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RESUMO

O objetivo deste estudo foi demonstrar que o lodo biolégico industrial classe I, originario de inddstria
alimenticia, pode ser usado como matéria prima de baixo custo para multiplicacdo de Bacillus subtilis. O
crescimento de uma estirpe de Bacillus subtilis (AP-3), antagonista de fitopatégenos, foi avaliado em meio
de cultura com diferentes concentracdes de lodo obtido de lagoa biolégica de tratamento de efluentes. O
lodo apresentou 76,5 % de material organico o que favoreceu o desenvolvimento e manutencdo das
bactérias. A concentracdo de lodo avaliada (20% p/v) foi considerada como satisfatoria para a multiplicacéo
de B. subtilis. O enriquecimento do lodo com outros nutrientes ndo proporcionou incrementos no
desenvolvimento de B. subtilis. O lodo industrial avaliado apresentou-se como de grande potencial para
multiplicagéo de B. subtilis em larga escala.

Palavras chaves: Biopesticidas, reciclagem, residuos.

Industrial Sludge as a Alternative of Culture Media for Bacillus subtilis

ABSTRACT

The objective of this study was to demonstrate that industrial wastewater sludge, class Il, originary of
alimenticeous industry, could be used as a sole raw material to sustain growth of Bacillus subtilis. The
growth of one strain of Bacillus subtilis (AP-3), antagonist of phytopathogens, was evaluated in culture media
based in diluitions with differents concentrations of sludge obtained in biologicals treatments of wastewater.
The sludge showed concentration of organic components in 76,5% that contributed for growth and survival of
B. subtilis. The dose of sludge (20% p/v) evaluated was satisfactory para growth of bacteria. Nutrient
enrichement did not increased growth of B. subtilis in media with sludge. Culture media based in industrial
sludge evaluated would be indicated with of big potential for use large scale.
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INTRODUCAO

Os esgotos gerados pela atividade
industrial constituem um problema ambiental,
devido ao volume produzido e a necessidade de
tratamento adequado antes da disposi¢do final.
As formas de destinacdo mais utilizadas tem sido
0s aterros sanitarios, corpos d'agua e a
agricultura, o que tem ocasionado, com
freqiiéncia impactos ambientais significativos.
Figueiredo (1995), relata que, quanto ao
segmento industrial, a geracdo de residuos
decorrente dos processos atuais & responsavel
pela maior parcela dos impactos ambientais da
atualidade, com agravante de estarem, o0s
grandes parques industriais, localizados nas
proximidades dos grandes aglomerados urbanos.
Neste contexto a pesquisa tem buscado novas
alternativas para reciclagem destes residuos
reduzindo este impacto.

Com o desenvolvimento de produtos
baseados em microrganismos, principalmente
para o uso na agricultura como biopesticidas,
tem-se a necessidade da descoberta de materiais
mais baratos para desenvolvimento de meios de
cultura industriais. Sobre esta afirmacdo Dulmage
(1981) relatou que apesar das muitas vantagens
da aplicacdo de Bacillus thuringiensis como
biopesticida, seu uso é limitado devido ao alto
custo de producdo. O custo da matéria prima para
producdo de biopesticidas depende de varios
fatores; contudo a matéria prima pode
compreender de 30-40 % do custo total do
produto (LISANSKY et al., 1993). Neste contexto
tem-se buscado a utilizacdo de matérias primas
alternativas para viabilizar a utilizacdo destes
produtos biol6gicos. O lodo obtido no tratamento
de efluentes pode ser uma boa fonte de carbono,
nitrogénio, fésforo e outros nutrientes para muitos

processos microbianos agregando valor ao

produto final (MONTIEL et al. 2001). Salientado-
se, neste trabalho, que apenas os residuos
industriais que tenha os padr6es minimos de
seguranca ambiental, classificados como néo
perigosos, podem ser utlizado como matéria
prima para producédo de biopesticidas.

Produtos formulados a partir de
Bacillus subtilis vem sendo utilizados, desde
1983, nos EUA para o tratamento de sementes de
amendoim, entre outras culturas, contra varios
fitopatdgenos (WELLER, 1988). A resisténcia dos
metabolitos produzidos e a formacdo de
endosporos  resistentes ao calor sdo
caracteristicas excelentes para o]
desenvolvimento comercial de formulacdes desta
bactéria (LAZZARETTI; BETTIOL, 1997). Neste
sentido este trabalho teve como objetivo
caracterizar e avaliar lodo industrial classe |l
como meio de cultura para producdo de células

de Bacillus subtilis.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos
nos laboratérios de analise de solo e
microbiologia da Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE), Presidente Prudente, SP. O lodo
utilizado foi proveniente de lagoa biolégica da
estacdo de tratamento de efluentes da empresa
Danisco ingredientes Ltda, Pirapozinho, SP . O
lodo foi classificado, previamente, de acordo com
a norma NBR 10004, como residuo classe I, ndo
perigoso. A composi¢do quimica do residuo foi
fornecida pela empresa (Tabela 1), estédo

expressos com base na matéria seca a 110° C.

