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RESUMO GERAL

A mandioca é reconhecida como uma cultura agricola de grande importancia no Brasil, a qual
gera subprodutos com alta carga organica. A toxicidade das aguas residuarias associadas ao
processamento da mandioca ndo se limita apenas ao excesso de compostos organicos e
acucares, mas também a presenca de cianoglicosideos, que representam riscos ambientais
se ndo forem adequadamente tratadas. No entanto, essas aguas residuarias possuem
potencial significativo como fonte de nutrientes e compostos bioativos para aplicacdes
biotecnoldgicas sustentaveis, mitigando impactos ambientais adversos. Este estudo avaliou
amostras de agua residuaria de duas agroindistrias processadoras de mandioca: uma
processadora de fécula (ARFe) e outra processadora de farinha (ARFa). O objetivo foi
investigar a composi¢éo microbiana e o potencial biotecnoldgico desses residuos por meio de
métodos de isolamento microbioldgico, metagendmica e testes funcionais. No artigo 1, os
isolados bacterianos foram obtidos com base no método de diluicdo seriada e isolamento,
seguido de caracterizacdo morfologica e tintorial por Gram e fisiolégica quanto a fixacao
biol6gica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e potassio, além da sintese de siderdéforos.
Foram obtidos 182 isolados bacterianos, que demonstraram capacidades funcionais
relevantes para a agricultura, incluindo alta taxa de fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de
fosfato e potassio, e producédo de sideroforos, especialmente nos isolados de ARFa, o que
indica potencial para o desenvolvimento de biofertilizantes. No artigo 2, foi realizada a andlise
metagendmica das aguas residudrias que revelaram a predominancia dos filos
Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes, com maior abundancia dos géneros
Gemmatimonas, Nannocystis e Bacillus. Apesar das variacfes quimicas entre as amostras,
os perfis taxondmicos e funcionais permaneceram estaveis ao longo dos anos de 2022 a 2024.
A correlacao significativa entre diversidade funcional e disponibilidade de substratos reforca o
impacto direto dos fatores fisico-quimicos de cada agua residuaria na estrutura microbiana e
no comportamento metabdlico dos microrganismos. No terceiro artigo, foram realizados
experimentos de fermentacdo utilizando aguas residuarias como substrato para a bactéria
Priestia aryabhattai (CCMMIAB-UNIO423), visando a producédo de acido indol-3-acético (AlA)
sob diferentes condicbes de suplementacdo (S1 e S2). Ambas as amostras sustentaram
crescimento microbiano exponencial; a ARFa apresentou crescimento inicial mais rapido,
seguido por queda associada ao esgotamento de nutrientes, enquanto a ARFe mostrou
crescimento mais estavel e prolongado ao longo do tempo. A suplementacao S2 (caseina,
ureia, sacarose e fosfato de potassio) resultou em maior viabilidade celular em comparacgéo a
S1 (glicerol, nitrato de ambnio e extrato de levedura), com destaque para a producao elevada
de &cido indol-3-acético (AlA), especialmente na ARFa. Os resultados indicam o potencial
biotecnol6gico das aguas residuais da mandioca para aplicacdes em biorremediacao e na
producdo de biofertilizantes. O estudo reforca a viabilidade do aproveitamento desses
efluentes como substrato para o crescimento de microrganismos promotores do crescimento
vegetal, o que contribui para a reducdo do impacto ambiental e promove a sustentabilidade
nas cadeias produtivas agricolas.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais; Microbioma; Biotecnologia;.
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ABSTRACT

Cassava is recognized as an agricultural crop of great importance in Brazil, which generates
by-products with a high organic load. The toxicity of the wastewater associated with cassava
processing is limited to the excess of organic compounds and sugars and the presence of
cyanoglycosides, which pose environmental risks if not adequately treated. However, this
wastewater has significant potential as a source of nutrients and bioactive compounds for
sustainable biotechnological applications, mitigating adverse environmental impacts. This
study evaluated wastewater samples from two cassava processing agro-industries: a starch
processor (ARFe) and a flour processor (ARFa). The aim was to investigate this waste's
microbial composition and biotechnological potential using microbiological isolation methods,
metagenomics, and functional tests. In article 1, bacterial isolates were obtained using the
serial dilution and isolation method, followed by morphological and Gram stain characterization
and physiological characterization regarding biological nitrogen fixation, phosphate and
potassium solubilization, and siderophore synthesis. A total of 182 bacterial isolates were
obtained, which demonstrated functional capacities relevant to agriculture, including a high
rate of nitrogen fixation, phosphate and potassium solubilization, and siderophore production,
especially in the ARFa isolates, which indicates potential for the development of biofertilizers.
Article 2 carried out a metagenomic analysis of wastewater, which revealed a predominance
of the Proteobacteria, Bacteroidota, and Firmicutes phyla, with a greater abundance of the
Gemmatimonas, Nannocystis, and Bacillus genera. Despite the chemical variations between
the samples, the taxonomic and functional profiles remained stable from 2022 to 2024. The
significant correlation between functional diversity and substrate availability reinforces the
direct impact of the physicochemical factors of each wastewater on the microbial structure and
metabolic behavior of the microorganisms. In the third article, fermentation experiments were
carried out using wastewater as a substrate for the bacterium Priestia aryabhattai (CCMMIAB-
UNIO423) to produce indole-3-acetic acid (IAA) under different supplementation conditions
(S1 and S2). Both samples sustained exponential microbial growth; ARFa showed faster initial
growth, followed by a decline associated with nutrient depletion, while ARFe showed more
stable and prolonged growth over time. S2 supplementation (casein, urea, sucrose, and
potassium phosphate) resulted in greater cell viability compared to S1 (glycerol, ammonium
nitrate, and yeast extract), with a high production of indole-3-acetic acid (IAA), especially in
ARFa. The results indicate the biotechnological potential of cassava wastewater for
applications in bioremediation and the production of biofertilizers. The study reinforces the
feasibility of using these effluents as a substrate for the growth of plant growth-promoting
microorganisms, which contributes to reducing environmental impact and promotes
sustainability in agricultural production chains.

Keywords: Agro-industrial waste; Microbiome; Biotechnology; Functional prediction.
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1 INTRODUCAO

A 4gua residuaria proveniente das agroindustrias de mandioca apresenta elevada
carga organica e potencial contaminante, o que a configura como um desafio ambiental
relevante. O manejo inadequado desse efluente pode ocasionar a contaminacéo de solos e
corpos hidricos, em virtude da mobilizacdo de nutrientes e compostos organicos sollveis.
Além disso, durante o processamento da mandioca — especialmente nas etapas de
descascamento, raspagem e extracdo do amido — sdo gerados grandes volumes de efluentes
com composi¢cado organica complexa (Costa et al., 2019; Santos et al., 2020). A degradacéo
anaerobia da matéria organica presente nas aguas residuarias de processamento de
mandioca favorece a atividade de microrganismos metanogénicos, 0s quais convertem o0s
compostos organicos em metano (CH,), além de produzirem diéxido de carbono (CO,) e, em
determinadas condic¢des, 6xidos de nitrogénio (N,O). Esses gases possuem elevado potencial
de aquecimento global, contribuindo significativamente para a intensificacéo do efeito estufa
(Oliveira e Souza, 2021).

Apesar dos impactos ambientais adversos, essa agua residuaria também se configura
como um recurso promissor para aplicacdes biotecnolégicas. Sua composi¢éo favorece o
desenvolvimento de processos inovadores, como a producao de biogas, bioplasticos, enzimas
industriais e a realizacéo de biorremediacdo, a qual pode ser implementada tanto pela agdo
direta de microrganismos capazes de degradar compostos téxicos, por meio de estratégias
de bioaumentagéo e biostimulag&o, quanto pela extracdo e aplicacdo de enzimas especificas
gue catalisam a transformacao dos poluentes em subprodutos de valor agregado (Ferreira et
al., 2022; Martins e Lima, 2020).

