar bactérias solubilizadores de fosfato do lodo de esgoto
de abatedouro de aves.

(ix) Realizar a caracterizagdo morfologica da célula e da colénia dos isolados
bacterianos.

(x) Selecionar os isolados bacterianos diazotréficos promotores de crescimento
e desenvolvimento de plantas de milho.

(xi) Selecionar os isolados bacterianos solubilizadores de fosfato promotores de

crescimento de plantas de milho.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. O Setor Avicola e os subprodutos gerados

A producao de carne de frango do mundo para o ano de 2014 superou as 100
milhdes de toneladas (FENAVI, 2014), constituindo-se em um produto importante
na dieta mundial. Para o caso especifico do continente americano, a FAO estima
a producdo de cerca de 40 milhdes de toneladas, o que representa 40% da
produgdo de aves no mundo (FENAVI, 2014).

No Brasil, o pais atingiu uma produgao de 12,3 milhdes de toneladas de aves,
das quais 69% foram utilizadas para atender o mercado local e 31% para
abastecer os mercados internacionais (UBABEF, 2014).

A industria avicola no Brasil emprega mais de 4 milhdes de pessoas e
representa 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) (ABPA, 2014). Com a exportagao
de 3.918 toneladas, o Brasil € considerado o principal exportador de carne de
aves do mundo (USDA, 2013). O estado do Parana ocupa o primeiro lugar de
producéo, com 31%, seguido por Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e
Minas Gerais com 16, 15, 11 e 8%, respectivamente (UBABEF, 2014).

No estado de Minas Gerais, 4,78% da produgdo tém como destino as
exportacdes (IBGE, 2014). Apesar da existéncia de muitas granjas produtoras de
aves, apenas 300 sao registradas, segundo o Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA, 2013), dificultando a adequada fiscalizagdo dos processos e do manejo de
subprodutos dessa atividade.

Segundo a FAO, os subprodutos da produgéo avicola sdo importantes se
manejados e reciclados de forma adequada. Caso contrario, se tornam vetores de
insetos e parasitas (FAO, 2012).

Esses subprodutos sdo gerados na cadeia de producado e de consumo de
frango, dentre os quais se destacam: (i) farinhas feitas a partir de sangue, ossos,
cascas de ovos, etc.; (ii) compostos organicos produzidos a partir de camas de
frangos; (iii) racdo produzidos a partir aves mortas; (iv) compostos organicos e
biofertilizantes produzidos a partir de efluentes gerados no processo de abate
(FAO, 2012).

4.2. Lodo de esgoto de abatedouros de aves

Nos abatedouros de aves sado gerados efluentes liquidos, como consequéncia

das atividades do processo produtivo: recepcao, despenagem, evisceragao,
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desossa e sangria (SEMAD, 2010). A qualidade do efluente esta diretamente
relacionada com a eficiéncia na separagdo dos 0ssos, visceras, penas e sangue
(FAO, 2012).

Para os langamentos desses efluentes, os d&rgdos ambientais fixam
caracteristicas que regulam e mitigam o impacto que tém sobre rios, solos,
animais, florestas e populagdo. Entre esses caracteristicas estdo: pH, carga
organica, nitrogénio total, fésforo total e demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
(FAO, 2012).

O descarte dos lodos originados na estagdo de tratamento de efluentes sem
nenhum tipo de tratamento leva a contaminacdo da agua e do solo, aumento da
proliferacdo de vetores de doengas, emissdo de odores e poluentes gasosos
(Heck et al., 2012).

Para contornar esses problemas, existem na atualidade varios sistemas para o
manejo desses residuos. E segundo Philippi (2001), as caracteristicas destes
residuos, juntamente com a regulamentagdo ambiental, aspetos econémicos e
obras de infraestrutura séo fatores basicos na definicdo do sistema a implantar.

Um dos sistemas de tratamentos de efluentes mais empregados é do lodos
ativados, que podem ser subdivididos em sistemas de lodos ativados
convencional e de lodos ativados de aeragao prolongada (Philippi, 2001).

Segundo Jordao e Pessoa (2005), nesses processos, o esgoto € misturado ao
lodo ativado e submetido a agitagdo continua e aeragdo em tanques. O lodo
ativado é posteriormente separado do efluente por sedimentagdo. Uma parte do
lodo ativado é restituida ao processo e a outra parte é enviada para o destino
final.

A fundamentagdo principal desse sistema € o controle que se faz do
crescimento bacteriano através da recirculagado do lodo restituido ao sistema, com
o intuito de permitir maior concentragdo de microrganismos no tanque aerador.
Uma maior permanéncia desses microrganismos permite uma melhor eficiéncia
do sistema (Berenger, 2009).

O lodo ativado convencional é constituido por dois decantadores (primario e
secundario), e nesse sistema o lodo tem uma permanéncia de 4 a 10 dias. Esse
periodo propicia eleva a eficiéncia do processo (Sobrinho, 1983). A concentragao
de lodos € elevada, a conveniéncia da recirculagdo dos solidos sedimentados no
decantador secundario, sendo por isso necessaria a remo¢cao de uma maior
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proporcao do lodo e uma estabilizacdo do mesmo, numa etapa posterior (Silva,
2002).

Os lodos ativados de aeracdo prolongada s&o similares ao sistema
convencional, diferenciando-se pelo fato da biomassa permanecer no sistema por
um periodo mais longo (18 a 30 dias), recebendo a mesma carga da demanda
bioquimica de oxigénio do esgoto afluente. Como resultado disso, as bactérias
passam a utilizar a matéria organica para seu metabolismo, permitindo a
estabilizacdo do lodo dentro do mesmo tanque (Sobrinho, 1983). Segundo Von
Sperling (2005), a consequéncia dessa simplificacdo no processo de estabilizagao
gera aumento no gasto de energia para a aeragdo. Por outro lado, a redugao da
disponibilidade de alimento reduz a producdo de lodo e faz com que a aeragao
prolongada seja um dos processos mais eficientes na diminuigdo da DBO.

Para uso na agricultura, a caracterizagao do lodo deve incluir os aspectos de
potencial agronémico, presengca de substancias toxicas, presenca de agentes
patogénicos e estabilidade, atendo as disposi¢des legais do Conselho Nacional
do Meio Ambiente-CONAMA, com a resolucdo numero 375 de 2006. Entre as
partes mais importantes para seu uso, pode-se mencionar:

Sobre os tipos de lodos:

Lodos tipo B: apresentam uma redugao significativa de patdgenos através de
diversos processos de estabilizacio.

Lodos tipo A: apresentam reducgao significativa de patdgenos, mais reducao
adicional de patogenos, além da redugao da atratividade de vetores.

Sobre 0 uso e proibigdes:

Art. 12. E proibida a utilizacéo de qualquer classe de lodo de esgoto ou produto
derivado em pastagens e cultivo de olericolas, tubérculos e raizes, e culturas
inundadas, bem como as demais culturas cuja parte comestivel entre em contato
com o solo.

§ 10 Em solos onde for aplicado lodo de esgoto ou produto derivado, as
pastagens poderdo ser implantadas apds um periodo minimo de 24 meses da
ultima aplicacéao.

§ 20 Em solos onde for aplicado lodo de esgoto ou produto derivado, somente
poderao ser cultivadas olericolas, tubérculos, raizes e demais culturas cuja parte
comestivel entre em contato com o solo bem como cultivos inundaveis, apés um

periodo minimo de 48 meses da ultima aplicagéo.



Art. 13. Lodos de esgoto ou produto derivados enquadrados como classe A
poderdo ser utilizados para quaisquer culturas, respeitadas as restricdes
previstas.

Art. 14. A utilizagdo de lodo de esgoto ou produto derivado enquadrado como
classe B é restrita ao cultivo de café, silvicultura, culturas para producao de fibras
e 6leos, com a aplicacdo mecanizada, em sulcos ou covas.

Para o caso da sanidade do material, a resolugao fixou parametros para cada
tipo de lodo:

e Tipo A de lodo de esgoto ou produto derivado: coliformes termotolerantes
<103 numero mais provavel (NMP) / g de sdlidos totais (ST); ovos viaveis
de helmintos < 0,25 ovo / g de ST, salmonela auséncia em 10 g de ST,
Virus < 0,25 unidade formadoras de placa (UFP) ou unidade formadoras de
foco (UFF) /g de ST.

e Tipo B de lodo de esgoto ou produto derivado: coliformes Termotolerantes
<106 NMP / g de ST; ovos viaveis de helmintos < 10 ovos / g de ST.

Além de microrganismos patogénicos ha a possibilidade de o lodo abrigar
microrganismos nao patogénicos com potenciais biotecnolégicos, como as
bactérias degradadoras de substancias organicas, as bactérias fixadoras de

nitrogénio e as bactérias solubilizadoras de fosfato.

4.3. Bactérias degradadoras de substancias organicas

Bactérias heterotréficas degradam a matéria organica, contribuindo para a
ciclagem de nutrientes ou despoluicdo nos casos de contaminagdo ambiental.
Para esse ultimo caso, o uso de bactérias esta sendo empregado em processos
de recuperacao e despoluicao ambiental (Serafin et al, 2001).

Ja para o caso de bactérias que fazem a ciclagem de nutrientes € uma area
que ainda precisa ser explorada, posto que a potencialidade apresentada por
essas bactérias € promissora. Dentre essas bactérias, destacando-se: (i) as
bactérias amiloliticas, convertem amido em acidos graxos volateis (Gabarra,
2001); (ii) as bactérias celuloliticas, tém a capacidade de degradar os hidratos de
carbono poliméricos em compostos simples, tais como acidos graxos e alcoois
(Pires, 2008); (iii) as bactérias ligninoliticas, utilizam como fonte de carbono a
lignina (Basto-Neto, 2012); (iv) bactérias proteoliticas, degradam proteinas
presentes na matéria organica (Carpiné et al, 2010) e (v) bactérias
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queratinoliticas, decompdem estruturas queratinizadas como penas de aves
(Pacheco, 2013).

As bactérias amiloliticas foram estudadas, por exemplo, por Bastos-Neto et al.
(2012), os quais isolaram diversos morfotipos a partir de cascas de mandioca,
com foco na producao de enzimas de possivel uso industrial.

Ja as bactérias celuloliticas foram estudadas por Lara & Acosta (2013), que
isolaram mais de 30 estirpes de estomago de térmitas, procurando demostrar a
importancia dessas para a ciclagem de nutrientes.

A biodiversidade de bactérias ligno-celuloliticas em serapilheira de Mata
Atlantica foi estudada também por Bogado (2009) o qual encontraram 51
morfotipos diferentes, dos quais sé um pequeno grupo teve a capacidade de
degradar residuos ligno-celuloliticos.

As bactérias proteoliticas tém a capacidade de colonizar e sobreviver em
diferentes ambientes, como no leite cru refrigerado a baixas temperaturas sendo
um problema para a preservacao e sanidade deste e outros produtos (Arcuri et al.
(2008).

De modo semelhante para algumas bactérias ja mencionadas, as bactérias
queratinoliticas tem a capacidade crescer em diferentes ambientes. Afirmacao

constada por Lucas et al. (2003), onde isolaram 33 estirpes bacterinas dos solos.

4.4. Bactérias promotoras de crescimento de plantas

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) podem colonizar
diferentes 6rgédos das plantas e exercem efeitos benéficos sobre as mesmas.
(Amorim & Melo, 2002).. Essas bactérias podem promover aumentos na taxa de
germinagdo de sementes, no crescimento e desenvolvimento de orgaos
vegetativos, na producao de flores e no rendimento das culturas em casa de

vegetacao e no campo (Amorim & Melo, 2002).

4.4.1. Bactérias fixadoras de nitrogénio
O N ¢é geralmente considerado o nutriente mais limitante para o
desenvolvimento vegetal (Franco & Ddbereiner, 1994). Na maioria dos solos
tropicais, a produgao das culturas é severamente limitada pela deficiéncia de N.
Dessa forma, a fixacado biologica do nitrogénio (FBN) é uma alternativa para um
manejo sustentavel dos solos (Hungria et al., 2000). A FBN é o processo pelo
9



qual o N, atmosférico inerte é transformado em NH3;, forma biologicamente util
para 0s organismos.

A selecdo de bactérias diazotroficas pode ser feita por meio da deteccao da
atividade da enzima nitrogenase em culturas bacterianas (Park et al., 2005), pelo
método de reducdo de acetileno ou por bioensaios como o desenvolvido por
Doébereiner (1995). Esse método consiste em cultivar as bactérias em um meio
semi-solido, isento de N, e observar a formacdo de uma biopelicula aerotaxica
caracteristica, seguida de repicagens sucessivas no mesmo meio.

Nos ultimos anos, a pesquisa cientifica vem trabalhando em busca de
alternativas para a adubagado nitrogenada, através de genodtipos com maior
potencial para FBN (Urquiaga et al., 1997), de praticas usadas no manejo da

cultura que poderiam amplificar a FBN (Baldani et al., 1996).

4.4.2. Bactérias solubilizadoras de fosfato

Junto com o N, o fésforo (P) € um dos nutrientes mais necessarios para a
nutricdo das plantas, exercendo fungdes metabdlicas estruturais, funcionais e de
transferéncia de energia (Nahas, 1994). A disponibilidade desse nutriente no solo
€ bastante limitada, havendo a necessidade da aplicacao de fertilizantes soluveis
para adequado crescimento das plantas (Vassileva et al., 1999). Uma alternativa
ao processamento quimico tradicional € o emprego de micro-organismos
solubilizadores de fosfato, ja que esses podem aumentar a quantidade de P
prontamente disponivel para a planta.

