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Resumo

Os dejetos animais podem ser tratados utilizando biodigestores pelo processo de
biodigestdo anaerébia, produzindo biofertilizante e gerando biogas e energia. O
objetivo deste trabalho foi avaliar microbiologicamente a biodigestao anaerdbia em
biodigestores de escala piloto, alimentados com dejetos de suinos e com dejetos de
bovinos, bem como comparar os métodos de identificagdo bioguimico e molecular. A
morfologia dos isolados bacterianos foi confirmada pela coloracao de Gram, as
amostras foram identificadas pelo método semi-automatizado BBL Crystal
Identification System® e genotipicamente pelo sequenciamento do rDNA 16S. O
grupo microbiano mais prevalente foi Enterococcus com predominio de
Enterococcus faecium. A utilizagdo do biofertilizante gerado pela biodigestao de
dejetos suinos e bovinos deve ser criteriosa, devido a persisténcia de espécies
potencialmente patogénicas no efluente final.
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Introducao
A criacdo de suinos no Brasil predomina em pequenas propriedades e
unidades de produgao familiar, e um dos maiores problemas no confinamento destes
animais é a grande produgdo de dejetos, com alto potencial poluidor (ANGONESE et
al., 2006). A pecudria leiteira destaca-se entre uma das maiores cadeias produtivas
“do Brasil, ocupando a sexta posicdo dentre os maiores produtores do mundo,
gerando mais de 100 milhdes de toneladas de dejetos por ano (IPEA, 2012).
O uso do biodigestor anaerdbio & uma importante ferramenta, pois além de

tratar os residuos, produz o biogas, onde a utilizag@o do gas metano gera energia, e



ainda o biofertilizante. Para reducdo dos impactos ambientais é necessario
identificar a populacdo bacteriana presente nos dejetos animais (MAGALHAES,
1986; RESENDE et al., 2014).

O biofertilizante & o efluente produzido pelo biodigestor por meio da
fermentagdo anaerébia da biomassa durante o processo da biodigestao. E composto
principalmente por matéria organica e Nitrogénio, Fésforo e Potassio (NPK), cuja
utilizac@o & a adubacéo do solo; sua produgdo tem um baixo custo na agricultura e
sem geracdo de problemas ao solo, em comparagdo com o uso de fertilizante
quimico (BARBOSA, LANGER, 2011).

Os micro-organismos existentes nos biodigestores sdo organismos
procariotos e estdo enquadrados nos dominios Archaea e Bacteria. A identificacao
bacteriana baseada somente em caracteristicas fenotipicas mostra-se cada vez
mais restrita e uma alternativa seria a associagdo das provas bioguimicas com
métodos moleculares, de modo a aumentar a eficacia da identificagdo bacteriana
(KIM et al., 2008). O sequenciamento de fragmentos do gene rDNA 16S permite
identificar as bactérias de forma mais confiavel, alem de oferecer uma outra
vantagem que ¢ a identificagdo de bactérias nao cultivaveis (TRINGE et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi identificar as bactérias isoladas de biodigestores
alimentados com dejetos de suinos e com dejetos de bovinos, bem como comparar

a identificagdo marfo-bioquimica e molecular dos isolados.

Material e Métodos

Para a identificagdo biogquimica foram utilizados os Kits comerciais BBL
Crystal Gram-Positive Identification System® e BBL Enteric/ Non Fermenter
Identification System®. Para a identificagdo molecular inicialmente foi feita a
extragdo do DNA utilizando o Kit Dneazy®™ (Quiagen, Hildem, Alemanha). Em
seguida foi feita a reagdo em cadeia da Polimerase (PCR), utilizando os primers
universais 27F (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) e 907R (CCG TCA ATT CCT
‘TTG AGT TT). Posteriormente foi realizado o sequenciamento das amostras
(rDNA16S) pela empresa ACT Gene Andlises Moleculares Ltda. (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS). A identificagéo bacteriana foi feita pelo



sistema BBL Crystal (SISTEMAS, 2002) e pelo Basic Local Alignment Search Tool
(Blast). A anélise dos dados foi feita de forma descritiva.