Os avancos nas tecnologias 6micas (protedmicas, metabolémicas) sobretudo na
metagendmica, ampliaram as possibilidades de explorar a diversidade microbiana presente
nesses efluentes. Essa abordagem permite identificar tanto microrganismos cultivaveis quanto
comunidades inteiras, revelando suas interacBes ecologicas e possibilitando novas
perspectivas para a utilizacao biotecnoldgica da agua residuaria de mandioca (Almeida et al.,
2018).

Entretanto, o conhecimento sobre a composicdo microbiana especifica e as fungbes
desempenhadas por essas comunidades permanece limitado, pois a maioria dos estudos
concentra-se nas caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes, deixando a microbiota nativa
pouco explorada (Rodrigues e Vieira, 2020). A identificacdo de genes funcionais nesse
ambiente pode promover solugbes inovadoras para o tratamento dos efluentes e para o
desenvolvimento de novos bioprodutos.

Além disso, a caracterizagdo funcional e metagendmica da microbiota presente na
adgua residuaria pode revelar cepas com alto potencial para processos de remediagdo

ambiental, desenvolvimento de bioinsumos agricolas e gera¢do de produtos de alto valor
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agregado (Goncalves e Pereira, 2021). Estudos indicam que os efluentes industriais atuam
como nichos ecoldgicos singulares, favorecendo a sele¢do natural de microrganismos
adaptados a condicGes extremas, capazes de degradar compostos toxicos e de promover
ciclos biogeoquimicos essenciais (Barbosa et al., 2019).

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo principal avaliar a composicao
microbiana e o potencial biotecnol6gico da agua residudria proveniente das agroindistrias de
mandioca, utilizando abordagens de isolamento microbioldgico, testes funcionais e analises
metagendomicas. Espera-se que os resultados contribuam para o desenvolvimento de
estratégias inovadoras e sustentdveis no manejo desses efluentes, gerando beneficios

ambientais e industriais significativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a composicdo microbiana e o potencial biotecnolégico da agua residuaria
proveniente de agroindustrias de processamento de mandioca, por meio de abordagens de

isolamento microbioldgico, testes funcionais e analises metagendmicas.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar microrganismos com potencial biotecnolégico a partir da agua
residuaria;

e Avaliar as capacidades metabdlicas e funcionais dos microrganismos isolados das
aguas residuarias;

e Aplicar andlise metagendmica nas aguas residuarias dos diferentes processos para
explorar a diversidade microbiana nao cultivavel;

e Explorar o potencial da agua residuaria como substrato para a biossintese de AIA por
Priestia aryabhattai (CCMMIAB -UNIO423).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Importancia agronémica e industrial da mandioca: producado e processamento

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), pertencente a familia Euphorbiaceae, € uma
cultura fundamental para regides tropicais e subtropicais, que desempenha um papel crucial
na seguranca alimentar global (Oliveira et al., 2021). Sua propagacao vegetativa por meio de
ramas facilita a adaptacdo a solos de baixa fertilidade e confere resisténcia a estiagem,
caracteristicas que favorecem seu cultivo em diferentes condi¢cdes agroecolégicas (Araujo et
al., 2018). As variedades de mandioca sao classificadas em amargas e doces, diferenciadas
principalmente pelos teores de &cido cianidrico (Silva et al., 2020), um fator relevante tanto
para 0 consumo quanto para o processamento industrial.

Em 2023, o Brasil registrou um aumento de 1,3% na producdo de mandioca, em
relagéo ao ano de 2022, alcangando mais de 18,2 milhdes de toneladas colhidas. O estado
do Paran& destacou-se como um dos principais produtores, respondendo por cerca de 17,6%
da producdo nacional, com uma produtividade média de 24,18 toneladas por hectare. Além
disso, o Parand lidera na producéo de fécula de mandioca, um insumo versétil utilizado na
alimentacdo humana, na nutricdo animal e em diversos setores industriais, 0 que consolida
sua importancia econdmica na cadeia produtiva do pais (CONAB, 2023).

Segundo Silva et al. (2019), o processamento da raiz da mandioca é bastante simples,
entretanto, o rendimento médio do processo varia de 25 a 30%. Existem duas formas de
obtencéo de produtos amilaceos da mandioca (Tabela 1); a primeira efetiva-se por meio das
farinheiras, em que a raiz € processada para a producao de farinha; e a outra nas fecularias,
onde é obtida a fécula. Vale ressaltar que, a partir da fécula, também se pode obter o polvilho

azedo.

Tabela 1 Comparagéao entre os Processos de Produgao de Fécula e Farinha de Mandioca

Aspecto

Fecularia (Fécula)

IndUstria de Farinha

Produto final

Fécula de mandioca

Farinha de mandioca

Processo principal

Extracdo da fécula por lavagem e
separacdo por decantacdo ou
centrifugacdo

Trituracdo e torragdo da massa de
mandioca

Uso de agua

Alto consumo de agua na lavagem
e separagdo da fécula (~4.000—
7.000 L/ton)

Uso moderado de agua na lavagem
e prensagem (~600 L/ton)

Residuos gerados

Bagaco (fibra) e matéria orgénica

Liquido da prensagem e matéria
organica

Secagem

Secadores de tunel ou flash dryer

Torragcdo em fornos ou tachos

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados de Tomoto (2020;2024); Tonello (2022); Vivelt (2019).

A seguir, é apresentada uma breve descricao sobre os processos para a obtencao da

fécula e da farinha de mandioca:
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a) Processo para obtencéo da fécula (Figura 1)

De modo geral, a producéao industrial de fécula de mandioca inicia com a colheita das
raizes, em que séo eliminadas folhas e pequenos caules. Em seguida, ocorre a descarga e
pesagem da matéria-prima, que passa por uma pré-lavagem para remover as impurezas mais
pesadas. Posteriormente, as raizes sao submetidas a lavagem e ao descascamento, etapas
fundamentais para eliminar residuos e reduzir os compostos cianogénicos. Apds essas
operacoes, realiza-se a trituracdo, que promove a desintegracdo celular e a liberacdo do
amido contido nas raizes. O “leite de amido” é, entdo, extraido por meio de métodos de
separacao e lavagem das fibras, originando uma suspensao aquosa que contém o amido
liberado. Essa suspenséao €, posteriormente, concentrada, filtrada e desidratada até atingir
cerca de 45% de umidade, podendo ser utilizada para a producgéo tanto de fécula quanto de
polvilho azedo, o qual é obtido ap6s um periodo de fermentacdo controlada do amido
sedimentado (Silva et al., 2020; Vilpoux, 2024).

‘:“ik MANDIOCA Processamento da mandioca para obtengdo da fécula

Colheita : Extracao/Lixiviagdo Embalagem

Recepgdo e pesagem Peneiramento

: Fécula de Mandioca
+— agua

Lavaéem © :_.F: Concentragdo
descascamento i
—> agua de Iavagerg': Desidratagao
Trituracdo i ! : geAraﬁaLp,e‘I\o 5E<§sls?UARIA
Flltragﬁo a vacuo _;" (ponto de coleta)
Desintegracdo ] Secagem

Figura 1 Fluxograma do processamento da mandioca em casas de farinha para a produgao de
fécula. Fonte: Elaborado pela autora, baseado no trabalho de Tonello (2022).

b) Processo para obtencéo da farinha (Figura 2)

A producdo industrial de farinha de mandioca inicia-se com a colheita das raizes,
seguida pelo descascamento, processo que, tradicionalmente, pode ser realizado
manualmente ou por equipamentos semi-industriais, para remoc¢ao das cascas e impurezas.
Em seguida, as raizes passam por uma lavagem rigorosa, destinada a eliminar areia e outros
residuos solidos. A massa obtida é, entéo, ralada ou triturada, mantendo-se a fragdo fibrosa
da mandioca, a qual confere caracteristicas nutricionais e sensoriais ao produto final.