A capacidade dos microrganismos em solubilizar fosfatos inorganicos, é
atribuida a reducédo do pH do meio, principalmente pela exsudagado de acidos
organicos (Withelaw, 2000). Essa capacidade das bactérias em solubilizar fosfato
inorganico estimula pesquisas com a finalidade de isolar, caracterizar e selecionar
estirpes mais eficientes em promover o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (Baldotto et al., 2010), com o intuito de reduzir a aplicagao de fertilizantes
fosfatados, mitigar os efeitos sobre o meio ambiente e baixar os custos de

produgao das culturas.
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5. TRABALHOS
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5.1. Prospeccéo de bactérias de lodo de esgoto de abatedouro de awen potencial
degradador de substancias organicas

Resumo:Os lodos produzidos nas estagfes de tratamento de eflderdbstedouros de
aves sdo uma fonte de riqueza quimica, organica e micrgicml§ue ainda precisa ser
explorada. Objetivou-se neste estudo: (i) realizar actenizacdo quimica do lodo de
esgoto de abatedouro de aves e (ii) isolar, quantificarazterizar bactérias amiloliticas,
celuloliticas, ligninoliticas, proteoliticas e queratitiohs provenientes do lodo. Amostras
de lodo foram coletadas na FRANCAP Sefprocessadas no laboratério da Universidade
Federal de Vigosa Campus Florestal. Foram determinadésooss totais de macro e
micronutrientes, a porcentagem de C organico, a relaca® CoNoH. Para quantificacao
bacteriana, 10 g de lodo foram homogeneizados em 90 mL deéicddatina e dela,
realizaram-se diluicbes seriadas até1(liquotas de 100 pL de cada diluicdo foram
transferidas aos meios especificos. Foram determimadasidades formadoras de colbnia
para cada meio de cultivo. Colbnias individuais foram maifas e caracterizadas com
relacdo a morfologia. O lodo apresentou teores de N, Pde R,5, 1,21 e 0,45 dag/kg,
respectivamente. No total, foram purificados e caractly&zeb?2 isolados, sendo dez
amiloliticos, dois celuloliticos, 15 ligninoliticos, dez pudfecos e 15 queratinoliticos. Os
resultados da quantificacdo das unidades formadoras deacoknmé@ram entre 21,10 x
10" a 9,55 x 1&. Conclui-se que os lodos de abatedouros de aves sdocouteade
riqueza organo-mineral que podem melhorar a fertilidade adlos,salém de apresentar

uma ampla gama de bactérias com o potencial de degradtirsiias organicas.

Palavras-chavesmicrobiologia agricola, matéria organica, residuos saélidos

Prospeccion de bacterias de lodo de alcantarilla de mataderos @akes con potencial

degradador de sustancias organicas.

Resumen Los lodos producidos en las depuradoras de aguas residualesaderoste

aves de corral son una fuente de riqueza quimica, organicargbimlégica alun por

explorar. El objetivo de este estudio: (i) que realiaardracterizacion quimica de lodos de

matadero de aves (i) aislar, cuantificar y caraceritas bacterias amiloliticas,
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celuloliticas, ligninoliticas, proteoliticas y queratitiohs provenientes del lodo. Muestras
de lodos se recogieron en Francap SA y fueron tratadsldadyoratorio de la Universidad
Federal de Vicosa Campus Forestal. Se cuantificé dldetanacro y micronutrientes, el
porcentaje de C organico, la relacion C / N y el pH. Paneaento bacteriano, se
homogeneizaron 10 g de los lodos en 90 ml de solucion salirse Nevaron a cabo
diluciones en serie hasta 0 Alicuotas de 100 ul de cada dilucién se transfirieron a
medios especificos. Se determiné las unidades formadocadoaéas al medio de cultivo.
Las colonias individuales se purificarén y caracterizax@m respecto a la morfologia. El
lodo mostré concentraciones de N, P y K, 9,5, 1,21 y 0,45 dagrédgectivamente. En
total, se purificé y caracterizé 52 aislamientos, diez delsloliticas amilolitica, 15
ligninolitico diez proteoliticas y 15 queratinoliticos.d cesultados de la medicion de las
unidades formadoras de colonias oscilaron entre 21,10'xa19,55 x 1&. De ello se
desprende que los mataderos de aves de lodo son una fugqteeda 6érgano-mineral que
puede mejorar la fertilidad del suelo, ademas de contenearnpba gama de bacterias

con el potencial para degradar sustancias organicas.

Palabras claves:microbiologia agricola, matéria organica, residuos sslido

INTRODUCAO

A industria avicola no Brasil emprega mais de 4 milhdes deopss representa 1,5%
do Produto Interno Bruto (PIB) (ABPA, 2014). Em 2013, o paigiatinma producao de
12,3 milhdes de toneladas de aves, das quais 69% foram utilpadeestender o mercado
local e 31% para abastecer os mercados internacitBABEF, 2014), permitindo que o
Brasil fosse considerado o principal exportador de carnevele @do mundo com 3.918
toneladas por ano (USDA, 2013). O estado do Parana ocupaeargringar de producao
com 31%, seguido por Santa Catarina, Rio Grande do SuR&#o e Minas Gerais com
16, 15, 11 e 8%, respectivamente (UBABEF, 2014). No estado ds Kmais, 4,78% da
producédo tém como destino as exportacdes (IBGE, 2014) e algesristéncia de muitas
granjas produtoras de aves, apenas 300 sdo registradas (IMA, #@kB)tando a
adequada fiscalizagdo dos processos e do manejo de subpaehitoagroindustria.

Um dos subprodutos gerados no setor avicola é o lodo dgdestde tratamento de
efluentes de abatedouros, que sédo originados em toda a cadeiaddedo de aves,
comecando na lavagem dos pisos e nas etapas de recebimgietuzacido de caixas,
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abate, sangria, escaldamento, depenagem, visceramentoanresfo, embalagem e
expedicdo(SEMAD, 2010). O lodo pode ser definido como uma mistura de sulestanc
gue geralmente se caracteriza por apresentar minevigjes e particulas provenientes
de matéria organica decompostasuspensano meio aquoso (CONAMA, 2006).

O descarte desses lodos originados nas estacdes dentata® efluentes sem nenhum
tipo de tratamento leva a contaminacdo da agua e doaot®ento da proliferacdo de
vetores de doencas e emissdo de odores e poluentessgéidesk et al., 2012). Para
contornar esses problemas, se destacam na atualideate praiticas para 0 manejo desses
residuos, dentre os quais estdo 0s aterros, queima, agéinereciclagem, compostagem,
transformac@o em biofertilizantes e como matéria gnirara a elaboracédo de substratos
(Franco, 2002).

Para uso na agricultura, a caracterizacdo do lodo delterins seguintes aspectos:
potencial agrondmico, presenca de substancias toxicasnpaede agentes patogénicos e
estabilidade, conforme descrito na resolu¢cdo 375 do CONAMMNEMA, 2006). Com
relacdo a presenca de agentes patogénicos, considera-sent@ladeade diferentes
microrganismos como coliformes termotolerantes, ovogeisade helmintos, salmonela e
virus entéricos (CONAMA, 2006).

Além de microrganismos patogénicos, ha a possibilidade de o #&migar
microrganismos nao-patogénicos com potencial biotecnologicono as bactérias
degradadoras de substancias organicas. Dentre essas bagtEm por exemplo: (i) as
bactérias amiloliticas, que convertem amido em acido®gnraxateis (Gabarra, 200X)i)
as bactérias celuloliticas, que possuem a capacidade delategsahidratos de carbono
poliméricos a compostos simples, tais como acidos graxaisoois (Pires, 2008); (iii)
bactérias ligninoliticas, as quais utilizam a lignina cooatd de carbono (Basto-Neto,
2012); (iv) as bactérias proteoliticas, que degradam proteiessnpes na matéria organica
(Carpiné, et al.,, 2010) e (v) as bactérias queratinaditique decompdem estrutira
gueratinizadas, como penas de aves (Pacheco, 2013).

S&do inimeros 0s servicos ambientais que prestam agidm@eés agrecassistemas,
alguns notadamente conhecidos e manejados, como osaimesutle bactérias fixadoras
de nitrogénio(Dbbereiner, 1995k solubilizadoras de fosfato natural (Baldotto et al.,
2010). Outros conhecidos a longo tempo, mas pouco utilizaduosrcialmente, como a
capacidade de reciclar nutrientes e acelerar os precelsodegradacdo de matéria
organica.
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Para América Latina o0 manejo dos subprodutos agroinduséridés vital importancia
devido ao crescente volume produzido anualmente (FAO, 1983). Segumiesma
entidade, o maior limitante para este manejo, é adealgacotes tecnolégicos econdémicos
e de facil uso. Dentro desse contexto, pesquisas biotecrasdgidtadas a selecdo de
bactérias que sejam capazes de transformar, reduziigamus impactos ambientais que
geram os subprodutos das diferentes agroindustrias sdoddmeja

O presente trabalho teve como objesiv@) caracterizar quimicamente o lodo de esgoto
de abatedouro de avesig {solar, quantificar e caracterizar bactérias oriurdtatodo de

esgoto de abatedouro de aves com potencial de degradar salssbaganicas.

MATE RIAL E METODOS

Coleta das amostras de lodo

Amostras de lodo foram coletadas no sistema de tratardengfluentes do tipo Lodos
Ativados / Aeracao Prolongada de um abatedouro de avesqastie a FRANCAP S.A.,
localizado municipio de Para de Minas, MG. As amostrasrfdransportadas para o Setor
de Floricultura da Universidade Federal de Vigcosa, Campusdtdr onde foram

realizados os trabalhos microbioldgicos nos anos de 22034

Caracterizacao quimica do lodo

Amostras do lodo foram secas em estufa de circulacéadara 60 °C e enviadas para o
Laboratério de Andlise de Solos Vigosa Ltdaara determinacdo dos teores totais de
nitrogénio (N),fosforo (P), potéassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg)xofre (S), ferro
(Fe), zinco (Zn), cobre (Cu), manganés (Mn), borg (B)palto (Co), porcentagem de C
organico, relacéo entre carbono e nitrogénio (C/N) e pH (BEMBA, 1997).

Isolamento e quantificacdo de bactérias degradadoras de substanciganicas
Amostras de 10 g do lodo foram homogeneizadas em 90 mL decshigia (NaCl,
0,85 g L) e a partir dessa diluicdio (Y0foram realizadas diluicées seriadas até®10
Para o isolamento de bactérias amiloliticas, aliquotas del1@6 gada diluicdo foram
transferidas para placas de Petri contendo meio séliktiwddo de 10 g de amido, 0,4 g
de cloreto de aménio (Ni&I), 0,8 g de fosfato de potassio dibasiceHRQO), 0,12 g de
cloreto de célcio (CagkH,0), 0,12 g de sulfato de magnésio (MgS®,0), 15 g de
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agar bacteriolégico, 2 mL do fungicida Cerconil (0,17,L1000 mL de agua destilada,
seguindo-se incubacdes por 3 dias (Bastos-Neto et al., 2012).

Para o isolamento de bactérias celuloliticas, armmste 100 pL de cada diluicdo foram
transferidas para placas de Petri contendo meio sotidstituido de 10 g de celulose
microcristalina (CMC), 3 g de nitrato de sbédio (NajNOl g de sulfato de aménio
(NH4)2SQy, 0,5 g sulfato de magnésio (Mgg8(0,5 g de cloreto de potassio (KCI), 10 g de
sulfato de ferro heptahidratado (FeS®,0), 20 g de agar bacteriol6gico, 2 mL de
fungicida Cerconil (0,1 g £), 1000 mL de agua destilada, pH ajustado para 6,5 com acido
sulfdrico (HSOy) e/ou hidroxido de potassio (KOH). Apds incubacédo a 30°C d@s3
10 mL de corante vermelho congo (2,5 Q) lem tamp&o Tris HCI, 0,1 mol™. pH 8,0
foram adicionados as placas por 30 min, seguido da lavegen® mL de cloreto de sédio
(NaCl, 0,5 mmol [*) (conforme método Bortolazzo, 2011).

Para o isolamento de bactérias ligninoliticas, an®diea 100 pL de cada diluicdo
foram transferidas para placas de Petri contendo soéido constituido de 1,2 g de nitrato
de 3,0 g de fosfato de potassio monobasico, 6,0 g de fosfatdaabsipalibasico, 0,2 g de
sulfato de magnésio heptahidratado, 0,05g de cloreto de dalefil,g de sulfato de zinco
0,01g de sulfato de manganés, 1,0 g de extrato de levedura, 10,Qmrde L5 g de agar
bacteriolégico, 2 mL do fungicida Cerconil (0,1 §)Le 1000 mL de &guadestilada, pH
ajustado para 6,5 com acido sulfurico,8y) e/ou hidréxido de potassio, seguindo-se
incubacdo a 30°C por 3 dias (conforme método de Bogado, 2009).

Para o isolamento de bactérias proteoliticas, ansod&d 00 puL de cada diluicdo foram
transferidas para placas de Petri contendo meio sétidstituido de 100 mL de leite
desnatado, 5 g de peptona de carne, 3 g de extrato de levedura, dgag lkecteriologico,

4 mL de fungicida Cerconil (0,1 g™, 1000 mL de &gua destilada, pH ajustado para 6,5
com &cido sulfurico e/ou hidroxido de potéassio, seguindarseibacdes a 30°C por 3dias
(conforme método de Bach, 2010).

Para o isolamento de bactérias queratinoliticas, aazode 100 pL de cada diluicdo
foram transferidas para placas de Petri contendo médtm sonstituido de 1 g de farinha
de pena, 0,5 g de cloreto de sddio, 0,3 g de fosfato de potassicali®ed g de fosfato de
potassio monobasico, 15 g de agar bacteriolégico, 2 mLrdgcfda Cerconil (0,1 g 1),
1000 mL de &gua destilada, pH ajustado para 6,5 com &cido sulf&ri&oyj e/ou
hidréxido de potassio, seguindo-se incubacdes a 30°C por Ad@inha de pena foi
confeccionada por meio da lavagem das penas em detergéonte X-100 1% por 24

16



horas, seguido da lavagem em agua destilada, secagemuéemae80 °C e moagem em
moinho tipo Willey (Bach, 2010).

Para todos os meios de cultivo foram quantificaddsaagerias por meio da obtencéo
das Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Para a purificacdo dos isolados bacterianos, coloniagdndis presentes nas maiores
diluicbes dos meios de cultivo foram transferidas pa® liquido DYGS (2 g de glicose,
2 g de acido mélico, 1,5 g de peptona bacteriologica, 2g decegEdevedura0,5 g de
K.HPQ,, 0,5 g de MgS®@Q7H;0, 1,5 g de acido glutdmico, em 1000 mL de agua destilada
e pH ajustado para 6,8 ) e mantidas a 3@°T20 rpm por 24 h. Em seguida, as bactérias
foram transferidas para placas de Petri contendo o one®io de cultivo para verificacao
da pureza dos isolados. Os isolados foram estocados emuliggilasticos contendo

agua destilada autoclavada para uso de rotina.