Tabela 1 Composigdo quimica parcial do lodo de
ETE da Danisco
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Parametros Mat. organica N P K Ca Mg S Relagdo C/N

(g kg™

Lodo 710,5 6,9 13,8 0,4 91,8 5724 56/1

ApGs a caracterizagédo do lodo foram
conduzidos ensaios em laboratério avaliando-se
diferentes  concentracdes de lodo para
composicdo do meio de cultura liquido. No
primeiro ensaio foram estabelecido os seguintes
tratamentos: controle (meio de cultura tradicional,
caldo nutriente, composto de 5g de levedura e 3g
de peptona por litro), 5% , 10%, 20% e 40% de
lodo seco diluido em agua destilada. O lodo foi
secado previamente em estufa (105° C por 24
horas) e depois peneirado (< 2mm) para diluicdo
em 50 mL de agua destilada, acondicionada em
erlenmeyer. O pH do meio foi corrigido para 7,0
com utilizagao de solugbes de acido cloridrico 1M
e Hidroxido de sddio 1N. Apods a esterilizagdo do
material, em autoclave, foi realizada a inoculagéo
da bactéria Bacillus subtilis (AP3) estirpe ja
descrita como de grande potencial antagonista a
fungos fitopatogénicos (ARAUJO et al., 2005). A
inoculacdo foi efetivada, com auxilio de alca de
platina, através da transferéncia de massa de
células multiplicada em meio agar nutriente
acondicionado em tubos de ensaio. Os frascos
foram deixados sob agitacdo durante sete dias
sob temperatura de 28° C. Ap0s este periodo foi
realizado a contagem de bactéria no meio
utilizando-se a técnica de diluicdes sucessivas e
semeadura em placa com meio de cultura agar
nutriente. O material foi incubado por cinco dias
em estufa bacterioldgica. ApOs este periodo foi
feita a contagem das bactérias. Posteriormente foi
realizado um segundo ensaio com associacao do
lodo seco com outros nutrientes, sendo definidos
0S seguintes tratamentos: Controle (meio de

cultura tradicional), 5% de lodo seco, 5% de lodo

3

seco+ 0,2% de levedura, 5% de lodo seco + 0,2%
de peptona. A inoculagao, incubacgéo e avaliacdo
foi semelhante ao primeiro ensaio.

Os ensaios foram conduzidos em
quatro repeticBes. Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica utilizando-se o
programa SISVAR, sendo utilizado o teste de
Tukey (p< 0,05) para comparacdo das médias

obtidas em cada tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio onde se utilizou doses
crescentes de lodo (Tabela 2) foi encontrado o
melhor desenvolvimento de bactérias na
concentracdo de 20% de lodo industrial,
comparando-se com o0 meio padrdao (caldo
nutriente). Montiel et al (2001) avaliando o cultivo
de Bacillus thuringiensis, utilizando lodo biolégico
como matéria prima, afirmaram que o rendimento
foi similar a varios meios complexos testados
preliminarmente. O lodo apresenta concentracéo
consideravel de material organico o que favorece
o0 desenvolvimento das bactérias, porém a
quantidade de nitrogénio e fosforo pode ser
limitante para crescimento expressivo das
bactérias (Tabela 1). No experimento com
enriquecimento do meio com lodo e levedura e
peptona (tabela 3), ndo foi obtido incremento do
desenvolvimento de bactérias comparando-se
com o tratamento apenas com o lodo. Isto pode
ser um indicativo que o0 aumento da
disponibilidade de nutrientes possa ndo ser o
fator primordial para maiores crescimento da
bactéria. Contudo o crescimento obtido em
valores proximos ao meio de cultura padrdo
credencia o meio de cultura a base de lodo como
alternativa  potencial para uso industrial.
Confirmando este fato Ben Rebah et al. (2002b)

afirmaram que lodo de ETE industrial ja foi
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proposto como meio de cultura efetivo para
crescimento de rizébio.

Tabela 2 Desenvolvimento de B. subtilis em meio
de cultura preparado como lodo

industrial

Tratamento No de bactérias por mL (x 10°)
Controle 440a"

5% de lodo industrial 2,8b

10% de lodo industrial 10,8 b

20% de lodo industrial 352a

40% de lodo industrial 75b

C.V. (%) 45,7

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente pelo Teste de Tukey com 5% de

probabilidade

Tabela 3. Desenvolvimento de B. subtilis em meio
de cultura preparado como lodo de
industrial enriquecido com levedura e

peptona
Tratamento No de bactérias por mL (x 10")
Controle 472a
5% de lodo 12b
5% de lodo + 2g de levedura 09b
5% de lodo + 2g de peptona 10b
C.V. (%) 37,8

" Médias seguidas da mesma letra ndo diferem

significativamente pelo Teste de Tukey com 5% de

probabilidade

Os resultados encontrados revelam
gue o lodo avaliado na concentracédo de 20 % na
composicdo do meio apresenta potencial para
utilizacdo em fermentacdo industrial. A maior
concentracdo avaliada (40%) reduziu a taxa de
crescimento da bactéria revelando que além dos
nutrientes o lodo em maiores concentragdes pode
aumentar a concentracdo de elementos
prejudiciais presentes no residuo. O lodo avaliado
podera também er utilizado como veiculo
comercial para manutencdo da bactéria pois o
mesmo ndo apresenta inibicdo do crescimento
das bactérias e tem sua composigdo quimica
caracterizado pela elevada concentracdo de

matéria organica. Ben Rebah et al (2002a)

4

comparando a utilizacdo de turfa e lodo como
veiculo de sobrevivéncia para rizébio concluiu
que o lodo é mais rico em nutrientes e tem
desempenho equivalente na manutencdo da
bactéria por varios meses. Nossos estudos
ficaram limitados a producgédo de células vivas em
meio de cultura a base de lodo, sendo necessario
outros ensaios para verificagdo se o residuo nao
afetou a eficiéncia da bactéria para utilizacdo

como biopesticida.

CONCLUSOES

- A concentragdo de 20% de lodo na composi¢do
do meio é a que proporciona melhor
desenvolvimento para B. subtilis.

- O enriquecimento do lodo com peptona e
levedura ndo incrementa o crescimento das

bactérias no meio de cultura.
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