Posteriormente, a massa € prensada para remocao parcial da agua residuéria, reduzindo a
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umidade do material. Em alguns processos, especialmente para a producao de farinha d’agua,
a massa prensada é submetida a fermentacdo em tanques, de forma que as raizes ficam
submersas por 3 a 5 dias, permitindo a fermentacdo natural e a acidificacdo, o que contribui
para a detoxificacdo do produto. Apds a fermentacdo (quando aplicada), a massa é torrada
em fornos rotativos, conferindo a farinha as caracteristicas de cor, aroma e sabor desejadas.
Por fim, a massa torrada é moida e peneirada, resultando na farinha com a granulometria

especificada para o mercado (Oliveira et al., 2020; Saravanan et al., 2020).

T“A% MANDIOCA T

.............. Colheita
Lavagem/ ' ..
Descascamento
Ralagem AGUA RESIDUARIA
/ (ponto de coleta)
Prensagem
torrefacdo
Empacotamento
Prensagem e
Processamento da mandioca para obtencéo da farinha armazenamento

Figura 2 Fluxograma do processamento da mandioca em casas de farinha para a producéo da
farinha “seca”
Fonte: Elaborada pela autora.

3.2 Agua residuéria do processamento da mandioca: Composic&o, Potencial

Biotecnol6gico e Desafios Ambientais

A agua residuaria, no contexto do processamento de mandioca, € o efluente gerado
durante as etapas industriais de descascamento, raspagem e extracdo do amido. Esse
residuo pode apresentar variacdes significativas na concentracao de matéria organica, como
aclcares e outros compostos soluveis, o que favorece sua biodegradabilidade. Além disso,
os residuos provenientes do processamento da mandioca possuem alto potencial para
aproveitamento biotecnoldgico, uma vez que apresentam teores expressivos de celulose
(25%), hemicelulose (7%), amido residual (60%) e proteina bruta (5%) (Costa et al., 2019). A
reutilizacdo desses materiais é promissora para a producao de bioenergia, fertilizantes e para

a alimentacéo animal, promovendo uma abordagem de economia circular (Ferreira, 2020).
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Apesar de seu potencial, a agua residuaria também imp&e desafios ambientais
devido a alta carga organica e a presenca de compostos cianogénicos, que, se descartados
inadequadamente, podem causar impactos significativos (Lawal, Ogedengbe e Oamen,
2019). Embora estratégias sustentaveis, como a producédo de biogas, fermentacdo para
obtencédo de acidos organicos (Mari et al., 2020); biohidrogénio, biometano (Silva et al., 2019)
e biossurfactantes (Ferreira e Almeida, 2007; Carvalho et al.,, 2021), j& tenham sido
exploradas, a literatura cientifica é limitada quanto a andlise metagenémica e predicéo
metabdlica da agua residuaria in natura de agroindustrias.

Além disso, poucos estudos diferenciam os efluentes, oriundos do processamento de
mandioca para a obtencdo de fécula, daqueles provenientes do processamento de farinha.
Pesquisas de Cereda (2023) e Bezerra (2023) avaliam volumes e caracteristicas gerais dos
residuos, mas ndo se aprofundam na andlise metagendmica especifica de cada tipo de
efluente. Essa distingao é fundamental, pois os processos de extracao para fécula e farinha
podem apresentar variacdes significativas na composicao de aglcares, na demanda quimica
de oxigénio (DQO), no pH e na concentracdo de compostos cianogénicos, fatores que
influenciam a estrutura e a funcionalidade dos microbiomas presentes (Lawal, Ogedengbe e
Oamen, 2019). Tais variagbes tém implicagbes diretas na selecdo e no desempenho dos
microrganismos, afetando as vias metabodlicas e, consequentemente, as aplicagbes
biotecnoldgicas, como a biorremediacdo e a producado de biofertilizantes e bioinsumos (Silva
et al., 2019).

No entanto, a escassez de estudos focados na analise metagenémica dos efluentes
in natura limita o desenvolvimento de protocolos especificos para a gestédo e revalorizacao
desses residuos. Este estudo visa preencher essa lacuna, fornecendo uma analise detalhada
dos perfis metagendmicos e funcionais da agua residuaria da agroindustria de mandioca, além
de contribuir para a formulacdo de estratégias padronizadas e sustentaveis de
aproveitamento, bem como para o avango do conhecimento na area. A caracterizagéo fisico-
guimica das aguas residudarias presentes na literatura apresentadas na Tabela 2, reforcam
seu potencial para processos fermentativos que produzem compostos de alto valor agregado,
minimizando impactos ambientais e agregando valor a cadeia produtiva da mandioca (Gomes
et al., 2016; Vilvert, 2019).
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Tabela 2 Caracterizagdo média de aguas residuéarias do processamento da mandioca para a
obtencgao de fécula e farinha
Agua residuaria

Caracterizac¢ao ‘ Fecularia Farinheira
Tomoto Vilvert Leite et al., Devens (2024)**  Monteiro(2015)**
(2020)*  (2019)* (2016)*
pH 4,02 3,92 51 4,44 3,9
DQO bruta 77741,13 17600 158,347 82 -
DQO filtrada 4172,70 - - - -
Carbono 4115,00 4720 - - 33,40
Nitrogénio total 14,98 290 67,6 - 2,14
Acucares totais  50007,19 6,19 - - -
Acido latico 1053,94 230 - 3,42 -
Sdlidos totais 6817,33 - - - 92,9
Sdlidos volateis ~ 1250,00 - - - 73,4

Fonte: elaborado pela autora. * mg/L; ** g/L.

3.3 Inovacgdes no Isolamento Microbiano e Aplicagdes Sustentaveis na Cadeia
Produtiva da Mandioca

O isolamento de microrganismos provenientes de aguas residuarias é uma pratica
essencial na microbiologia ambiental, visando identificar espécies com potencial para
aplicacdes biotecnoldgicas, como a degradacao de poluentes e a producdo de compostos de
interesse industrial. Tradicionalmente, técnicas, a exemplo do método de estrias em placas
(streak plate), pour plate, spread plate e diluicdo seriada, sdo empregadas para isolar e obter
culturas puras desses organismos (Francisco, 2018). Esses métodos permitem a separagéo
de colbnias distintas, facilitando sua caracterizacao posterior.

Nos ultimos anos, avangos significativos foram alcangcados com a incorporagéo de
técnicas moleculares no processo de isolamento e identificacdo microbiana. A reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), por exemplo, tem sido amplamente utilizada para detectar e
caracterizar microrganismos sem a necessidade de cultivo prévio, ampliando o conhecimento
sobre a diversidade microbiana presente em ambientes complexos, como as aguas
residuérias (Silva et al., 2018). Estudos demonstram que a PCR ¢ eficaz na deteccdo de
bactérias patogénicas em amostras de esgoto bruto e efluentes, contribuindo para a avaliacdo
da qualidade da agua e monitoramento ambiental. A PCR tem sido particularmente Gtil na
identificacdo de Salmonella spp. e outros patdgenos resistentes a antibiéticos, permitindo uma
melhor compreensédo de seu impacto na saude publica e seu potencial uso em programas de
controle sanitério (Francisco, 2018).