Caracterizacao morfoldgica dos isolados bacterianos

Todos os isolados bacterianos foram caracterizadosiderando-se as caracteristicas
das coldnias e das células. Aos cinco dias de cresnan meio solido DYGS, as
colénias bacterianas foram caracterizadas em tamanhma f(circular ou irregular),
elevacdo (plana, lente, convexa, pulvinada, umbonaddilizada), bordo (ondulado,
lobado, dentado, filamentoso, inteiro) e superficie (pleuggsa, papilada) como proposto
por Perin (2002). Para caracterizacdo celular foramidenaglos as variaveis formato
celular e coloragdo de Gram (Gram, 1884). O teste Gram stansm tratar
sucessivamente um esfregaco bacteriano em uma lamina rEagente cristal violeta, por
um minuto, lugol, por um minuto, alcool por cinco segundos earsaf por trinta
segundos, e depois, a lamina foi visualizada ao microscomo. 6tAs bactérias que
adquiriram coloracdo azul-violeta foram caracterizadasocgmam-positivas e as de

coloracdo vermelha como gram-negativas.
Analises estatisticas

Os dados obtidos de UFC sofreram transformacéo logaripareaposterior calculo da
média e erro padrdao da média para cada meio de cultivoirée repeticoes.

RESULTA DOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo quimica do lodo
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Os dados das andlises quimicas do lodo de esgoto de abatedoanesdesao
apresentados na tabela 1. Os valores apresentados dieser@latados na literatura para
outros lodos provenientes de estacbes de tratamento deteglueComo exemplo,
Armstrong (2006) observou valores de 0,51, 0,02 e 0,20% para N, Respctivamente,
ao estudar o lodo proveniente de reator anaerébio de lodzdiddid(Ralf) da Estacédo de
Tratamento Atuba. Em pesquisa feita sobre a producao demgaoirrigada com lodo de
estacdo de tratamentos de efluentes doméstico, ossvedoaen de 2% para N e 5% para K
(De Oliveria et al., 2013). Neste mesmo sentido, Ribeia. §2012) estudando sobre a
producéo de mamoeiro com lodo de esgoto, reportaram valoresspas@cronutrientes N,
P, e K de 0,7, 0,02, 16%, respectivamente. Os habitosmntdcao das espécies, 0 tipo
de residuo e o sistema de tratamentos dos efluenteszifloea composicdo quimica dos
lodos (Meurer, 2000).

Tabela 1. Analise quimica dos teores totais do lodo de epgmteniente da Estacdo de Tratamento Lodos

Ativados / Aeracado Prolongada da Organizacdo FRANCAP S

N P K Mg S CO Zn Fe Mn Cu B pH C/N
dag/kg mg/kg (H0)
9,5 1,21 0,45 1,35 0,18 18,72 517 1908 114 342 8,3 6,7 1,96

Teores Totais, determinados no extrato acido ( acidemitdm acido percldrico)
N - Método do Kjeldahl
CO - Método Walkley Black

Com base nos resultados obtidpede-se afirmar que os lodos produzidos em
abatedouros de aves sdo uma fonte de riqueza quimico-orgémge podem ser
destinados para diversos usos. Santos et al. (2014), tendoirgoncigue o lodo de esgoto
da mesma estacdo de tratamentos proporcionou aumentertiidafie dos subtratos,
elevando principalmente os niveis de N, Ca e P. Em ensabzados por Neto et al.
(2012), nos quais as analises quimicas de lodo apresentalades similares aos
ercontrados na tabela 1, os autores verificaram que a pageem de germinacao de
algodoeiro foi proporcional ao aumento da concentracdmodseslidos na agua residual.
Assim, pode-se inferir que quanto, ma@concentracdo de matéria organica na agua,
maiores serdo os teores de acido humicos (Costa 20@8), cujo efeito no crescimento e
desenvolvimento de plantas ja foi amplamente relatadderatura (Baldotto e Baldotto,
2014). Ribeiro et al. (2012), estudando mamoneira irrigadadifementes concentracdes
de lodo de esgoto de estacdo de tratamentos de lodo doméstiftoaram que o0 uso
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desse produto proporciona uma boa produtividade em compacagdo a adubacao
convencional.

Pelos valores observados na tabela 1 e pelas pesépitas por diversos autores (Neto
et al., 2012; Ribeiro et al., 2012; Santos et al. 2014; Costh, 2008), pode-se afirmar
gue os lodos podem ser utilizados como biofertilizantes pkmatas que nao sejam
utilizadas como pastagem ou cultivos olericolas, tubé&celaulturas inundas ou outras
culturas que cuja parte comestivel esteja em contatoocsmio, atendendo a resolugéo
N° 375, de 29 de Agosto 2006 do CONAMA, bem como para comporerrasabs
condicionadores de solos e como observado no presainéhty, como fonte inicial para
isolamento de bactérias com potencial biotecnolégico.

Quantificacéo e isolamento de bactérias degradadoras substancias organicas

Na Tabela 2, apresentam-se 0s numeros de isoladteidoaas aerdbicos como o
potencial de biodegradar diferentes compostos organicos, g cultura e o lagdas
unidades formadoras de colbnias (UFC), Esses resultadetemefo tipo de manejo de
lodo usado na empresa FRANCAP S.A. O sistema de lododativéllizado para o
tratamento de aguas residuais caracteriza-se por ser wesgoono qual uma massa
biolégica cresce e flocula sempre em presenca de oxig@eionitindo assim a
proliferacdo de microrganismos aerébicos (Sobrinho, 19833teNmesmo sentido, 52
morfotipos de bactérias foram isolados dos cinco megpecificos de cultura com a
potencialidade degradar matéria organica, ja que, 95% da populag@biana presente
na matéria organica pertencem ao grupo das populacdo ramaopiesente na matéria
organica pertencem ao grupo das decompositoras e principalb@satérias heterotroficas
gue sao as responsaveis pela biodegradacao da fracdo osgdiniehda matriz (Ferreira,
2006).

Tabela 2. Numero de isolados bacterianos, diluicdes piorespecifico de cultivo e LegUnidades
Formadoras de Coldnia. (UFC) por grama de lodo.

Meio de cultivo N° de isolados Diluicdo Log UFC
Amilolitico 14 10° 12,8
Celulolitico 2 10" 16
Queratinolitico 11 108 13,5
Ligninolitico 15 10%° 14
Proteolitico 10 108 12
Total 52
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O numero de isolados bacterianos amiloliticos, 13HIBa2), corresponde, de forma
proporcional, ao trabalho de Bastos-Neto et al. (2012), os goeasitraram 19 morfotipos
de bactérias isoladas da casca de mandioca. Ao fazenwersdo logaritmica das
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) do valor encontraridse @&tores o resultado foi
inferior (7,4) ao encontrado no presente trabalho (1E&e fato confirma que o manejo
da FRANCAP S.A. reflete a riqueza microbiolégica amilolitipatencial apresentado
pelos lodos para a producdo de enzimas amilases (De JesusARQtRierque et al.,
2010).

Para as estirpes celuloliticass resultados da tabela 1 apresentam apenas 2 isolados
bacterianos, mas os valores absolutos das UFC foranaissaltos, 16gio0urc/g de lodo.
Ressalta-se que para este meio de cultivo a diferencragéolégica das bactérias foi
dificultada pela coloracdo escura do meio e pelo fato darimalas colbnias bacterianas
ser translicido. Na literatura existem relatos, por el@nde Giovedy (2011), que obteve
73 tipos de bactérias celuloliticas de serrapilheiragdas 34% apresentaram capacidade
de degradacao in vitro. Outros estudos reportam o isolam#nt89 morfotipos de
bactérias, das quais 9 apresentaram resultados posidvdegnadacdo de celulose de
serrapilheira (Lara & Acosta, 2013). Nessa mesma pesqgeisdora 0S autores
verificassem maior niumero de isolados de bactérigsiirs#n-se incubacbes a 30°C por
3dias foi de 8, metade do valor apresentado na tabela 2 f@ado de abatedouro de aves

Para as bactérias queratinoliticedm base m®numeros encontrados na tabela 2 (15
isolados) e (13,Bqo0urd/g), pode-se afirmar que o lodo de abatedouro de aves &presen
valores elevados, tendo em conta o tipo de materiad, ggtudos feitos por Lucas at
(2003) encontraram 33 isolados bacterianos queratinolibicbdos diretamente de penas
de galinhas..

As bactérias ligninoliticas apresentaram os reaigalores para nimero de isola@os
de UFC (Tabela 2). Sdo poucos os trabalhos sobre o isuanae bactérias
decompositoras de lignina. Bogado (2009), investigando a biodiadeside bactérias
lignoceluloliticas em serapilheira da Mata Atlanticagaenirou 51 morfotipos de bactérias
e com 8g10urd/g de compa®; 0 mesmo autor afirma que do total das bactérias, s6 20%
apresentaram a capacidade de degradar lignina.

Dentre as bactérias estudadas, as proteoliticagafamesn os menores valores de UFC
(Figura 1), apesar da capacidade ampla de colonizar e peemanediferentes tipos de
ambientes. Arcuri et al. (2008), encontrram em leite crir@gerado a 2°C valores des5,
lngrourc/ M, indicando uma alta concentracéo desse tipo de l@adt@ssa mesma linha de
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estudg outra pesquisa com leite refrigerado a,45tteve 2,3 log UFC / ml (Pinto et al.,
20006, reafirmando o dito anteriormente sela capacidade de permanéncia em diferentes

condicbes ambientais.

Caracterizacdo morfolégica dos isolados bacterianos

Realizou-se a caracterizacdo dos 52 isolados lsamisrobtidos a partir de lodo de
esgoto de abatedouro de aves, acompanhando os critériostgsgpasPerin (2002) e a
coloracdo de Gram (1884). Os resultados sédo apresentadosabeas 3 e 4,
respectivamente. Nessas tabelas, observa-se a elewstaiddde morfolégica que
apresentaram as coldnias bacterianas isoladas do ledgok® de abatedouro de aves.

Tabela 3. Caracterizagdo celular das bactérias isaliedaslo de estacao de tratamentos de efluentes de

abatedouro de aves.

Isolados Formato Celular Coloracdo Gram
Amiloliticos 50% Bastonete 100% gram positivo

50% Cocos

Celuloliticos n.i* n.i.*

Ligninoliticos 10% Bastonete 90% gram positivo
90% Cocos 10% gram negativo

Proteoliticos 30% Bastonete 90% gram positivo
70% Cocos 10% gram negativo

Queratinoliticos 30% Bastonete 90% gram positivo
70% Cocos 10% gram negativo

* n.i Nao identificado

Embora os isolados bacterianos apresentem diversidadeords, formas e
tamanho, em geralcompanham uma tendéncia, por exemplo, quase 80% possuem
tamanho superioa 1mm, borda inteira, formato celular de cocos e sao g@sitivos.

Faria et al. (2006) também observaram uma elevada intadéa bactérias gram-positivas
no lodo de esgoto das estacdes de tratamento de Franca e, Bafoex 61% em um total
de 77 e 143 isolados, respectivamente. Esses mesmossdnferieam que as bactérias

gram-positivas mais comuns no lodo pertenceriam aos géBawillus

21



Tabela 4. Caracterizagdo morfolégica das colénias das tGpessbacterianas isoladas de estacdo de
tratamentos de efluentes de abatedouro de aves.

Isolados Tamanho Forma Elevacéo Borda Superficie Coloragéo Muco
Amiloliticos 60% > 1 mm 90% circular  80% plana 70% inteira 90% lisa 100% branco -
40% <1 mm 10% irregular  20% lente 20% ondulada  10% rugosa
10% dentada
Celuloliticos n.i 100%circular  n.i* 100% inteira n.i* 100%translicida -
Ligninoliticos ~ 100% > 1mm 71% circular  64% plana 64% inteira 100% lisa 79% branco -
29% irregular  26% lente 21% dentada 21% translucida
15% lobada
Proteoliticos ~ 89% >1 mm 67% circular  56% convexa  80% inteira 90% lisa 70% branco +

Queratinoliticos

11% <1 mm

67% >1 mm

33%< 1 mm

33% irregular

80% circular

20% irregular

44% lente

60% plana
26% lente

14% convexa

20% ondulada

93% inteira

7% dentada

10% rugosa

100% lisa

20% creme

10% vermelho

73% branco -

27% translicida

* n.i. : Nao identificado

Como foi possivel observar neste trabalho, ndssl de efluentes de estacbes de

tratamentos de abatedouros de aves existem agentes nidgmbi® que interatuam e

convivem, cumprindo fungbes especificas e/ou com a potencialidadelegradar

compostos ou substancias organicas variadas. Esta elevadsiddie permite criar

frentes de investigacdes em diversos campos, que culmingroeassos biotecnoldgicos

aplicaveis diferentes areas da sociedade. Entre apedenciais cita-se 0 manejo dos

ecossistemas urbanos e agrarios, uma vez que, emdazagiao dos microrganismos

degradadores de matéria organica, os subprodutos das agraasdistnmo por exemplo,

residuos de culturas, lodos de esgotos e residuos domiciiadeEsn entrar em processos

de ciclagem de nutrientes, diminuindo assim o impacto dessé&fuos sobre sobo

ambiente.

CONCLUSOES

1. O lodo de esgoto de abatedouro de aves apresenta diversidadenaure

morfologica de bactérias com potencial degradador de suiast@mganicas.
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2. Estéo presentes no lodo de esgoto de abatedouro de aveslemm crescente de
guantidade as bactérias celuloliticas, ligninoliticas, ditilas, queratinoliticas e
proteoliticas.