Resultados e Discussédo

A comparagédo dos resultados obtidos com os dois métodos de identificagao
foi feita usando os critérios de classificacdo das espécies. Dos 22 isolados
avaliados, apenas o SCP 163, SBN 150 e SCP 007, provenientes de dejetos suinos,
mostraram concordancia de espécie pelos dois métodos, sendo identificados como
Enterococcus faecium, Escherichia coli e Enterococcus faecium, respectivamente.
Outros 6 isolados (SCP 023, SCP 012, SCP 008, SCP 046, SCP 006, BCP 002)
foram identificados como pertencendo ao mesmo género, mas diferindo no que se
refere a espécie (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies bacterianas, identificadas pelos métodos bioquimico e pelo
método de sequenciamento do gene rDNA 16S

Amostras Identificagdao bioquimica Identificagao Molecular
SCP 050 Staphvlococcus saprophyticus Enterococcus faecium
SCP 005 Staphylococcus saprophyticus Enterococcus faecium
SCP 021 Staphylococcus haemolyticus Enterococcus faecium
SCP 023 Staphylococcus equorum Staphylococeus lentus
SCP 054 Staphylococcus equorum Enterococcus sp.

SCP 047 Staphylococcus xylosus Enterococcus faecium
SCP 012 Enterococcus durans Enterococcus faecium
SCP 008 Enterococcus durans Enterococcus faecium
SCP 006 Enterococcus raffinosus Enterococcu sfaecium
SCP 046 Enterococcus raffinosus Enterococcus hirae
SCP 007 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
SCP 163 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
SCP 024 Leuconostoc citreum Enterococcus faecium
SCP 036 Leuconostoc citreum Enterococcus faecium
SCP 032 Lactococcus lactis ssp hordniae Enterococcus faecium
SCP 011 Lactococcus lactis ssp lactis Enterococcus faecium
SCP 001 Aerococcus viridans Enterococcus hirae
BCP 002 Aerococcus viridans Aerococcus sp.

BCP 009 Micrococcus luteus Staphylococcus aureus
SCP 013 Micrococcus luteus Arthrobacter sp.

SBN 152 Enterobacter asburiou Enterococcus faecium
SBN 150 Escherichia coli Escherichia coli

BCP: bovino, coco Gram-positivo; SBN: suino, bacilo Gram-negativo; SCP: suino, coco
Gram-positivo. )
“Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Considerando o método molecular como padrdo ouro para a identificacao
bacteriana, das 22 amostras analisadas, a espécie mais prevalente foi Enterococcus
faecium(n=14). A populagdo de Enterococcus compreende bactérias amplamente

distribuidas no ambiente, fazendo parte da microbiota intestinal de humanos e



animais (MURRAY, 1990). Estudos anteriores mostraram que Enterococcus
predominam em biodigestores alimentados com dejetos de bovinos (BAGGE et al.;
2005). Resultados semelhantes também foram encontrados por Resende (2013),
gue utilizou biodigestores alimentados com dejetos bovinos, da pecuaria leiteira, na
qual evidenciou a prevaléncia de Enierococcus em amostras recuperadas de
afluentes e efluentes.

Conclusoes

Fica evidente gque o padrdo ouro para a identificacdo & a utilizacdo de
ferramentas moleculares. A identificacdo tradicional ndo oferece resposta confiavel,
pois os kits disponiveis no mercado sdo caracteristicamente validados para isolados
clinicos, provenientes de humanos ou animais, o que torna sua utilizagdo em
amostras ambientais menos segura ou confiavel.

Quando comparados os métodos utilizados evidencia-se que o isolamento e
selecdo de micro-organismos para trabalhos de microbiologia podem ser suportados
por métodos classicos, entretanto carece de confirmagdo com ferramentas mais

precisas, como biologia molecular, para identificac@o de género e espécie.
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