Nesse contexto, destaca-se a &agua residudria da mandioca, que abriga uma
diversidade microbiana altamente funcional, composta por bactérias, fungos e arqueias, que
desempenham papéis essenciais na degradacao de compostos organicos e no equilibrio do

ecossistema. Estudos metagendmicos e dependentes de cultivo tém identificado grupos
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microbianos predominantes, como Firmicutes, Chloroflexi e Proteobacteria, associados a
processos fermentativos e ao metabolismo de carboidratos complexos (Dias et al., 2020; Silva
et al., 2024). Entretanto, poucos estudos tém explorado de forma aprofundada a microbiota
especifica da agua residuaria, principal efluente do processamento da mandioca, em
comparacdo com os efluentes das industrias de fécula e farinha. Essa lacuna reforca a
necessidade de caracterizar as comunidades microbianas presentes nesses diferentes tipos
de &guas residuérias, considerando que fatores, como carga organica, presenca de
cianoglicosideos e variabilidade regional, podem influenciar diretamente a composicao
microbiana e seu potencial biotecnoldgico (Martins et al., 2023).

Dentre os géneros mais relevantes, Bacillus, Lactobacillus e Clostridium destacam-
se por converter matéria organica em subprodutos Uteis, enquanto Actinobacteria, como
Streptomyces e Micromonospora, apresentam potencial para a producdo de enzimas
hidroliticas e metabdlitos bioativos (Santos et al., 2021; Oliveira et al., 2022). Além disso,
arqueias metanogénicas, como Methanosaeta, desempenham papel central na digestdo
anaerobia e na producao de biogas, promovendo a conversao da matéria organica em energia
renovavel (Ferreira et al., 2022). A presenca dessas comunidades varia significativamente
entre os efluentes da producgéo de fécula e farinha, devido a diferenca na concentracéo de
residuos amilaceos e na composi¢do quimica dos substratos residuais, o que reforca a
necessidade de estudos comparativos entre esses sistemas (Alves et al., 2023).

Esses microrganismos tém aplicacdes biotecnologicas diversas, incluindo a
biorremediacdo, em que espécies aerObicas e anaerbdbicas degradam compostos toxicos,
melhorando a qualidade da agua tratada (Zhang et al.,, 2020). Além disso, comunidades
microbianas sdo utilizadas em processos de bioaumentagdo, técnica que otimiza o
desempenho dos sistemas de tratamento por meio da introducdo de cepas especificas (Li et
al., 2019). Técnicas 6micas, como metagenO6mica, metatranscriptbmica e metabolémica, tém
sido cada vez mais utilizadas para elucidar os mecanismos de degradag&do microbiana na
agua residuéaria da mandioca, permitindo uma identificacdo detalhada dos genes envolvidos
na biodegradacdo de compostos organicos e na producdo de metabdlitos de interesse
industrial (Gutiérrez et al., 2023; Ribeiro et al., 2022).

Outro campo promissor integra-se as estratégias de biorremediacdo e geracao de
bioenergia, a exemplo do uso de microalgas em sistemas de tratamento bioldgico. Ao remover
nutrientes e promover a fotossintese, as microalgas contribuem para a melhoria da qualidade
dos efluentes, reforcando as iniciativas de economia circular e o aproveitamento sustentavel
dos residuos agroindustriais (Garcia et al., 2018). Além disso, estudos apontam a conversao
da matéria organica presente nos efluentes em biofertilizantes e biopolimeros de alto valor
agregado (Ramakrishnan et al., 2020). Dessa forma, a agua residuéria e outros residuos da

cadeia produtiva da mandioca podem ser reaproveitados como matéria-prima para a



25

formulacao de insumos agricolas sustentaveis, reduzindo impactos ambientais e promovendo
praticas de agricultura regenerativa (Nascimento et al., 2023).

A bioconversdo de residuos agroindustriais em biogds € uma abordagem
sustentavel, na qual microrganismos, como Pseudomonas, Bacillus e Clostridium,
desempenham papel essencial na degradacdo de compostos recalcitrantes e na geracao de
energia renovavel (Kumar et al., 2019). Essa estratégia auxilia a reducdo da dependéncia de
combustiveis fésseis e 0 impacto ambiental associado ao descarte inadequado de efluentes.
Comparando os efluentes da fécula e da farinha, observa-se que os processos industriais
influenciam diretamente a geracdo de biogas, uma vez que os residuos ricos em amido
favorecem a fermentacdo anaerodbia, enquanto aqueles com menor carga organica podem
necessitar de suplementagéo nutricional para otimizacdo da producdo energética (Menezes
et al., 2021).

Portanto, a caracterizacdo da microbiota da agua residuaria da mandioca e seu
aproveitamento biotecnoldgico sao essenciais para o desenvolvimento de tecnologias
inovadoras e sustentaveis. A implementacao de estratégias eficientes pode proporcionar
beneficios ambientais e econdmicos significativos, promovendo a gestdo responsavel desses
residuos e sua reutilizacdo em processos produtivos. Além de contribuir para a compreensao
das diferencas entre os efluentes da producgéo de fécula e farinha, este estudo fornece uma
base para futuras aplicagdes biotecnologicas voltadas a valorizagdo desses residuos. A
utiizacdo de abordagens Omicas pode aprimorar a identificacdo de microrganismos
promissores e suas fungbes metabdlicas, viabilizando novos processos para a
biorremediacdo, bioenergia e producdo de bioinsumos agricolas, o que consolida o
reaproveitamento da 4gua residuaria e de outros subprodutos agroindustriais de forma mais

eficiente e sustentavel.

3.4 Analises Metagendmicas Aplicadas a Efluentes Agroindustriais

As analises metagenémicas aplicadas a efluentes agroindustriais sao fundamentais
para compreender a composi¢cdo e a dinamica das comunidades microbianas nesses
ambientes. Esses efluentes, oriundos de atividades agricolas e industriais, representam fontes
significativas de poluicado hidrica, contribuindo para problemas, como a eutrofizacdo e a
degradacao de ecossistemas aquaticos. A eutrofizacdo caracteriza-se pelo enriquecimento
das aguas por nutrientes, especialmente fésforo e nitrogénio, frequentemente resultante do
despejo de esgotos ou subprodutos agroindustriais, 0 que culmina em sérios problemas
ambientais (Oliveira e Ferreira, 2019; Silva et al., 2020). No caso dos efluentes da
agroindustria da mandioca, a alta carga organica pode influenciar de forma singular a
composi¢ao microbiana desses ambientes, distinguindo-os de residuos industriais gerados na

producao de fécula e farinha (Melo et al., 2023; Nascimento et al., 2022).
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A metagendmica possibilita a identificacdo e caracterizacdo de microrganismos sem
a necessidade de cultivo, oferecendo uma visdo abrangente da diversidade microbiana e de
suas funcdes ecoldgicas. O sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA para bactérias
e arqueias, 18S rRNA para eucariotos e ITS para fungos permite a analise da diversidade
taxondmica nesses ambientes (Marquioli, 2017). Além disso, a metagenémica shotgun
proporciona uma visdo mais detalhada da composi¢do funcional dessas comunidades ao
identificar genes associados a degradacao de poluentes organicos e inorganicos, bem como
a resisténcia a antibiéticos (Nurk et al., 2016). A aplicacao dessas técnicas € particularmente
relevante para efluentes da mandioca, sendo que a presenca de cianoglicosideos pode
influenciar a estrutura microbiana e 0s processos metabdlicos, demandando uma
caracterizacdo mais aprofundada para compreender como esses compostos sdo degradados
(Gomes et al., 2021).