3. O lodo de esgoto de abatedouro de aves apresenta potenciat@ara fertilidade

dos solos por possuir elementos essenciais para wvdésmento das plantas.
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5.2. Sele¢do de bactérias diazotroficas isoladas de lodo de esgotabd¢edouro de

aves

Resumo: Os altos custos econémicos e ambientais gserpdla continua fertilizacdo
nitrogenada tém incrementado o interesse na procura deasstpie possam diminuir a
aplicacado de fertilizantes sem po6r em risco os rendosedas culturasO trabalho
objetivou: (i) isolar e quantificar bactérias diazota$ do lodo de esgoto de abatedouro
de aves em diferentes meios de cultura; (ii) caraeteas bactérias de acordo com a
morfologia celular e morfologia da colbnia e (iii) &&ao crescimento e contetdo de N
em plantas de milho em resposta a inoculacao conaml@®bacterianos diazotréficoslo
total obtidos isoladas 16 isolados bacterianos, sendo quatreio JMV, dias no JMVL,
guatro no NFb, trés no JNFb, umalrGl e duas o LGI-P. Todas as estirpes bacterianas
apresentaram coloracédo gram positivez i3olados apresentaram formato de bastoeete
seis apresentaram formato de cocos. Para avalidagad@ biologica de nitrogénio em
viveiro, realizou-se a inoculacdo bacteriana em stsede milho. O experimento
consistiu de 17 tratamentos (16 estirpes bacterianas eountnole sem inoculacao),
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, comepeiicdes e tendo como
unidade experimental um vaso contendo duas plantas de. rAiso 45 dias, foram
mensuradas as variaveis: altura da planta, nimero de,fdidasetro do caule, matéria
fresca e seca da raiz e parte aérea e conteudo de N.i@ssmalores das variaveis
avaliadas foram obtidos com o isolado UFV L-162, que cujeuilacdo resultou em uma
matéria seca total de 0,68 g e um conteudo de N de 22,14 mg/pEpresentando
incrementos de 74% e 133%, respectivamente, em relacaonaolecoConclui-se que
bactérias diazotréficas habitam lodo de esgoto de abatedeuaves e apontam para a
possibilidade do uso das estirpes selecionadas como umaataerpara estimular o

desenvolvimento vegetal e enriguecimento de inocularaash@®fertilizantes

Palavras chavesZea mayd.., BPCP, residuos solidos.
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Seleccion de bacterias diazotroéficas aisladas de lodesattantarilla de

mataderos de aves

Resumen: Los altos costos econdmicos y ambientales de la Zexiin nitrogenada
continua y a veces excesiva, han aumentado el interés leisqueda de sistemas que
pueden reducir la aplicacion de fertilizantes sin poner egrpdas cosechas. El estudio
tuvo como objetivo: (i) aislay cuantificar diazotroficas las aves de lodos de aguas
residuales del matadero en diferentes medios de cufiiv@aracterizar las bacterias de
acuerdo con la morfologia y la morfologia de coloniascékilas y iii) evaluar el
crecimiento y el contenido de N en plantas de maiz spuesta a la inoculaciéon
bacteriana. En total se aislaron 16 cepas bacteriandsy ceaJMV medio, dos JMVL,
cuatro NFb, tres INFb, un LGl y dos LGI-P. Todas las cbaeterianas mostraron tincion
de Gram positiva y difieren en la morfologia celulamad diez con forma de baston , y
seis tenian formato cocus. Para evaluar la fijacion dpicdode nitrogeno en el vivero, hubo
inoculacién bacteriana en semillas de maiz. El expetoneonsistié en 17 tratamientos
(16 cepas bacterianas y un control no inoculado), llevadeal® en un disefio
completamente al azar con seis repeticiones y conitlad experimental un recipiente que
contiene dos plantas de maiz. En 45 dias, se midiesonaldables: altura de planta,
namero de hojas, diametro del tallo, peso fresco ¢ deqaiz y disparar y el contenido de
N. Las tasas mas altas en las variables evaluadassgeofm con UFV L-162 lo que
resulté en un total de materia seca de 0,68 g y un contenidibtr@geno de 22,14 mg /
planta, lo que representa un aumento del 74% y 133%, respemtitea en comparacion
con el control. Se concluye que las bacterias fijaddeanitrogeno naturalmente habitan
las aves de lodos de aguas residuales de matadero y apuatposibilidad de utilizar
cepas seleccionadas como alternativa para estimulaesrrollo de la planta y el

enriguecimiento de inoculantes y biofertilizantes.

Palabras clavesZea mays L., BPCP, residuos sélidos.
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INTRODUCAO

Os altos custos econdmicos e ambientais resel@da fertilizagdo nitrogenada tém
incentivado a busca por estratégias que possam dimindicacaip de fertilizante sem pér
em risco os rendimentos das culturas (Guimaraes, 201 ddéfitomelhoramento cujo
objetivo € a obtencao de variedades de plantas maishadsph solos de baixa fertilidade
e a condicbes agroambientais desfavoraveis, trabalhos lbactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP), que buscam o conhecimentbiodaersidade e
bioprospec¢éo de novos microrganismos, vém sendo o focowermlogia (Ebole de
Santana et al., 2013

As BPCP promovem o crescimento das plantas at@dwésmecanismos diretos, tais
como a fixacdo bioldgica de nitrogénasolubilizacdo de fosfato, a sintese de reguladores
de crescimentog de mecanismos indiretos, tais como como a producdo défsiies e
aleloquimicosp controle biologico e a inducdo de resisténcia locagtémaica (Hallmann
et al., 1997).

A fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) representa uma d@esadas BPCP e é
realizada por meio de bactérias conhecidas como didizas, as quais apresemtavida
livre ou encontram-se associadas aos tecidos de plédtdisnann et a).1997; Baldotto et
al., 2008). A FBN é um processo essencial para transfarg uma molécula estavel e
abundante na atmosfermue ndo pode ser utilizada pela maioria das plantas e
microrganismos, na forma inorganica Nel a partir dai, em formas reativas organicas e
inorganicas vitais em sistemas biologicos. A reacdcedacéo do Ba NH; € realizada
por microrganismos que contém a enzima nitrogenase (Novakeivesk, 201}

A partir da década de 1950 diferentes estudos com badiggderas de nitrogénio
atmosférico iniciaram-se no Brasil. Nesses estudospfe@rvada a existéncia de bactérias
diazotroficas de vida livre nos solos tropicais (Dolenei 1953). Deste entdo, muitos
trabalhos tém sido realizados para se compreenderacibeplanta-bactéria-ambiente
(Ferreira et al.,200; Junior e da Sijh2000; Baldotto et al., 2010; Roesch et a005;
Grayson et al.,1998).

O conhecimento da associacdo entre bactérias fixadorastrdgénio e plantas de
milho desperta interesse, posto que o milho umas das ttésasuinais produzidas no
mundo, incluindo no Brasil. Essa cultura, além de tea canotacdo econdémica, é de vital
importancia no ambito social e politico (Oliveira et 2D07). A producdo de milho na
agricultura brasileira € amplamente difundida. Porémdiférencas de producdo nas
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distintas regibes do pais. A maior producdo esta caackEnno Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, regides responsaveis por 90% do total produzido, ondeira cld milho ocupa
segunda maior &rea cultivada, depois da soja (CQIABR3).

As interagdes entre BPCP-milho-ambiente tém sido dstradas em vérios trabalhos e
por diversos autores (Baptistas et al., 20dappes et al., 2013keda et al. 2011)
apresentando resultados promissores na procura de siglerfrtilizacdo econdmicos e
sustentaveis.

Bactérias diazotréficas ja foram isoladas de difeseftetes, como por exemplo 6rgéaos
das plantas (Grayson et al., 1998), solos (Nobrega eR(f}4) e residuos organicos
(Aguiar, 2012). Os lodos de esgoto de abatedouro de aves, poensgres elevada
riqueza microbiana (Bettiol e Fernandes, 2004), podem tamb#ngaml bactérias
diazotrdficas. Esses lodos sdo definidos como uma migeisubstancias que geralmente
se caracterizam por apresentarem minerais, coloidedieutss provenientes de matéria
organica decompostamsuspensaao meio aquoso (CONAMA, 2006).

Diante do exposto, 0 presente trabalheeteomo objetivs: (i) isolar e quantificar
bactérias diazotroficas de lodo de esgoto de abatedouswedeem diferentes meios de
cultura; (ii) caracterizar as bactérias de acordo aamorfologia celular e morfologia da
colénia e (iii) selecionar os isolados bacterianosnotores de crescimento de plantas de

milho em casa-de-vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

Coleta e caracterizacdo das amostras de lodo

Amostras de lodo de esgoto de abatedouro de aves (residulm ger sistema de
tratamento de efluentes do tipo Lodos Ativados/Aeracalmiyada) foram cedidas pelas
Organizacbes FRANCAP S.A., municipio de Para de Minas dasMberais. As amostras
foram transportadas para o Setor de Floricultura da Univdesii@deral de Vicosa,
Campus Florestal, onde foram realizados os trabalhasimotgicos nos anos de 2013 e
2014.

O lodo de esgoto de abatedouro de aves caracteriza-seagnénte por apresentaN (
9.5, P 1.1, K0.45, Mg 1.35, S 0.18, CO 18.d@g/Kg ; (Zn 517, Fe 1908 , Mn 114, Cu
342, B 8.3) mg/Kg ; pH 6.7; C/N 1.96.

Isolamento e quantificacdo de bactérias diazotroficas
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O isolamento de bactérias diazotroficas foi radlizconforme descrito por Ddbereiner
et al. (1995). Amostras de 10 g do lodo foram homogeneizade80emlL de solucdo
salina (NaCl, 0,85 g 1) e a partir dessa diluicdo (Y0foram realizadas diluices seriadas
até a diluicdo 18 Aliquotas de 100 pL das diferentes dilui¢des foram transferidas, em
triplicata, para frascos de vidro contendo 5 mL dos megosultura semi-solidosINFDb,
NFb, LGI, LGI-P, JMV e JMVL (Dé6bereiner et al., 1995; Dos San2068). A formacéo
de uma pelicula aerotéxica tipica na superficie do meis @pdias de incubacdo em
camara de crescimento a 30°C foi considerada como resptadivo.

A contagem das bactérias presentes no meio deectdinealizada por meio da técnica
do Numero Mais Provavel (DObereiner et al., 1995), utilizand@abela de McCrady para
trés repeticdes por diluicdo.

Os resultados obtidos foram submetidos a trans@@wniagaritmica. Em seguida, foram
calculadas as meédias e o erro padrao da média para atataetnto.

Caracterizacao celular e das colénias bacterianas

Apés o isolamento, as bactérias foram crescidaseim liquido DYGS por 24 h, a
30°C e 120 rpm e colocadas em placas de Petri contendmess® meio acrescido de
agar (15g /L) porém solido. As placas permanecenarastufa bacterioldégica a 30°C por 7
dias, e as colonias resultantes, foram caracteszdeacordo com as caracteristicas das
células (forma e coloracédo de Gram) e as caraatessias colénias (forma, cor, tamanho,
elevacéo, borda, superficie e mucosidade )(Perin, 2002).

Cada isolado bacteriano foi nomeado, seguseaoeodigo: UFV L-ABC, onde UFV
= Universidade Federal de Vicosa; L = Lodo; A = meio deucaiusado no isolamento (1
=JMV, 2 = JMVL, 3 = NFb, 4 = JNFb, 5 = LGI, 6 = LGI-P); B dui¢do; C= nimero de

ordem do isolado na colecao.

Selecao de bactérias diazotréficas promotoras de crescimento plantas de milho

O ensaio de selecdo bacteriana consistiu de 17 tramspes¢ndo 16 isolados
bacterianos e um controle (sem inoculacdo), condur@aelineamento inteiramente
casualizado, com 6 repeticdes. A unidade experimental feiasm contendo 2 plantas de
milho.

Para obtencdo do pré-inéculo, as bactérias foramidassem 5 mL de meio liquido
DYGS por 24 ha 30 °C e 120 rpm. Em seguida, o pré-inéculo foi vertido exscérs de
erlenmeyer contendo 200 mL de meio DYGS. Os frascos pecerane por 24h. Sob
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agitacdo de 120 rpm, a 30°C, para obtencdo do inéculoodulacdo foi realizada no
erlenmeyer pela imersédo das sementes de milho. Cadadnatafitou imerso no meio
bacteriano por 2 horas, com posterior aplicacdo do mes#iwbacteriano no substrato. O
controle foi imerso em meio liqguido DYGS autoclavado. &astmente, as sementes
foram transferidas para vasos de plastico de G @isubstrato usado apresentava: pH 4,1;
(P 6,8, K 78) mg/dfh (Ca 0,6, Mg 0,3, Al 1,4, H+Al 7,59, SB 1,10, C§Q@,50, CTGr
8,69) cmad/dnt; V 13, m 56 %. O experimento foi conduzido em casa de vegetaca

Aos 45 dias apos plantio, as plantas foram coletadas pamensuracdo das seguintes
variaveis: altura da planta (ALT); didmetro do cauleAR); namero de folhas (NF)
matéria fresca da raiz (MFR); matéria fresca daepaérea (MFPA); matéria fresca total
(MFT); matéria seca da raiz (MSR); matéria seca dte merea (MSPA); matéria seca
total (MST), obtidas pela secagem em estufa sob veiuiltaycada de ar a 65 °C por 72
horas e posterior pesagem em balanca de precisao.

A andlise de nitrogénio (N) foi realizada pelo método KjedatalLaboratorio de
Andlise de Solos Vicosa Ltda., com trés repeticdes pmamento (repeticbes que
apresentaram a maior MST), ap0s a digestao sulfuridallties e raizeOs conteudos de
N foram estimados por meio da multiplicacdo da maté&ta $otal (MST) pelo teor de

nitrogénio.

Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a analise de variancia por m@imd@ama R e as médias

foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5 % de probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e quantificacdo de bactérias diazotroéficas

O isolamento em meios de cultura isentos de Ntaeaul na obtencdo de 16 estirpes de
bactérias diazotroficas a partir de lodo de esgoto dedhaio de aves (Tabela 1.)

Dobereiner (1995) e Roesch et al. (2005) isolaram rmsct@urkholdera spp
Azospirillum spp, Herbaspirillum spp, Azospirilum amazonense, Acetobacter
diazotrophicus, foram encontradas utilizando os meios de cultukg JMVL, NFb,
JNFb, LGI e LGI-P, respectivamente. Existe a possibilidadeaguks estirpes bacterinas
isoladas (Tabela 1) pertencam a esses géneros, pongeessario fazer identificacoes
rigorosas para comprovar este fato.
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Ao ser comparado o numero de isolados de bactéastificas do lodo de esgoto de
abatedouro de aves (n=16) com o resultado de BergamascHi €é0@7), onde
encontraram 76 estirpes em plantas de sorgo forrageirde dkeda et al. (2010), que
isolaram 414 bactérias endofitisale plantas de milho, obsersa-que a quantidade foi
inferior, fato que pode ser explicado pelo efeito evolutlzosimbiose entre planta-
bactéria-solo (Grayston et al., 1998). Outros estudoshmram a premissa exposta por
Grayston e colaboradores, ja que, em estudos biogeogrdédiduactérias de culturas como
o milho (Roesch et al., 2005; Gomes et al., 2010), arrozejreet al., 2003)e cana-de-
acucar (Perin, 2003; Junior e da Silva et al., 2000), canstatum maior nimero de

bactérias diazotroficas em raizes que na parte aérea.

Tabela 1. Namero de estirpes bacterianas diazotréficdsdés por meio de cultivo com a respectiva

diluicdo e o LogyNumero Mais Provavel (NMP) por grama de solo.

Meio de cultivo  Numero de isolados  Diluigédo NMP
IMV 4 106 7,15
JMVL 2 10° 6,46
NFB 4 10° 6,95
JNFB 3 10° 6,48
LGI 1 10° 7,11
LGI-P 2 10° 7,04
Total 16

A maior quantidade de bactérias diazotréficas faeokmda no meio JMV (log do
NMP/g de lodo= 7,15) e a menor no meio JMVL (log do NMP/g de led6,46) como
observado no graficol. Esses resultados sdo super@semneontrados por Milani et al.
(2011) em cana-de-acucar, quando isolaram bactérias do rafdes e folhas, na
guantidade variando de 5,46 a 7,28 (log do NMP/g de planta). J&tReig2000) e Perin
(2003) estudando gramineas e cana-de-acUcar, apresentaranhaseaselcoma
guantidade de bactérias encontradas no lodo de abatedowswedeA presenca dessas
bactérias em quantidade elevada no lodo pode ser explicldtppede tratamento dos
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lodos ativados, onde uma continua injecdo de ar peanpiteliferacdo de microrganismos
aerdbicos (Sobrinho, 1983).

Um fato corrente em trabalhos de prospecc¢éo derbaotiéazotroficas € a variabilidade
dos resultados com relagcédo a riqueza e abundancia dasedsios lodos de abatedouros
de aves foi observada riqueza baixa e abundancia elezadautros casos, como dos
Santos (2008), estudando fruteiras tropicais, tanto a riquqoera a abundancia de espécies
foram elevadas e dependentes da época do ano

Em um trabalho feito por Melloni et al. (2004), forésoladas 36 estirpes bacterianas
diazotréficas de solos em processo de recuperacdo ddpomserem submetidos a
mineracdo. Neste mesmo sentido, o log do NMP / g de soloseappe uma ampla
variacdo, de 0 a 1®@sautores atribuiram os valores baixos encontraddsiao teor de
matéria organica no solo, além, de aos baixos teleré§ P e a baixa saturacdo de bases.
Resultado contraste com o obtido no presente trabptis,no lodo de abatedouros de
aves, se evidencia que elevada abundancia microbianagudat pode ser atribuido em
parte, aos altos conteudos de matéria organica pressat #a que, 0S microrganismos

encontram nesta, as condiciones e nutrientes necesgardsue desenvolvimento.

Caracterizacao celular e das colénias bacterianas
Das 16 amostras analisadas e exibidas nas tabelas5D% 2los isolados bacterianos
apresentaram coldnias como diametro adcdoracdo, houve variacéo das tonalidades de

branco-leitoso até amarelo-leitoso.
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Tabela 2. Caracterizacdo das coldnias dos isolados bac®e lodo de esgoto de abatedouro de aves
nos meios especificos. ldentificacdo dos isolados lmwbs: nome UFV seguido dos caracteres que
indicam: Lodo de esgoto de abatedouro de aves (L), meio deacukado no isolamento (1JMV, 2 —
JMVL, 3 - NFb, 4- JNFb, 5- LGI, 6 - LGI-P), diluicao, ordem.

Caracterizagdo das col6nias

Isolado Coloracao Tamanho Elevacéo Forma Borda Superficie Mucosidade
UFV L-161  Centro branco leitoso <1 mm Lente Circular  Inteira Lisa +
UFV L-162 g::ggc?é?:co claro, borda branca e <1 mm Plana Circular Ondulada Lisa +
UFV L-163 g::;:gc?ézﬁco leitoso, borda branca e 1 mm Lente Circular Inteira Lisa +
UFV L-164  Centro branco, borda branca e translicida. 1 mm Plana Circular  Inteira Lisa +
UFV L-261  Centro branco leitoso 1 mm Lente Circular Ondulada Lisa +
UFV L-262  Centro amarelo leitoso >1 mm Convexa Circular Ondulada Lisa +
UFV L-361  Centro branco leitoso <1 mm Lente Circular  Inteira Lisa +
UFV L-362  Centro branco leitoso >1 mm Convexa Circular Inteira Lisa +
UFV L-363  Centro branco 1 mm Plana Circular Inteira Lisa +
UFV L-364  Centro branco claro, borda translucida. >1 mm Lente Circular  Inteira Lisa +
UFV L-451  Centro branco leitoso, borda translucida. <1 mm Plana Circular Ondulada  Lisa +
UFV L-452  Centro branco borda translucida <1 mm Lente Circular  Inteira Lisa +
UEV L-453 tCr:::;:SCti)(;Zlco leitoso, borda branca e >1 mm Convexa Circular Inteira Lisa +
UFV L-562  Centro branco claro, borda translucida. <1 mm Plana Circular  Inteira Lisa -
UFV L-661  Centro branco claro, borda e clara <1 mm Plana Circular  Inteira Lisa -
UFV L-662  Centro branco claro, borda e clara <l mm Convexa Circular  Inteira Lisa -

Quanto as outras caracteristicas morfoldégicas dagiasl6100% apresentaram fornma
circular e superficie lisa; 75% com bordas integ¢285% onduladase para a elevacao das
colénias os resultados se distribuiram 50%, 30% e 20% para lente, plana e convexa,

respectivamente.

Ao realizar a caracterizacao celular foi obsgovgue todos os isolados apresentaram
coloracdo gram-positiva, 62,5 % o formato de bastonete%%70 formato de cocos
Resultado € similar ao obtido por Faria et al. (2009), onde &84 % das estirpes
isoladas de lodo de esgoto de duas estacdes de trataa@m®esntaram coloracdo gram-
positiva. Em contraste, NObrega et al. (2004), encontrgraos 72 isolados bacterianos
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diazotroficos de solos recuperados depois de mineracddyaséérias gram negativas e
com elevada variabilidade fenotipica.

Tabela 3. Caracterizagdo celular dos isolados bacteffiaadsres de nitrogénio

Estirpe Forma  Coloragdo Gram
UFV L-161 Bastonete +
UFV L-162 Bastonete +
UFV L-163 Bastonete +
UFV L-164 Bastonete +
UFV L-261 Cocos +
UFV L-262 Cocos +
UFV L-361 Cocos +
UFV L-362 Cocos +
UFV L-363 Cocos +
UFV L-364 Bastonete +
UFV L-451 Bastonete +
UFV L-452 Bastonete +
UFV L-453 Bastonete +
UFV L-562 Cocos +
UFV L-661 Bastonete +
UFV L-662 Bastonete +

Ensaio de selecéo de bactérias diazotroficas em plantas de milho
Houve efeito positivo de inoculacdo de bactérias diéfioais na planta de Zea mays para
as variaveis MFR, MFT e conteldo de N (Tabela 4).

O isolado bacteriano que propiciou o maior acumulo de MHTo fUFVL-163 com
incremento de 27 % em relacdo ao controle. Dados que ooarmpos resultados de Perin
et al. (2003), ao encontrar incrementos, na MFT entadashe milho entre 2 a 28% apds
utilizar bactérias das espécies Herbaspirillum seropedicae e Azospibithusiiense A
cultura do milho € a mais utilizada para a producdo de silageis,tem qualidades
superiores a outras espécies (Cruz et al.,, 2001). O uso de &RQ@RIho, destinado a
silagem pode se tornar uma alternativa viavel, econbémic@&ntavel para produzir
alimentos a espécies animais em sistemas estabuladogssainulados ou em épocas de
baixa producéo de forragens (Matte, 2014).
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Tabela 4. Caracteristicas de crescimento de Zea maysspwsta a inoculacdo de bactérias diazotrdficas:
ALT, altura da planta; DIAM, diametro do caule; NF, nindedolhas; MFR, matéria fresca da raiz; MFPA,
matéria fresca da parte aérea; MSR, matéria seca daM8RA, matéria seca da parte aérea; QMR,

quadrado médio do residuo; CV coeficiente de variacéo.

Tratamento ~ ALT*! DIAM? NF? MFR* MFPA MFT® MSPA’ MSR? MST®  Cont./ N°
cm mm unidade g mg/planta

Controle 14,10 ab 2,45ab 4 abcde 1,62 b 4,00 ab 562 bc 0,10a 0,28abc 0,39 ab 9,48 b
UFV L-161 17,53ab 2,75ab 6 ab 2,29ab 4,13 ab 6,42abc 0,14 a 0,45 ab 0,60 ab 14,68ab
UFV L-162 17,24ab 3,08 ab 6 ab 2,18 ab 4,74 a 6,92abc 0,16 a 0,51a 0,68 a 22,14 a
UFV L-163 20,35a 3,33ab 6a 3,04 ab 4,13 ab 7,17 a 0,20 a 0,28abc 0,49 ab 15,17ab
UFV L-164 19,51a 3,37ab 6 ab 3,10 a 3,95 ab 7,05ab 0,23 a 0,31abc 0,55ab 13,50ab
UFV L-261 18,76 ab 3,50a 5 abcd 2,20 ab 3,31ab 5,51abc 0,16 a 0,24 bc 0,41 ab 11,28ab
UFV L-262 20,15a 2,65ab 5 abcd 2,08 b 3,00ab 5,08abc 0,17 a 0,20 bc 0,38 ab 10,17 b
UFV L-361 17,84ab 2,58 ab 4 bcde 1,71 b 3,62 ab 5,33 bc 0,11a 0,14 ¢ 025D 8,07 b
UFV L-362 13,45ab 2,43b 4 de 1,7 b 3,10 ab 48 ¢ 0,10 a 0,25abc 0,36 ab 7,96 b
UFV L-363 17,54ab 2,93 ab 4 de 1,95 b 4,62 a 6,57abc 0,13 a 0,23 bc 0,36 ab 9,12 b
UFV L-364 13,95ab 2,68 ab 4 cde 1,93 b 3,40 ab 5,33 bc 0,15a 0,32abc 0,48 ab 12,96ab
UFV L-451 12,08ab 2,50 ab 3 e 1,93 b 4,19 ab 6,02abc 0,17 a 0,18 ¢ 0,35ab 957 b
UFV L-452 18,95ab 3,04 ab 5 abcd 2,41ab 4,11 ab 6,52abc 0,17 a 0,29abc 0,47 ab 10,73 b
UFV L-453 17,58 ab 3,18 ab 5 abcd 2,44ab 3,75ab 6,19abc 0,16 a 0,26 abc 0,42 ab 11,21ab
UFV L-562 17,62ab 2,84 ab 5 abcd 1,97 b 3,10 ab 5,07 bc 0,15a 0,30abc 0,41 ab 8,280 b
UFV L-661 1545ab 2,77 ab 4 abcde 2,04 b 4,18 ab 6,22abc 0,15a 0,18 ¢ 0,34ab 4,63 b
UFV L-662 15,16ab 3,92 ab 6 abc 2,19 ab 255 b 4,474 c 0,16 a 0,34 abc 0,50 ab 11,98ab
QMR™ 14,83 0,266 0,52 0,228 0,935 1,681 0,015 0,0168 0,028 13,696
CV*2 (%) 22,8 17,6 15,1 22,0 25,6 21,8 76,9 45,3 37,4 32,9

! Altura; * Diametro;* Numero de Folhad,Matéria Fresca de RaizMatéria Seca Parte AreaMatéria Fresca Total;
Matéria Seca Parte Arehylatéria Seca de Rai2;Matéria Seca Total’ Contetido de Nitrogénid® Quadrado Meio do
Residuo? Coeficiente de Variacéo

A inoculacdo do isolado UFV- 164 resultam em um inerdm de 91% da MSR,

comparativamente com o controle. Os resultado supeamesie Perin et al. (2003), que

acharam em estudos com Zea mayz, apos de ser inocotadasactérias diazotréficas

(H. seropedicae A. brasilense), um acumulo de biomassa radicular de 3 %.1&0

existir uma maior biomassa MFR, existe a possibilidade agiglantas sejam mais

eficientes na absorcdo dos nutrientes e da agua dd®soloonseguinte, isto sera refletido,

em uma maior biomassa area, uma melhor sanidade vegetala boa producdo na

maioria dos casos.

38



O continuo e crescente consumo de fertilizantesgeilrados, somado a inconstancia
dos resultados de inoculacdo de bactérias diazotréfieasm com que trabalhos de
selecédo de estirpes bacterianas, que possam suprir augbakcial demanda de N por
parte das culturas seja necessario.

Os maiores incrementos do contetdo de nitrogémdanta foram encontrados com
0 uso da bactéria UFVL-162, correspondente a um increntEntt34% em relacdo ao
controle. Obando et al. (2013) observaram incrementos rietmmde N de 41 % com a
inoculacdo de Azotobacter em milh®e modo semelhante, Reyes at (2008)
verificaram incrementos de 88% no conteldo de N em plaetasilho inoculadas com
rizobactérias.