Os avancos nas tecnologias de sequenciamento, especialmente 0 sequenciamento
de nova geracdo (NGS), revolucionaram a metagen6mica ao permitir andlises de alto
rendimento que identificam taxons microbianos anteriormente desconhecidos e genes
funcionais relacionados a degradacéo de poluentes. O NGS possibilita a geracao de grandes
volumes de dados, exigindo o uso de ferramentas bioinforméticas robustas, como z Kraken2
e MG-RAST, para analise taxondmica e funcional (Georgana et al., 2018; Macédo et al., 2023).
Entretanto, a interpretacdo desses dados apresenta desafios metodologicos, incluindo a
necessidade de pipelines bioinformaticos bem estruturados e o tratamento de artefatos de
sequenciamento. Nos efluentes da mandioca, esses desafios sdo acentuados devido a
variabilidade dos residuos entre os processos industriais, reforcando a necessidade de
estudos comparativos entre a Agua residudria e os efluentes da fécula e farinha para identificar
diferengas na microbiota e no metabolismo (Almeida et al., 2022).

A integracdo de abordagens metagendmicas com outras técnicas "0micas”, como a
transcriptdmica e a protedmica, tem o potencial de fornecer uma compreenséo mais profunda
das interac6es microbianas e de suas funcdes ecoldgicas em efluentes agroindustriais (Terra,
2018). Além disso, a aplicacdo de analises metagenémicas pode auxiliar a avaliacdo da
eficacia de diferentes processos de tratamento, permitindo a identificagdo de mudancas nas
comunidades microbianas ao longo das etapas de tratamento. A inclusdo de analises
metabolémicas, por exemplo, poderia revelar os produtos intermediarios da degradacdo da
agua residuaria e indicar quais microrganismos desempenham papel essencial na conversao
de seus compostos organicos em metabdlitos de interesse industrial, como acidos organicos
e biofertilizantes (Ferreira et al., 2023).

Essas abordagens contribuem significativamente para o desenvolvimento de
estratégias inovadoras de tratamento de efluentes, garantindo a protecdo dos recursos
hidricos e a saude dos ecossistemas aquaticos. Além disso, este estudo fornece subsidios

para a aplicagdo de técnicas metagendémicas no monitoramento da microbiota dos efluentes
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da mandioca, permitindo nhdo apenas a otimizacao dos processos de tratamento, mas também
a identificacdo de novas cepas microbianas com potencial biotecnolégico para
biorremediacdo, bioenergia e formulacdo de bioinsumos agricolas. A metagendmica, ao
oferecer uma visdo abrangente e detalhada da diversidade microbiana sem depender do
cultivo prévio, possibilita identificar e quantificar espécies envolvidas na degradacao de
poluentes e na transformacédo de compostos organicos, além de mapear 0s genes e as vias
metabdlicas responsaveis por esses processos. Essa informacao é fundamental para ajustar
as condi¢Oes dos sistemas de tratamento, o que favorece as cepas mais eficazes, bem como
para realizar o monitoramento continuo das mudangas nas comunidades microbianas em
resposta as intervengfes tecnoldgicas ou variagbes ambientais. Dessa forma, a agua
residudria e outros residuos agroindustriais podem ser reaproveitados de forma mais eficiente

e sustentavel, alinhando-se aos principios de economia circular e inovagéo tecnolégica.
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ARTIGO 1 — SCREENING E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICRORGANISMOS
DE AGUAS RESIDUARIAS DE AGROINDUSTRIAS PROCESSADORAS DE MANDIOCA

RESUMO

As Aguas residuarias resultantes do processamento de mandioca em agroindustrias
revelaram-se portadoras de uma rica diversidade microbiana com potencial biotecnoldgico
significativo para aplicacbes em sistemas agricolas sustentaveis. Este estudo teve como
objetivo prospectar e identificar isolados com potencial biotecnolégico a partir de amostras
coletadas em duas agroindustrias: uma dedicada a produc¢éo de farinha de mandioca (ARFa)
e outra a producdo de fécula (ARFe). Os isolados bacterianos foram obtidos por meio do
método de diluicio seriada e isolamento, sendo subsequentemente caracterizados
morfoldgica e fisiologicamente. Além disso, foram avaliadas suas capacidades de fixacéo
biologica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e potassio, bem como a sintese de
sidero6foros. Os resultados indicaram que 63% dos isolados provenientes da ARFe e 74% da
ARFa demonstraram atividade de fixag@o de nitrogénio. Adicionalmente, 88% dos isolados da
ARFe e 83% da ARFa apresentaram capacidade de solubilizagéo de fosfato, enquanto a
solubilizacao de potassio foi observada em 74% e 65% dos isolados, respectivamente. Quanto
a producdo de sideroforos, esta foi mais acentuada nos isolados originarios da producédo de
farinha de mandioca (ARFa). Esses achados ressaltam o potencial desses microrganismos
na formulacdo de biofertilizantes, contribuindo para praticas agricolas mais sustentaveis.
Investigacdes futuras deverao direcionar esforgos para a identificacdo molecular dos isolados
e a otimizag&o de sua aplicagdo em condigbes de campo.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais. Fixacdo de nitrogénio. Solubilizacdo de
nutrientes. Potencial biotecnolégico. Biofertilizantes. Microbiologia agricola.

1 INTRODUCAO

A geracao de residuos agroindustriais tem se tornado uma preocupacédo crescente
devido ao seu impacto ambiental e a necessidade de gestdo sustentavel. Entre esses
residuos, a agua residuaria proveniente do processamento de mandioca destaca-se pela alta
carga organica e pela presenca de compostos poluentes, como cianetos, carboidratos e
materiais nitrogenados (Delanka-Pedige et al., 2020). Esses efluentes, quando descartados
sem tratamento adequado, podem comprometer a qualidade dos solos e corpos hidricos,
favorecendo a contaminagéo e a degradacdo ambiental (Oliveira e Souza, 2021).

A microbiota presente nesses efluentes emerge como uma alternativa viavel para o
desenvolvimento de processos biotecnologicos sustentaveis. Estudos demonstram que
microrganismos isolados de &guas residudrias possuem elevada capacidade metabolica,
sendo aptos a fixar nitrogénio, solubilizar minerais essenciais, como fésforo e potassio, e
produzir compostos bioativos, a exemplo de sider6foros e acido indol-3-acético (AIA)
(Rodriguez et al., 2022; Souza et al., 2023). Esses compostos podem ser utilizados para o
aprimoramento da fertilidade do solo e para a reducdo da dependéncia de fertilizantes

guimicos, promovendo uma agricultura mais eficiente e ecolégica.
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Apesar da relevancia da mandioca como cultura agricola e do grande volume de
residuos gerados em seu processamento, a pesquisa sobre microrganismos provenientes de
suas aguas residuarias ainda é limitada. A maior parte dos estudos foca em microrganismos
isolados do solo ou da rizosfera, enquanto o potencial dos isolados de efluentes industriais
permanece subexplorado (Rodrigues e Vieira, 2020). Essa lacuna na literatura cientifica
impede um melhor aproveitamento desses microrganismos para aplicacfes biotecnolégicas,
especialmente na producéo de biofertilizantes e biorremediadores.

Além disso, o descarte inadequado da agua residuaria da mandioca pode causar
impactos ambientais significativos. Estudos indicam que a alta carga organica desse efluente
contribui para a eutrofizagdo de corpos hidricos, afetando a biodiversidade aquatica e
comprometendo a qualidade da agua (Vasilakou et al., 2024; Devarajan et al., 2015). A
presenca de compostos toxicos, como cianetos e acidos organicos, pode alterar a microbiota
natural do solo, reduzindo sua fertilidade e aumentando o risco de contaminagao por metais
pesados (Ma et al., 2022). Assim, compreender melhor 0s microrganismos presentes nesses
residuos podem permitir o desenvolvimento de solu¢des sustentaveis para mitigar seus
impactos ambientais.