No presente trabalho foi possivel observar a capacidadeldeizacdo ds bactérias
diazotroficas em ambientes de residuos, tais comodos lde esgoto de abatedouros de
aves O lodo de esgoto de abatedouros de aves pode ser incluido auessps de
restauracdo ambiental, como substrato e biofertilizaraet@S et al., 2014). Além de ser
uma fonte de riqueza microbiana, para estudos de bactérmastpras de crescimento de

plantas

CONCLUSOES

1. As bactérias diazotréficas habitam naturalmente o lodzsgeto do abatedouro de
aves em quantidade superior a 4,6 Xclulas por grama de lodo.

2. Predominam no lodo de esgoto de abatedouro de aves badigrasoficas gram-
positivas, no formato de cocus ou bastonete, formanddniesl com diferentes

caracteristicas morfolégicas.

3. Os isolados bacterianos UFVL-162, UFVL-163 e UFVL-164 promovem o
crescimento e desenvolvimento de plantas de milho e pogsatemcial para uso no

enriguecimento de inoculantes e biofertilizantes.
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5.3. Selecéo de bactérias solubilizadoras de fosfato isoladasatilde esgoto de
abatedouro de aves na cultura do milho

Resuma O fésforo (P) € o segundo macronutriente mais limitanta paproducao
agricola. A caréncia desse elemento é compensada petacapli de fertilizantes
fosfatados. Para evitar uma escassez, estudos emmtiifedgeas, vém sendo feitos. Um
desses 0 uso de bactérias solubilizadoras de fosfato. O trabaltetiwady: (i) isolar e
guantificar bactérias solubilizadoras de fosfato de lodesg®to de abatedouro de aves,
(if) caracterizar os isolados bacterianos de acordo &anorfologia celular e morfologia
da colbnia e (iii) avaliar o crescimento de plantas déar@m resposta a aplicacdo dos
isolados bacterianos em conjunto com fosfato natusabaktérias foram isoladas em meio
de cultura contendo fosfato de calcio como fonte de &aliagdo morfoldgica consistiu
nadescrigcdo do formato celular, coloragdo de Gram earasteristicas das colbnias. Para
fazer uma avalicdo da solubilizacdo de fosfato natuid),(Fealizouse inoculagcdo em
sementes de milho na presenca de fosfato de Araxa. O egpw&riroonsistiu de ek
tratamentos: oito isolados bacterianos + FN, FN e aent© experimento foi conduzido
em casa-de-vegetacao por 45 dias, em delineamento inteieanasntalizado, com seis
repeticdes e a unidade experimental foi um vaso contendo plaatas de milho. As
variaveis mensuradas foram as caracteristicas de mezgoi da planta. No total, foram
isoladas oito estirpes bacterinas e todas formaramndeasolubilizacéo de fosfato in vitro
Todos os isolados apresentaram coloracdo gram positd@2o apresentaram forma de
bastonete e 10% forma de cocus. A inoculagdo da est8@d-17 em conjunto com FN
promoveu incrementos na matéria seca de plantas de rif86,frente ao tratamento
contendo apenas FN e 40% em relacdo ao controle. Geedajue os lodos de esgoto de
abatedouro de aves contém estirpes bacterianas com pbtEnpromocéao do crescimento

de plantas de milho.

Palavras chavesbactérias promotoras de crescimento de plantas, fosfaical, residuos

solidos.

44



Seleccion de bacterias solubilizadoras de fosforo Edas de lodo de aguas

residuales de matadero aves en cultivo de maiz

Resumen el fésforo (P) es el segundo macronutriente limitgvaea la producciéon
agricola, la falta de este elemento es compensada p@fidacan de fertilizantes de
fosfato. Para evitar una escasez, estudios en difereatesos estan siendo realizados
Uno de ellos es el uso de bacterias solubilizantes dedo&l estudio tuvo como objetivo:
(i) aislar y cuantificar, bacterias de solubilizadodasfosfato de lodos de matadero de
aves (ii) caracterizar las cepas bacterianas seginorflogia celular y la morfologia de
las colonias y (iii) evaluar el crecimiento de las plar¢a respuesta a la aplicacion de
aislamientos bacterianos en conjunto con roca dat@sbas bacterias se aislaron en
medio que contiene fosfato de calcio como fuente culter®. La evaluacion morfologica,
se hizo la descripcion de la forma de la célula, lacimnde Gram y caracteristicas de las
colonias. Para hacer una valoracion de la solubilinag@fosfato natural (FN) se llevo a
cabo la inoculacion de la semilla de maiz en preserciasfato de Araxa. El experimento
consistid en diez tratamientos: Ocho aislamientosebaabs + FN, FN y control. El
experimento se realizd en un invernadero durante 45 dias) disefio al azar, con seis
repeticiones y la unidad experimental fue un vaso con @osgagl Las variables medidas
fueron las caracteristicas de crecimiento de la pldmatotal, se aislaron ocho cepas
bacterinas y todos formaron in vitro halo de solubilzacde fosfato. Todos los
aislamientos fueron tincion gram-positivas y 90% enarfoema de baston y 10% como
cocus. Inoculacion de la cepa LSOF-7 en combinaciéon dbprBmovié aumentos en
materia seca de las plantas de maiz, 17% frente damieatto que contiene sélo FN y
40% en comparacion con el control. Se concluye que elndos de aguas residuales de
matadero de aves, contiene cepas bacterianas con plopameigpromover el crecimiento

de las plantas de maiz.

Palabras claves:bactérias promotoras de crescimento de plantas, fosfat@ihaesiduos

solidos.
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INTRODUCAO

Depois do nitrogénio (N), o fésforo (P) é o segundo matriente mais limitante para
a producédo agricola (Vance et, @003). Sem a presenca de P, fun¢@es bioldgicas basicas
como a formacdo de acidos nucléicos, fosfolipidiosabmismo energético e regulacéo
enzimatica, ndo poderiam ser possiveis (Rausch e B2tlgt).

Muitos solos sdo deficientes em P na forma sblpara as plantas e, embora existam
solos férteis, a concentracdo de P disponivel geralmdmaea(Barroti e Nahas, 2000;
Gyaneshwar et al., 2002). Nos solos brasileiros, a darélesse elemento é compensada
pela aplicagcéo de fertilizantes fosfatados sollveis esegdaltas. No entanto, apenas cerca
de 5 a 30% sao aproveitados pela planta, sendo o restaatip Ho solo por meio de
reacOes fisico-quimicas (Trolove et al., 2003). O fésioooganico sollel, aplicado aos
solos como fertilizantes, é imobilizado em diversamés de fosfatos, como por exemplo
fosfato de calcio, tricélcico, de ferro e de aluminioessas formas o fosforo € pouco
assimilado pelas plantas, necessitando-se assim aplicE®&bsvadas doses dos adubos
fosfatados (Omar, 1998).

Perante o panorama de uma crescente demanda de inpamos producdo de
alimentos, fontes ndo-renovaveis de adubos fadiateconomicamente mais accessiveis
tendema se esgotar, resultando em incrementos dos precos efsa® (Richardson,
200)).

Para evitar uma possivel caréncia desstriente, existem na atualidade diversos
esforcos de diferentes setores objetivando tornar asmplarais adaptaveis a ambientes de
baixa fertilidade, melhorando assim a capacidade das asesnprocura e obtencao de
nutrientes (Lynch, 2007). Outro foco de estudo € uso de l@ctgoilubilizadoras de
fosfato (BSP), para possibilitar o uso de fontes de fégfouco soltveis, como os fosfatos
naturais (Baldotto et al., 2012). O fosfato natural € um prazhtido por ataque da rocha
fosfatica, apresenta baixa concentracédo & B pode ser aplicado como fertilizante de
aplicacao direta no solo ou como material para indudgidertilizantes (Loureiro et al.,
2008)

A capacidade dos microrganismos em solubilizar fosfatwganicos reducdo do pH do
meio, principalmente pela exsudacao de acidos organicos (@th2000). As BSP tém
sido identificadas entre os géneros PseudomoBasillus Rhizobium, Burkholderia,
AchromobacterAgrobacteriumMicroccocus Flavobacteriune Erwinia e exsudam, além
de acidos organicos, ligantes organicos, agentes commexalimeros extracelulares,
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acidos inorganicos, além de proétons durante a assimilagdl4lee de outros céations. Os
processos descritos anteriormente sdo também mecanig@gpodem estar envolvidos no
processo de solubilizacdo de fosfatos inorganicos por rgamsmos (Rodriguez e Fraga
1999).

A capacidade das bactérias em solubilizar fosfat@amico estimula pesquisas com a
finalidade de isolar, caracteriza selecionar estirpes mais eficientes em promover o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Baldotto et al., 2010), comuatante
reduzir a aplicacdo de fertilizantes fosfatadas, mitigaefeitos sote 0 meio ambiente e
baixar os custos de producédo das culturas.

O presente trabalhoviecomo obijetiva: (i) isolar e quantificar bactérias solubilizadoras
de fosfato do lodo de esgoto de abatedouro de aves, égtedazar as bactérias de acordo
com a morfologia celular e morfologia da col6niaii¢ #ivaliar a capacidade das bactérias

em solubilizar fosfato natural utilizando plantas de milhccasa-de-vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de lodo

Amostras de lodo de esgoto de abatedouro de aves (resicum ger sistema de
tratamento de efluentes do tipo Lodos Ativados/Aeracalmiyada) foram cedidas pelas
Organizacbes FRANCAP S.A., municipio de Para Minas- Minasi§&eAs amostras
foram transportadas para o Setor de Floricultura da UniversidedieraF de Vicosa,
Campus Florestal, onde foram realizados os trabalhasmotgicos nos anos de 2013 e
2014.

O lodo foi caracterizado quimicamente por apresentar: (NP9151, K 0.45, Mg 1.35, S
0.18, CO 18.72)dag/Kg ;( Zn 517, Fe 1908 , Mn 114, Cu 342, B 8.3) mg/Kg ; pH 6.7;
C/N 1.96.

Isolamento e quantificacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato

Amostras de 10 g de lodo foram homogeneizadas em 90 mhludEio salina (NacCl,
0,85 g L) e a partir dessa diluicdo (0foram realizadas diluicées seriadas até&*10
Amostras de 100 uL de cada diluicdo foram transferidas placas de Petri contendo
meio solido constituido de 10 g de glicose, 5 g de cloretanaimio (NHCI), 1 g de
cloreto de sdédio (NaCl), 1 g de sulfato de magnésio hepttdddréMg SQ.7H,0), 1 g de
fosfato de célcio (GAPO,)30H), 15 g de &gar bacteriolégico, 2 mL de fungicida Cerconil
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(0,1 g '), 1000 mL de &gua destilada, pH ajustado para 6,5 com AciddcsulidsSQy)
e/ou hidroxido de potéssio (KOH) e incubadas a 30°C por 3Alifmacao de halo
translicido ao redor da colénia indicou atividade solubilizmdde fosfato. Colénias
individuais foram transferidas para meio liquido DYGS (Déimer et al., 1995) e
mantidas a 30°C, 120 rpm por 24 h. Em seguida, as bactéaastfansferidas para placas
de Petri contendo 0 mesmo meio descrito acima para dete@o do indice de
solubilizacdo de fosfato e purificacdo dos isolados. @éndé solubilizac&o foi calculado
por meio da férmula: diametro médio do halo de solub#iaétiametro médio do halo da
colénia. Os isolados foram estocados em microtubos méstiontendo agua destilada
autoclavada para uso de rotina.

Caracterizacdo morfolégica das células e das colbnias dos isolados baaters

Apos o isolamento, as bactérias foram cultivadas e tquido DYGS por 24 h, a
30°C e 120 rpm e foram colocadas em placas de Petri coraesedanesmo meio, porém
soélido. As placas ficaram em estufa bacteriol6giG®%C por 7 dias e as coldnias que ali
cresceram foram caracterizadas de acordo com asterésticas das ceélulas (forma,
coloracdo gram) e as caracteristicas das coloniandfazor, tamanho, elevacao, borda,
superficie e mucosidade) (Perin, 2003).

Cada estirpe foi nomeada seguindo o codigo: UFV L$OBnde UFV =

Universidade Federal de Vigosa, L = lodo, SOF = solubilizaderasfato, X = nimero de

ordem do isolado na colecao.

Ensaio de selecédo de bactérias solubilizadoras de fosfato n#w@a do milho em casa-

de-vegetacao

O experimento consistiu em dez tratamentos: oitodesldacterianos + fosfato natural
(FN), um tratamento contendo apenas FN, e controle (satera e sem FN).O
experimento foi conduzido durante 45 dias em casa-de-vegetagadelineamento
inteiramente casualizado, com 6 repeticdes e a unidade expiiifioe um vaso contendo
2 plantas de milho.

Para obtencdo do pré-inGculo, as bactérias farasctidas em 5 mL de meio liquido
DYGS por 24 ha 30 °C e 120 rpm. O pré-indculo foi vertido em frascos deneréyer
contendo 200 mL de meio DYGS. Os frascos permanecera@#par30°C sob agitacao
de 120 rpm para obtencdo do inéculo. A inoculacdo fdizesla no erlenmeyer pela

imersdo das sementes de milho. Cada tratamento ficouoimersneio bacteriano por 2
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horas, com posterior aplicacdo do mesmo meio bactena substrato. Os controles foram
imersos em meio liquido DYGS autoclavado. Posteriormenteseasentes foram
transferidas para vasos de 0,7 °doontendo solo caracterizado quimicamente por
apresentar: pH 4.1 ; (P 6.8, K 78) mgfdiCa 0.6, Mg 0.3, Al 1.4, H+Al 7.59, SB 1.10,
CTCy 2.50, CTGr 8,69) cmaj/dn?; V 13, m 56 %. A aplicacdo de fosfato natural de
Araxd (fluorapatita, com 22,7%,0s total, 4,3% de $Os solivel em &cido citrico 2%
(1:200), em pO) se realizou na razédo de 10g/kg de solo (Rilbeito 999 ).

Aos45 dias apoés do plantio, as plantas foram coletadaspaemsuracdo das seguintes
variaveis: altura da planta (ALT); didmetro do caule AR); namero de folhas (NF);
matéria fresca da raiz (MFR); matéria fresca daepaérea (MFPA); matéria fresca total
(MFT); matéria seca da raiz (MSR), matéria seca da p&rea (MSPA), matéria seca total
(MST) obtidas pela secagem em estufa sob ventilacgadarde ar a 65 °C por 72 horas e

posterior pesagem em balanca de precisao.

Andlises estatisticas
Os dados foram submetidos a analise de variancia por mgimodama R e as médias

foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5 % de probabilidade

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e quantificacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato

No lodo de esgoto de abatedouro de aves foi possivel ameatio de 8 estirpes
bacterinas e a quantificacdo das UFC em 17,78igL8e lodo. Resultado que é supegior
guantidade de bactérias achadas por Moratto et al. (2005) enossiie bactérias
diazotroficas em solos de paramos, onde os valore§@antlo superaram os 95xide
solo. Becerra et al. (2011), trabalhando na caracterizag@o microrganismos
solubilizadores de fosfato isolados de solos destinadasiltura de physalis (Physalis
peruviana L.), encontraram que a diversidade populacionarizazt solubilizadoras foi
de 39x10 UFC/ g de solo, como valor maximo. Fato explicado por Caloedierl. (2006)
onde afirmaram que a sobrevivéncia dos microrganismos a @koate 5,5 é dificil,
devido as altas liberacGes dé die deslocam outros ions. Nos estudos de Becerra et al.
(2011) e Moratto et al. (2005), os valores de pH foram iguaisfeddres a 5,5. Outra
possivel explicagdo para esses valores encontradiog&ao que apresentam as bactérias
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promotoras de crescimento de plantas (BPCP) as altagntoagbes de N nos solos,
devido as continuas fertilizacdes nitrogenadas (Morattal. e2005). O presente estudo
tem como matéria prima para a obtencédo dos isoladdsribaos, um material originado
de residuos agroindustriais, sem nenhum tipo de forneciradiional de N. Além disso,
durante o tratamentde efluentes do tipo lodos ativados/aerag@topgadauma continua
coluna de ar é injetada sobre os residuos (Sobrinho, 1988)neuitas estacdes ocorre a
aplicacdo de calcario, permitindo assim, a obtencdo diedoncom pH de 6,7, com uma
rica variedade de microrganismos aerébicos e capazigarddPCP.

Pode-se observar na Figura 1, que todas as bactérias isdadado de esgoto de
abatedouro de aves solubilizam fosfato in vitro. Este cagd@idetectada pela formacao
do halo translicido que se forma em volta das coléniasrizaTs.

O isolado UFVLSOF-1 apresentou o maior valor de solubilizacamsiato de célcio
(C&(POy)30H) in vitro, com a formacgéao de um halo de solubilizad@d 2 mm, seguido
pelo isolado UFVLSOF-8, com halo de 11,3 mm (Figura 1). Os menaleres foram
obtidos com os isolados UFVLSOF-3 e UFVLSOF-5, cujos hfaloesm proximos deb
mm. Como é logico pensar, quanto maior o halo de solagl in vitro, maior sera a
capacidade de solubilizacdo ex vitro e seu potencial de Usommalacédo de inoculantes e
biofertilizantes. Dados que acompanham a tendéncia da pedguramirez et al. (2014)
estudando o género Bacillus como microrganismo solubilizadovsdatd. Das 13 cepas
avaliadas, 11 apresentaram halo de solubilizacdo de fosfat@ndo o diametro entre
2mm e 20 mm) e em 2 nao foi possivel observar o halo. Kalea&do, ja que, os sitios
do isolamento e o ambiente onde se encontram as badi@&n infllencia na capacidade
solubilizadora das mesmas. Pois existem, mecanismos iegduiarsupressores genéticos
controlados pela disponibilidade de fésforo do ambienteotmas palavras, a habilidade
para solubilizar fosforo é dependente da carga genéticactieribae do ambiente onde

esteja alojada (Ramirez et al., 2014).

50



Figura. 1 Solubilizacéo de fosfato por bactérias issladddodo de esgoto de abatedouro de aves.
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Nesse mesmo sentido, da Silva (2010) reporta que dentro dasesspécierianas
trabalhadas por ela em cana de acucar, algumas nao négrase capacidade de
solubilizacdo de fosfato, razdo atribuida ao fato dapestivdo produzir exsudados
suficientes para modificar o pH e permitir a solubilizada fertilizante. A capacidade das
bactérias em crescer e solubilizar fosfatos se devectia a interacdo com o ambiente, dos
Santos et al. (2012), por exemplo, observaram distimitass de tolerancia das bactérias
solubilizadoras de fosfato a diferentes concentraces de NaC

N&o existe uma garantia de que as estirpes bacterianagprpgentaram os maiores
indices de solubilizacéo de fosfato in vitro oferecam dblares resultados nos testes em
viveiro ou em campo, pois as condicdes agroambientais sirdieiose afetam o

desempenho da inoculacao.

Caracterizacado morfolégica das células e das colénias dos isolados bactergan

As caracteristicagmorfolégicas das bactérias isoladas do lodo de esgoto de albratedou
de aves estdo apresentadas nas tabela 1 e 2. Todas afaeseokaracdo gram- positiva
mais de 85% apresentaram fotméde cocosEsses dados diferem dos obtidos por da Silva
(2010), que encontrou apenas bactérias gram-negativas damdsto de bactérias
solubilizadoras de fosfato de rizosfera de cana de adtiwaestudo de Bobadilla e Rincén
(2008), isolando BSP da compostagem feita a partir de resideogpracas de
comercializacdo de produtos vegetais, verificaram que 100%sdtaslos bacterianos
pertencem ao grupo das gram-negativas.
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Com relacdo a morfologia das colbnias, todas ameesen formato circular, superficie
lisa e auséncia de mucosidade. Predominou a coloracacab(8%,5%) seguida da
coloracdo amarela (12,5%). Metade dos isolados aprementi@imetro da colonia igual a
1,5 mm, 25 % maior que 1 mm e os 25% restantes diametro iingerlonm. Houve
predominio de borda inteira (87,5%), seguida pela denteada (12,B#gultados que
diferem dos encontrados por de Bobadilla e Rincén (2008 ancoloracdo amarela
(100%) predominou nas estirpes. No mesmo trabalho, a rdadesifoi observada em
80% dos isolados. Tanto para a superédimrdas, o presente trabalho e o de Bobadilla e

Rincdn (2008) apresentaram 80% dos isolados com bordassrgesitgerficie lisa.

Tabela 1. Caracterizacao celular dos isolados bacteri#nlosio de esgoto de abatedouro de aves.

Identificacdo dos isolados Coloracdo Gram Forma
UFV LSOF-1 Gram Positiva Cocos
UFV LSOF-2 Gram Positiva Cocos
UFV LSOF-3 Gram Positiva Bastonetes
UFV LSOF-4 Gram Positiva Cocos
UFV LSOF-5 Gram Positiva Cocos
UFV LSOF-6 Gram Positiva Cocos
UFV LSOF-7 Gram Positiva Cocos
UFV LSOF-8 Gram Positiva Cocos

Como foi exposto, trabalhos que caracterizem morfolotgcae colonias de bactérias
solubilizadoras de fosfato sdo poucBssto que, sempre estdo associadas a outros tipos de
funcbes como a fixacdo bioldégica de nitrogénio atmasfému as promotoras de
crescimento de plantas. Neste sentido, lkeda (2010), estudswiddos bacterianos
endofiticos de raizes de milho, observou que 50% dos isadguiesentaram diametro de
colénia maior que 1 mm e formaecircular. Mesma tendéncia encontrada por Fernandes
2012), estudando bactérias endofiticas de mudas citricas,goade 50% dos isolados
apresentaram colbnias com formato circular e 100% amaabinteira. A diferenca mais
notavel, nesta caracterizacdo foi que a autora obsegumu 80 % dos isolados

apresentaram mucosidade, e nesta pesquisa nao foiaslsenldnias com muco.
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Tabela 2. Caracteriza¢do morfolégica das colénias bacterisoladas de lodo de abatedouro de aves.

Identificacio dos Caracteristica Morfolégica da Coldnia

isolados bacterianos

Coloracao Tamanho Elevacdo Forma Borda Superficie Mucosidade
UFV LSOF-1 Branco >1,0mm Plana Circular Inteira Lisa -
UFV LSOF-2 Branco >1,0mm Plana Circular Inteira Lisa -
UFV LSOF-3 Branco =1,5mm Lente Circular Inteira Lisa -
UFV LSOF-4 Branco =1,5mm Convexa Circular Inteira Lisa -
UFV LSOF-5 Branco =1,5mm Convexa Circular Inteira Lisa -
UFV LSOF-6 Branco =1,5mm Plana Circular Inteira Lisa -
UFV LSOF-7 Branco <15mm Pulvinada Circular Denteada Lisa -
UFV LSOF-8 Amarelo <1,5mm Plana Circular Inteira Lisa -

As pesquisas feitas tém demostrado uma rica varietadermas, tamanhos, cores e
reacoes bioquimicas de bactérias que possuem capacidadebilear fosfato inorganico
e organico (Fernandes, 2012; da Silva, 2010; Ikeda, 2010; Baldotto, 2888]ila e
Rincon, 2008). No entanto, esses trabalhos apresentameanué@ncia com relacdo a
morfologia das células e das colénias dos isoladogiimabds, em apresentarem colonias
circulares, deoloracdo branca ou creme, com borda inteira, célulasamoracdo gram-

positiva e formato de cocus.

Ensaio de selecédo de bactérias solubilizadoras de fosfato natard do milho em casa-
de-vegetacao

As médias das variaveis de crescimento do milho em respaebculacdo bacterina na
presenca de FN e nos controles estdo apresentados lza 3abéio foram detectadas
diferencas significativas entre os tratamentos amuulacdo bacteriana e o controle para
as variaveis ALT, NF, MFR, MFPA, MFT e MSPA, embora esultados in vitro
permitissem ter expectativas sobre a potencialidade desaigolados bacterianos em
solubilizar fosfato natural e consequentemente incremeata caracteristicas de
crescimento da planta. Esses resultados corroboraagssrados por Kolin et al. (2009),
gue verificaram que estirpes bacterianas apresentaram dagmaie solubilizacdo de
fosfato in vitro e, no entanto, ndo tiveram efeito sigativo sobre as variaveis de

crescimento de milho em presenca de basalto como fofte de
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Tabela 3. Caracteristicas de crescimeattura da planta (ALT), diametro do caule (DIAM), numedecfolhas (NF),
matéria fresca da raiz (MFR), matéria fresca da @eftea (MFPA), matéria fresca total (MFT), matéeaa da raiz
(MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA), maté&atetal (MST); quadrado médio do residuo (QMR) e coefigient

de variacéo (CV) de plantas de milho (Zea mewys resposta a inoculagdo de bactérias solublizadorasfdifo

Tratamentos ALT!  DIAM? NF®  MFR* MFPA°® MFT?® MSR’”  MSPA®  MST®
-mm- -mm--  -unid- g

Controle 364 a 291 ¢ 4a 4,11ab 197 a 6,09 a 0,38 b 0,22 a 0,60 b
FN 353a 3,15bc 4a 515a 2,40a 755a 0,51ab 0,33a  0,83ab
UFVLSOF-1 + FN 404a  4,00a 5a 530a 2,76a 8.07a 0,49ab 0,35a  0,84ab
UFVLSOF-2+FN 413a  3,75ab 4a 517a 2,66a 7,83a 0,52ab 0,33a  0,85ab
UFVLSOF-3+ FN 405a  3,68abc 4a 4,53ab 2/42a 6,95a 0,40 b 0,32a 0,73ab
UFVLSOF-4 + FN 415a  3,66abc 4a 4,49ab 254a 7,03a 0,51ab 0,33a  0,84ab
UFVLSOF-5 + FN 399a 3,65abc 4a 4,09ab 2,32a 6,4la 041 b 0,32a  0,38ab
UFVLSOF-6 + FN 3%0a 3,55abc 4a 4,20ab 240a 6,65a 0,42 bc 036a 0,74ab
UFVLSOF-7 + FN 290a  3,56abc 4a 4,6lab 1,84a 6,8la 0,69 a 0,30a 1,00a
UFVLSOF-8 + FN 380a 3,68abc 4a 334 b 247a 582a 0,49 ab 0,35a  0,84ab
QMR 47,13 0,17 0,067 0,78 0,37 1,68 0,017 0,0077 1,41
cVv (%) 18 11.7 6,5 19,5 25,5 21,8 27,5 27,1 17,1

! Altura; 2 Diametro;*Numero de FolhaéMatéria Fresca de RaizMatéria Seca Parte ArelMatéria Fresca Total;
Matéria Seca Parte Arédylatéria Seca de Rai2;Matéria Seca Total® Quadrado Meio do Residud; Coeficiente de
Variacéo

Dias et al. (2009) ndo encontraram incrementos de cresimnde morango apos a
inoculacéo com estirpes solubilizadoras de fosfatw outro lado Pedrinho et al. (2010),
verificaram aumentos significativosa biomassa de milho em resposta a inoculacéo
bacteriana. Do mesmo modo, Baldott@kt(2010) detectaram incrementos de biomassa e
nos teores de N e P em plantas de milho inoculadasbeamtérias solubilizadoras de
fosfato na presenca de fosfato natural

O isolado LSOF-7 promoveu incrementos significativos na kesenalas plantas de
milho, foi o Unico tratamento que alcancou um peso de 1,Q@grisr aos 0,60g do
controle e aos 0,83g do tratamento s6 com FN, isto signifin rendimento de 40 e 17%,
respectivamente. Segundo a AGEITEC (2011), com uma baixadg@ndle producam
densidade da cultura do milho é de 40.000 a 50.000 plantas/ ha. Ou ustirpga es
bacteriana LSOF-7 como inoculante pode resultanteeena cl7 % respeito aos outros
tratamentos, logo, a potencialidade que apresenta esfgeestimo possivel inoculante é
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promissora. Resultado que estd ha mesma linha de Goetzale§2014) que encontraram
incrementos em MST , com o uso de BPCP na culturaltde.mi

Como também observado para as bactérias didzas0d maior desafio para o uso de
bactérias solubilizadoras de fosfato € a estabilizacdaremdtados. J& que alguns autores
como Pedrinho et al. (2010) e Baldottakt{2010) encontraram resultados significativos
no crescimento de plantas em resposta a inoculacatras @omo, Koéllin et al. (200%
Dias etal, (2009) ndo verificaram efeitos positivos. Essa instdde dos resultados,
ainda nao tem permitido a massificagcado dessas tecno(&@ippes et al2013).