Essa discrepancia é ainda mais evidente no caso das &aguas residuarias de
agroindustrias de mandioca, sendo que a maior parte das pesquisas se concentra em
aspectos fisico-quimicos, negligenciando o papel biotecnol6gico da microbiota nativa
(Nautiyal, 1999; Hungria e Silva, 2011; Rodrigues e Vieira, 2020). Assim, a caracterizacao e
a avaliagdo funcional (screening) dessas bactérias sdo essenciais para compreender seu
papel ecoldgico e suas possiveis aplicagdes na biotecnologia agricola.

Diante disso, este estudo teve como objetivo isolar e caracterizar microrganismos
presentes em aguas residuarias de agroindustrias de mandioca e avaliar seu potencial
metabdlico, com énfase na fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosforo e potassio, e
producao de sideroforos. Ao explorar essa microbiota pouco estudada, pretende-se contribuir
para o desenvolvimento de novas estratégias biotecnologicas voltadas para o
reaproveitamento de efluentes industriais, a fim de promover a economia circular e a

sustentabilidade agricola.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta dos residuos
As amostras de agua residuaria utilizadas para andlise e isolamento foram coletadas
em duas industrias de processamento de mandioca, uma processadora de farinha e outra de

fécula. A coleta foi realizada em uma Unica ocasido, sendo as amostras homogeneizadas e

acondicionadas em garrafa do tipo pet e refrigeradas em caixa térmica para transporte até o
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Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) na Universidade Estadual do Oeste do

Parana (Unioeste).

2.2 Isolamento e caracterizacdo dos microrganismos

Para o isolamento dos microrganismos, foram adicionados 2,0 mL da agua residuéria
proveniente da industria de farinha (ARFa) e da dgua residuaria proveniente do processo de
obtencdo de fécula (ARFe) separadamente, em frascos de Erlenmeyer contendo 18 mL de
Caldo Nutriente estéril. As culturas foram incubadas sob agitag@o constante a 120 rpm por 24
horas para recuperacdo das amostras. Apés o periodo de incubacéo, realizaram-se diluicdes
seriadas decimais de 107t a 1077. Posteriormente, as diluicbes foram plagueadas em meio
Agar Nutriente (AN) e incubadas por 5 dias a 30 °C, visando o isolamento das colénias
bacterianas individualmente.

Apods isolamento dos microrganismos, seguindo a metodologia de Hungria e Silva
(2011) para a caracterizagdo morfofisiologica, as bactérias foram analisadas quanto a
coloracdo e morfologia de Gram, ao tempo de crescimento, sendo classificado em cinco
categorias: muito rapido (menos de 1 dia), rapido (entre 1 e 2 dias), médio (entre 2 e 3 dias),
lento (3 a 4 dias) e muito lento (mais de 4 dias). Em seguida, foram analisadas quanto a
consisténcia da massa de crescimento, classificando-as como aguosa, gomosa ou seca, e
guanto ao formato das colbnias, classificando-as como circular, irregular, puntiforme ou
filamentosa. A elevacéo das coldnias foi observada em plana, lenticular, convexa, pulvinada,
umbonada ou umbilicada, e a borda, em inteira, ondulada, lobada, denteada ou filamentosa.

Jéa a superficie das amostras, foi categorizada como lisas, rugosas ou papiladas.

2.3 Capacidade de Fixacédo de Nitrogénio em Meio Livre de Nitrogénio (NFb)

A capacidade de fixar nitrogénio de modo assimbiético foi avaliada segundo a
metodologia de Dobereiner et al. (1995) com adaptac¢des. Os isolados foram recuperados em
Caldo Nutriente (CN) durante 24-48 horas, em B.O.D a 30 °C. Em sequéncia, foram
transferidos 100 yL do in6culo bacteriano, para frascos de penicilina contendo 6 mL de meio
NFb semissdlido em duplicata e incubados por sete dias a 30 °C. As bactérias que
apresentaram crescimento visivel abaixo da superficie, em forma de pelicula (halo claro) e

alteracdo de pH do meio NFb, foram consideradas positivas.

2.4 Avaliagéo qualitativa de solubilizadores de fosfato inorgénico

A avaliacdo da capacidade dos isolados em solubilizar fosfato inorganico foi com

base na metodologia de Nautiyal (1999) com modificacdes. Foram transferidos 05 pL do
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in6culo em quatro pontos distintos da placa de Petri contendo meio so6lido NBRIP (National
Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium), constituido de:10,0 g L * glicose;
Caz(P0Os)2; 5,0 g L 1 MgCl..6H,0; 0,2 g L 1 KCI; 0,25 g L 1 MgS04.7H.0; 0,1 g L "t (NH4)2SO04;
pH 7,0. O experimento foi realizado em triplicata experimental e biol6gica e incubado em
B.O.D durante sete dias a 30 °C, tendo, como controle positivo, Bacillus subtilis e
Pseudomonas fluorescens. Foram realizadas as avaliacées no 3°, 5° e 7° dia de incubacéo,
utilizando-se uma régua para medir os halos de solubilizacdo, considerando a média das
quatro repeticdes.

O indice de solubilizacao (IS) foi determinado para cada isolado conforme a equacéo:
IS = g Halo (mm) / g Col6nia (mm) (Hara e Oliveira, 2004). Com base nesse indice, os isolados
foram classificados quanto ao nivel de solubilizagdo, sendo considerados de baixa
solubilizagao aqueles com IS < 2, de média solubilizagdo aqueles com 2 < IS < 4, e de alta
solubilizacdo os que apresentaram IS =2 4.

Os isolados com capacidade de solubilizar fosfato inorganico foram identificados pela
formacgé&o de halos transparentes ao redor das colbnias.

2.5 Avaliacéo qualitativa de solubilizadores de potassio

A metodologia de De Paula et al. (2013) com modificagBes foi utilizada para a
avaliacdo da capacidade de solubilizagéo de potassio dos isolados. Foram transferidos 05 pL
do inéculo em quatro pontos distintos da placa de Petri contendo meio sélido Aleksandrov,
constituido de: glicose 5,0 g L!; extrato de levedura 2,0 g L "1; MgSO,4 0,005 g L; FeCl; 0,08
gL' CaCO;2,0gL % agar 15,0 g LY 1,6 g L' de KCI. O experimento foi realizado em
triplicata experimental e biologica e incubados em B.O.D durante sete dias a 30 °C, tendo,
como controle positivo, Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens. Foram realizadas as
avaliacdes no 3°, 5° e 7° dia de incubacdo. Os isolados capazes de solubilizar potassio
produziram um halo transparente ao redor das coldnias. Os isolados foram classificados de

acordo com o item 2.5.

2.6 Avaliacao da capacidade de producdao de sideréforos

Para a avaliacdo da producao de sideroforos, utilizou-se a metodologia de Schwyn e
Neilands (1987) com modificagBes. Os isolados foram recuperados em caldo nutriente, por
24-48 horas em B.0O.D 30 °C. Posteriormente, a concentracéo foi ajustada 0,5 (D.Ogoonm) €
transferido 1,0 mL em tubos com capacidade de 50,0 mL contendo meio King B (peptona 20,0
gL 1 MgS047H,0 15,0 g L % K;HPO4 1,5 g L % glicerina 10 mL L e pH final 7,2). Os tubos
foram mantidos sob agitagdo constante a 120 rpm a 28°C por sete dias. Foram transferidos

1,0 mL do cultivo em meio King B para eppendorfes estéreis, centrifugados a 12.000 rpm por
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10 minutos. Uma aliquota de 100 uL do sobrenadante homogeneizado (1:1) com o reagente
cromoazurol (CAS) 1 mM (6,0 mL HDTMA 10 mM; 1,5 mL de solucédo de ferro Il - Fes;Cls;.6H.0
em HCl| 10 mM; 7,5 mL de solugdo CAS 2 mM; 4,307 g de Pipes dissolvido em H.O;
completado com &gua destilada para totalizar 100 mL, pH final 5,6). Apos 30 minutos de
incubacao com auséncia de luz e em temperatura ambiente, as amostras foram analisadas
por meio de espectrofotdmetro (D.Ossonm). A quantidade de sider6foros produzidos por cada
cultura foi estimada usando uma curva padrao, variando de 0 a 200 uM de EDTA sddico (-
0,0034+0,8138) / (R?=0,9901). Meio de cultura néo inoculado foi utilizado como controle.