CONCLUSOES

1. As bactérias solubilizadoras de fosfato habitam daslale esgoto de abatedoude
aves em densidades superiores a 17,76URC/g de lodo.

2. Os isolados bacterianos de lodo de esgoto de abatedouvesdapsesentam a ca-
pacidade de solubilizar fosfato de calcio in vitro.

3. O isolado UFVLSOF-7 promove o crescimento de plantas deo millapresenta

potencial para uso na formulacéo de inoculantes e hizgmtes.
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6. CONCLUSOES

1. Os lodos de esgoto de abatedouros de aves apresentam diversidade
funcional e morfologica de bactérias com o potencial de degradar de substancias
organicas e promotoras do crescimento de plantas.

2. No total foram isoladas 76 estirpes bacterianas, das quais, 52 sao
degradadoras de substancias organicas, sendo, dez amiloliticas, duas
celuloliticas, 15 queratinoliticas, dez ligninoliticas e 15 proteoliticas. Dentre as
bactérias promotoras do crescimento de plantas, foram isoladas 24 estirpes,
sendo 16 diazotroficas oito solubilizadoras de fosfato inorgénico.

3. As estirpes diazotréficas UFVL-162, UFVL-163 e UFVL-164 apresentam
capacidade de promover o crescimento e desenvolvimento de plantas de milho.

5. A estirpe solubilizadora de fosfato LSOF-7 apresenta capacidade de
promover o crescimento de plantas de milho.

6. O lodo de esgoto de abatedouro de aves é rico em nutrientes e minerais

que podem ser utilizados para melhorar a fertilidade de solos.
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8.1. Unidades Formadoras de Col6nia. Trabalho 1 e 3.

Meio Repeticéo UFC gllodo

1
29,4x10"

2 12

Amilolitico 0,49x10

3
25,1x10"
18,75 x10™

]
13,40x10"°

iti ’ 0,97x10"®
Celulolitico ,

3 1
14,3x10"
9,55x10'

1 25,80 x10"°

13
Queratinolitico 2 25,00 x10

3 22,60 x10"
24,46 x10"

1 0,810 x10"

11
Ligninoliticas 2 0,830 x10

3 20,50 x10"
7,380 x10"

1 11,50 x10""

11
Proteolitico 2 0,82 x10

3 51,00 x10"
21,10 x10"

1 29,6 x10"°

15
Solubilizador de fosfato 2 23,4 0x10

3 0,114 x10"

17,70 x10"°
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8.2 Caracterizagdes de Coldnias de bactérias degradadoras de substancias orgénicas e promotoras do crescimento de plantas.

8.2.1 Caracterizagao das colbénias bacterianas amiloliticas

Isolado Tamanho Forma Elevagao Borda Superficie Coloragao Muco
UFV- LAM1 2 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso B
UFV- LAM2 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso -
UFV- LAM3 2 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso B
UFV- LAM4 2 mm Circular Plana Denteada Lisa Branco leitoso B
UFV- LAM5 1T mm Circular Plana Ondulada Lisa Branco transparente -
UFV- LAM6 2 mm Circular Lente Ondulada Rugosa Branco amarelgdo )

(borda branca leitosa)
UFV- LAM7 1,5mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso -
UFV- LAM8 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso B
UFV- LAM9 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco translicido B
UFV- LAM10 2 mm Irregular Lente Inteira Lisa Branco_amarelado )
brilhante

UFV- LAM11 2 mm Circular Convexa Inteira Lisa Branco leitoso B
Branco no centro -

UFV- LAM12 1 mm Circular Plana Inteira Lisa (borda grossa

transparente)
UFV- LAM13 1,5mm Circular Lente Inteira Lisa Branco amarelado -
UFV- LAM14 1T mm Irregular Planz Denteada Lisa Branco transparente i
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8.2.2. Caracterizagao das colbnias bacterianas queratinoliticas

Isolado Tamanho Forma Elevacgao Borda Superficie Coloragao Muco
UFV- LAM1 1,5mm Circular Plana Inteira Lisa Branco translucido e transparente -
UFV- LAM2 3mm Circular Lente Inteira Lisa Branco leitoso co’m_halo na borda -

translucido
UFV- LAM3 1mm Irregular Plana Inteira Lisa Branco translucido -
UFV- LAM4 1mm Circular Plana Inteira Lisa Branco transilicido (borda e halo -
translucido)
UFV- LAM5 Tmm Circular Plana Inteira Lisa Transparente -
UFV- LAM6 Tmm Circular Plana Inteira Lisa Transparente com um ponto branco -
UFV- LAM7 3,5mm Irreqular Plana Inteira Lisa Transparente com um ponto central -
branco
UFV- LAM8 2mm Circular Plana Inteira Lisa Branco translucido -
UFV- LAM9 3,5mm Circular Lente Inteira Lisa Branco leitoso -
UFV- LAM10 1mm Circular Lente Inteira Lisa Transparente com um ponto pequeno
branco
UFV- LAM11 Tmm Circular Convexa Inteira Lisa Branco transparente -
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8.2.3. Caracterizagao das colénias bacterianas ligninoliticas

transparente na borda

Isolado Tamanho Forma Elevacao Borda Superficie Coloracgao Muco
UFV-LL1T 2mm Irregular Plana Denteada Lisa Transparente -
UFV-LL2 2 mm Irregular  Plana Lobada Lisa Branco Transparente -
UFV-LL3 2mm Irregular  Plana Lobada Lisa Branco leitoso -
UFV-LL4 1 mm Circular  Lente Inteira Lisa Transparente translucido -
UFV-LL5 2 mm Circular Lente Inteira Lisa Branco leitoso -
UFV-LL6 1 mm Circular Lente Inteira Lisa Branca -

. Branco leitoso com o halo
UFV-LL7 2,5 mm Irregular Plana Denteada Lisa transparente na borda -
UFV-LLS8 1,5 mm Circular Plana Denteada Lisa Marrom -
. . . Branco leitoso com halo
UFV-LL9 1,5 mm Circular Plana Inteira Lisa transparente -
UFV-LL10 2 mm Circular Lente Inteira Lisa Branco leitoso com um halo -
pequeno transparente
UFV-LL11 2,5 mm Circular  Lente Inteira Lisa Transparente -
UFV-LL12 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso -
UFV-LL13 2 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco leitoso -
UFV-LL14 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco sem halo -
UFV-LL15 2,5 mm Irregular Plana Denteada Lisa Branco leitoso com o halo -
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8.2.4. Caracterizagao das colénias bacterianas proteoliticas

Isolado Tamanho Forma Elevacdo Borda Superficie Coloragao Mucosidade
UFV-LPR 1 5 mm Irregular  Convexa Inteira Rugosa Branco leitoso +
UFV-LPR 2 6 mm Irregular  Convexa Ondulada Lisa Branco amarelado -
UFV-LPR 3 4 mm Circular Lente Inteira Lisa Branco amarelado +
UFV-LPR 4 3 mm Circular  Convexa Inteira Lisa Branco avermelhado -
UFV-LPR 5 6 mm Irregular  Lente Ondulada Lisa Branco leitoso +
UFV-LPR 6 Tmm Circular Lente Inteira Lisa Branco leitoso com o centro mais claro -
UFV-LPR 7 3 mm Circular Lente Inteira Lisa Branco amarelado com um ponto no -

centro
UFV-LPR 8 6 mm Irreqular Umbonada Inteira Lisa Transparente amarelado +
UFV-LPR9 1 mm Circular  Convexa Inteira Lisa Creme -
UFV-LPR10 1 mm Circular  Convexa Inteira Lisa Vermelha -
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8.2.5. Caracterizacgao das colénias bacterianas solubilizadoras de fosfato

Isolado Tamanho Forma Elevacao Borda Superficie Coloragao Muco

UFV-SOF 1 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco-claro ( borda branca e -
translucida)

UFV-SOF 2 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco -

UFV-SOF 3 1,5 mm Circular Lente Inteira Lisa Branco amarelado -

UFV-SOF 4 1,5 mm Circular Convexa Inteira Lisa Branco amarelado no centro ( -
borda branca)

UFV-SOF 5 1 mm Circular Plana Inteira Lisa Branco-claro -

UFV-SOF 6 1,5 mm Circular Convexa Inteira Lisa Branco amarelado -

UFV-SOF 7 1,5mm Circular Pulvinada Dentea Lisa Branco amarelado (borda fina e -

da translucida)
UFV-SOF 8 1,5mm Circular Plana Inteira Lisa Amarelo -
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8.2.6. Caracterizacéo das colOnias bacterianas diazotroficas

Isolado Tamanho Forma Elevacao Borda Superficie Coloracgao Mucosidade
UFV L-161 1mm Circular Lente Inteira lisa Centro branco leitoso +
UFV L-162 1mm Circular plana  ondulada lisa tcr;::ggc?éznco claro, borda branca e +
UFVL-163  1mm  Circular Lente inteira  lisa oo brancoleioso, bordabranca e +
UFV L-164 1mm Circular plana Inteira lisa Centro branco, borda branca e translucida +
UFV L-261 1mm Circular lente  ondulada lisa Centro branco leitoso +
UFV L-262 1mm Circular convexa ondulada lisa Centro amarelo leitoso +
UFV L-361 Tmm Circular lente Inteira lisa Centro branco leitoso +
UFV L-362 Tmm Circular convexa Inteira lisa Centro branco leitoso +
UFV L-363 1mm Circular plana Inteira lisa Centro branco +
UFV L-364 Tmm Circular lente Inteira lisa Centro branco claro, borda translucida +
UFV L-451 Tmm Circular plana  ondulada lisa Centro branco leitoso, borda translucida +
UFV L-452 1mm Circular lente Inteira lisa Centro branco borda translucida +
UFV L-453 1mm Circular convexa Inteira lisa Ezr;’tsr&(t:)il'daar]co leitoso, borda branca e +
UFV L-562 Tmm Circular plana Inteira lisa Centro branco claro, borda translucida -
UFV L-661 Tmm Circular Lente Inteira lisa Centro branco, borda branca e clara +
UFV L-662 1mm irregular Lente Inteira lisa g:rr:ggcti)(rjaanco € pulverulento, borda +
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8.2.7. Caracterizagao das colbnias bacterianas celuloliticas.

Isolado Tamanho Forma Elevagdo Borda Superficie Coloragao Mucosidade

UFV L-CU 1 Tmm Circular Lente Inteira lisa Centro branco leitoso -

UFV L-CU2 Tmm Circular Lente ondulada lisa Centr(? t?ranco claro, borda branca & -
translucida
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8.3. Analises de variancia.

8.3.1. Trabalho 2. Experimento de bactérias diazotroficas

Quadro 1. Analise de variancia para as caracteristicas de crescimento da parte area e sistema radicular do milho, em
resposta a inoculagao de bactérias isoladas de lodo de esgoto de abatedouro de aves.

F.vV G.L ALT DIAM NF MFPA MFR MFT MSPA MSR MST Con/N
cm UN g mg/planta

Repeticao 5 2753 0,750 0,5175 0,1216 0,8131 0,5603 0,0020 0,0084 0,0099 7,467
Tratamentos 16 35,48 0,6889 13,8480 1,0475 2,1444* 5,2192* 0,0074 0,0530 0,0648 45,234*
Residuo 79 14,83  0,2667 0,5287 0,2285 0,9356 1,6815 0,0146 0,0167 0,0275 13,696
cv 22,89 17,67 15,11 22,016 25,66 21,83 76,95 45,34 37,49 32,919

Nivel de Significancia 5%.

ALT, altura da planta; DIAM, didmetro do caule; NF, numero de folhas; MFR, matéria fresca da raiz; MFPA, matéria fresca da parte aérea; MFT, matéria

fresca total; MSR, matéria seca da raiz MSPA, matéria seca da parte aérea; MST, matéria seca total; Con/N, conteudo de N; CV coeficiente de variagdo.
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8.3.2. Trabalho 3. Experimento bactérias solubilizadoras de fosfato.

Quadro. 2 Analise de variancia para as caracteristicas de crescimento da parte area e sistema radicular do milho, em

resposta a inoculagao de bactérias isoladas de lodo de esgoto de abatedouro de aves.

F.v G.L ALT DIAM NF MFPA MFR MFT MSPA MSR MST
-------- cm------ UN g
Repeticao 5 32,676 0,1361 0,0668 0,0189 0,3713 0,2419 0,0143 0,0228 0,0106
" Tratamentos 9 85,687 0,5865* 0,0688 0,4812 2,1553 3,2047 0,0088 0,0425 0,0260*
Residuo 45 47,124 0,1758 0,0676 0,3700 0,7801 1,4159 0,0077 0,0178 0,0233
cVv 18 11,77 6,55 25,55 19,59 17,17 27,13 27,58 18,96

* Nivel de significancia 5%.

ALT, altura da planta; DIAM, didmetro do caule; NF, nUmero de folhas; MFR, matéria fresca da raiz; MFPA, matéria fresca da parte aérea;

MFT, matéria fresca total; MSR, matéria seca da raiz; MSPA, matéria seca da parte aérea; MST, matéria seca total ; CV coeficiente
de variacéo.
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8.4. Figuras.

Figura 1 Figura 2

Figuras 1 e 2. Meios de culturas especificos para isolamento de bactérias com o
potencial de degradar substancias organicas.

[x] o se puede mestzor I imagen en este momento

Figura 3 Figura 4

Figura 3. Placas na B.O.D. depois de ser inoculadas com aliquotas de lodo de
abatedouro de aves. Figura 4. Placa com bacterinas isoladas de abatedouro de aves.
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Figuras 5 a 8. Bactérias solubilizando fosfato in vitro.

Figura 9 Figura 10

Figura 9. Panoramica: ensaio bactérias solubilizadoras de fosfato mais fosfato natural
utilizando a planta do milho como bio-indicador. Figura 10. Plantas de milho sem e com
uso de bactérias diazotroficas.
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