Os sideroforos foram classificados quanto a capacidade de producéo, na qual >200
UM elevada produc¢éo, 199-100 uM média producao e <99 uM baixa producdo de siderdéforos.

3 Resultados e Discusséo
3.1 Caracterizacdo dos isolados
Foi obtido um total de 182 isolados bacterianos, sendo: 64 provenientes da agua

residudria do processo de obtencdo da fécula de mandioca (ARFe) e 115 isolados da agua

residudria proveniente da obtencéo da farinha de mandioca (ARFa).
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Os resultados das andlises bioquimicas realizadas com os isolados bacterianos das
ARFe e ARFa demonstraram variacdes significativas quanto as suas capacidades
metabdlicas. Entre os isolados bacterianos provenientes da ARFe (Figura 3), 38,46% exibiram
capacidade simultanea para desempenhar trés, das quatro funcdes bioguimicas avaliadas:
producao de sideroforos, solubilizacdo de nutrientes (fosfato e/ou potassio) e fixagao bioldgica
de nitrogénio (FBN). Especificamente, os isolados ARFel5 e ARFe38 destacaram-se pela
solubilizacdo de fosfato, sintese de sideréforos e fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN),
enquanto os isolados ARFel4, ARFe22, ARFe31, ARFe53, ARFe54 e ARFe60 apresentaram
simultaneamente capacidade para FBN, produc¢éo de sideréforos e solubilizacao de potassio.
Além disso, 24,62% dos isolados foram capazes de realizar apenas duas dessas funcgdes,
9,23% exibiram apenas uma das capacidades metabdlicas investigadas e 27,69% n&o
apresentaram qualquer atividade bioquimica detectavel.
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Figura 4 Diagramas de Venn indicando o potencial dos isolados bacterianos da ARFa em relacao
aos desempenhos bioquimicos.

Fonte: elaborado pela autora

Os isolados de ARFa (Figura 4) mostraram um perfil distinto do apresentado pelos
isolados da ARFe. Apenas o isolado ARFa38 (0,87%) foi capaz de realizar todas as quatro
funcbes bioquimicas: producado de sideréforos, fixacdo biolodgica de nitrogénio, solubilizacéo
de potassio e solubilizacdao de fosfato. Para os demais isolados da ARFa, 43,48%
apresentaram a capacidade de realizar trés dessas fun¢des, enquanto 30,43% foram capazes
de realizar duas. Somente 17,39% dos isolados da ARFa demonstraram a capacidade de
realizar uma funcdo bioquimica; 7,83% nao apresentaram capacidade bioquimica para

nenhuma das func¢des testadas. Em estudo, realizado por Ajmal et al. (2021), investigou-se o
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potencial de promocao do crescimento vegetal e biorremediacdo por bactérias de solos
irrigados com aguas residuarias no Paquistdo, demonstrando um expressivo potencial de
mineralizacdo e producao de sideréforos. Dos 75 isolados analisados, 39% foram capazes de
solubilizar potassio, 37% solubilizaram fosfato e 56% produziram sideréforos, evidenciando a
diversidade funcional dos microrganismos para aplicacbes em biofertiizacdo e
biorremediacao.

Esses resultados indicam que, embora os isolados apresentem um potencial
biotecnoldgico relevante, suas capacidades funcionais variam significativamente conforme a
origem ambiental e as condicfes dos substratos. Tal variagdo reforgca a importancia da
selecao criteriosa de cepas para o desenvolvimento de aplicagdes biotecnoldgicas.

A caracterizacdo dos isolados obtidos das amostras de ARFa e ARFe revelou
semelhangas entre os grupos microbianos. Nas amostras da ARFa, 76% dos isolados foram
identificados como bacilos Gram-negativos e 24% como Gram-positivos. De forma
semelhante, em ARFe, 70% dos isolados eram bacilos Gram-negativos e 30% Gram-
positivos. Em ambos os casos, os isolados apresentaram crescimento acelerado em todos os
meios de cultura testados, indicando elevada adaptabilidade e viabilidade metabdlica. Os
isolados bacterianos de ARFa e ARFe apresentaram caracteristicas morfol6gicas distintas e
importantes para a avaliacdo de seu potencial biotecnologico. Os isolados da ARFa
apresentaram predominancia de forma circular (75%) e elevacao plana (65%), comparaveis
as coldnias da ARFe, que também apresentaram 80% de forma circular e 60% de elevacao
plana. As bordas das colbnias foram inteiras em 75% dos isolados da ARFa e 75% dos
isolados da ARFe, com superficie lisa em 75% dos isolados de ARFa e 85% nos da ARFe.

Essas caracteristicas morfoldgicas indicam uniformidade e estabilidade no
crescimento das culturas microbianas, o que é desejavel em processos biotecnoldgicos. A
forma circular e a elevagédo plana facilitam o isolamento e a identificacdo das colbnias,
contribuindo para a consisténcia dos experimentos. A presenca de bordas inteiras e
superficies lisas refor¢a o crescimento controlado das culturas, minimizando a formacéo de
biofilmes indesejados e possiveis contamina¢des (Lopes et al., 2021).

Quanto a producao de muco, ambas as amostras apresentaram caracteristicas
semelhantes, com 58% dos isolados da ARFa e 65% da ARFe classificados como produtores
de pouco muco. A producdo de muco pode estar associada a sintese de exopolissacarideos
(EPS), compostos que desempenham papéis importantes na protecdo das células
microbianas contra estresses ambientais e na promoc¢do de formacdo de biofilmes. Em
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV), como os rizébios e outras bactérias, os
EPS facilitam a interacdo com as raizes das plantas e a formacao de nédulos, essenciais para
a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN). Mesmo em niveis reduzidos, a produ¢do de muco
esta correlacionada a formagéo eficiente e a estabilizacdo de biofilmes, contribuindo para a

protecdo celular frente a estresses ambientais, sem prejudicar sua aplicabilidade em
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processos industriais de interesse biotecnoldgico. (Fernandes Janior et al., 2010; Lopes et al.,
2021; Hossain et al., 2023).

A consisténcia da massa de crescimento variou entre os isolados analisados. Entre
os isolados provenientes da ARFa, 66% apresentaram consisténcia aguosa, 30% gomosa e
4% seca ou cremosa; nas amostras da ARFe, 70% foram aquosos, 20% gomosos e 10%
Secos ou cremosos. A consisténcia aquosa esta associada a um crescimento microbiano
vigoroso e boa adaptacdo ao meio de cultivo, sendo ideal para aplicacdes que exigem alta
produtividade de biomassa. Por outro lado, a consisténcia gomosa pode estar relacionada a
producdo de exopolissacarideos (EPS), caracteristica desejavel em cepas como rizébios e
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). No entanto, essa propriedade requer
atencdo em processos fermentativos, pois a producdo excessiva de EPS pode levar a
problemas de viscosidade, impactando a eficiéncia da producdo em larga escala (Lopes et
al., 2021).

Dessa forma, as caracteristicas observadas nos isolados bacterianos provenientes
da ARFa e ARFe, como a morfologia das colbnias, o padréo de crescimento, a consisténcia
da biomassa e a producdo de muco,estdo em consonancia com achados cientificos recentes
(Lopes et al.,, 2021; Hossain et al.,, 2023) e indicam o potencial biotecnoldgico desses

microrganismos.
3.2 Capacidade de fixacdo de Nitrogénio em Meio Livre de Nitrogénio (NFb)
Dos 64 isolados bacterianos obtidos da ARFe, 63% demonstraram capacidade de

fixacdo biolégica de nitrogénio (Figura 5), enquanto entre os 115 isolados provenientes da

ARFa, essa capacidade foi observada em 74% dos casos (Figura 5).
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Figura 5 Porcentagem de isolados bacterianos de aguas residuarias de processamento de mandioca com
capacidade de fixagdo biolégica de nitrogénio. ARFe:Agua Residuaria de fecularia e ARFa: Agua
Residuaria de farinheira.

Fonte: Elaborado pela autora

Essa capacidade pode ser evidenciada pela formacédo de uma pelicula branca na
superficie do meio de cultura NFb. Esse fendmeno ocorre devido a aerotaxia, um
comportamento em que microrganismos aerobicos movem-se em direcdo a regides onde o
oxigénio esta em equilibrio com a taxa de respiragéo, resultando na formacao de uma pelicula
em forma de véu (Figura 6) (Dobereiner et al., 1995; Godinho et al., 2019; Rodriguez et al.,
2022).

Além disso, ha frequentemente uma mudanca no pH do meio para alcalino
(geralmente indicado por uma coloracdo azul), o que reflete a atividade metabdlica dos
microrganismos fixadores de nitrogénio. Segundo Silva et al. (2020), essa mudanca de pH é
um indicativo adicional da presenca de microrganismos capazes de converter 0 nitrogénio
atmosférico em formas assimilaveis, como amodnia ou nitrato, essenciais para 0

desenvolvimento vegetal.
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Figura 6 Teste de fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) em meio NFB, livre de fonte nitrogenada.
Imagem A: Indculo de PR 47, com resultado positivo para fixacdo de nitrogénio, com formagéo da
pelicula branca (indicado pela seta) e alteracao do pH (azul), e ao lado controle negativo, sem
formacao da pelicula; Imagem B: Isolados com resultado positivo para fixagcao de nitrogénio, com
formacao da pelicula branca (indicado pelas setas) e altera¢@o do pH (azul).

Microrganismos com aerotaxia e capacidade de alcalinizar o meio podem ser bons
candidatos a serem utilizados em formulag&o de bioinoculantes agricolas. Essa combinagéo
de caracteristicas permite que eles se orientem para zonas com concentracdes ideais de
oxigénio, posicionando-se estrategicamente na rizosfera. Ao alcalinizar o ambiente, esses
microrganismos promovem a solubilizagdo de nutrientes essenciais, como fosforo e
micronutrientes, facilitando sua absorcao pelas plantas. Dessa forma, eles ndo s6é melhoram
a eficiéncia nutricional, mas também reduzem a necessidade de insumos quimicos,
contribuindo para préticas agricolas mais sustentaveis e ecolégicas (Liu et al., 2021; Zhang et
al., 2023). A presenca dessa pelicula e a alteragcdo de pH sdo paréametros qualitativos
importantes, pois indicam que a maioria das bactérias isoladas possui a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico.

A importancia desses microrganismos isolados de &guas residuarias de
agroindustrias processadoras de mandioca reside na sua aplicacao pratica em processos de
biorremediacéo, contribuindo para a reducdo de carga de nutrientes em efluentes e a
mitigacdo de impactos ambientais. Além disso, a utilizagdo desses fixadores de nitrogénio
como bioinoculantes agricolas promove a sustentabilidade ao diminuir a dependéncia de
fertilizantes quimicos e aumentar a eficiéncia nutricional do solo, beneficiando diretamente a
produtividade e a salde das culturas agricolas. Esse processo de fixacdo de nitrogénio é
essencial no ciclo do nitrogénio, pois gera compostos, como aménia e nitrato, que sdo
assimilados pelas plantas e incorporados em moléculas vitais, a exemplo de proteinas e
acidos nucleicos. O nitrogénio fixado por essas bactérias desempenha, portanto, um papel
fundamental no desenvolvimento vegetal, promovendo o crescimento e auxiliando a

produtividade agricola (Silva et al., 2020).
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3.3 Solubilizadores de fosfato inorganico e potassio

Os resultados obtidos para a solubilizacdo de fosfato e potassio evidenciaram
diferencas entre os isolados bacterianos provenientes das aguas residuérias dos diferentes
processos de obtencdo do subproduto. Na andlise preliminar da capacidade de solubilizagéo
de potéssio, verificou-se que 74% dos isolados da ARFe e 65% dos isolados da ARFa

apresentaram essa capacidade (Figura 7).

80% 74%

70% 65%

60%

50

X

40

X

35%

l 26%

Positivo Negativo

30

Porcentagem (%)
X

N
o
X

10%

0%
Solubilizador de potdssio
B ARFa M ARFe

Figura 7 Porcentagem de isolados bacterianos de aguas residuarias do processamento da
mandioca com capacidade de solubilizar potassio. ARFe:Agua Residuéria de fecularia e ARFa: Agua
Residuaria de farinheira.

Fonte: Elaborado pela autora

Na etapa seguinte, os testes foram replicados e os isolados foram classificados de
acordo com o indice de solubilizacédo (IS), categorizado em trés faixas: baixa solubilizacédo (IS
< 2), média solubilizagao (2 < IS < 4) e alta solubilizagao (IS = 4) de acordo com Berraquero
et al., (1976).

Quanto a solubilizacdo de potassio, os isolados provenientes das ARFa
apresentaram halos de solubilizacdo com uma distribuicdo mais homogénea, variando entre
1,05 cm e 1,37 cm, com destaque para o isolado ARFal4, o mais eficiente. Em contrapartida,
os isolados das ARFe demonstraram maior variabilidade, com halos medindo entre 1,04 cm
e 1,60 cm, evidenciando o isolado ARFe50 como o0 que apresentou o maior indice de
solubilizacao.

Contudo, considerando a classificagdo adotada, todos os isolados demonstraram

baixa solubilizacéo, pois os valores observados ficaram abaixo do limiar estabelecido (IS < 2).
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As diferencas entre os isolados das duas amostras de agua residuaria podem ser atribuidas
a diversidade microbiana, bem como a composicao e ao processo de geracdo dos efluentes.
A variacdo composicional, resultante do processamento da farinha ou da fécula de mandioca,
origina ambientes distintos que favorecem o crescimento de diferentes grupos microbianos
(Ferrarez et al., 2020). Esses fatores afetam diretamente a adaptacdo e a capacidade
metabdlica dos microrganismos, especialmente em processos como a solubilizacdo de
minerais, a qual é influenciada pela composicao quimica da 4gua residuaria (Elijah et al., 2014;
Bhattacharyya et al., 2017; Santos et al., 2019).

O potéassio estd amplamente presente no solo e em aguas residuarias sob formas
complexas, como silicatos e feldspatos, de baixa disponibilidade para as plantas.
Microrganismos solubilizadores de potassio (MSP) podem facilitar sua mobilizagcdo ao
acidificarem o meio, promovendo a liberacdo do nutriente em formas assimilaveis, como
demonstrado por Aldesuquy et al. (2023). A eficacia desses isolados bacterianos depende de
fatores, a exemplo do pH do meio, da fonte de carbono e da natureza do composto potéssico.
Estudos recentes, como os de Zhang et al. (2022) e Lodi (2020), evidenciam que a acidificagdo
induzida por MSP aumenta significativamente a solubilizacéo de potassio a partir de minerais,
como o feldspato.

Além desses fatores, a interagdo entre 0s microrganismos e a composi¢do mineral
do substrato também desempenha um papel fundamental. Estudos recentes indicam que o
potencial de solubilizagéo depende tanto do tipo de rocha utilizada quanto da cepa microbiana
empregada. Meena et al. (2021) e Aldesuquy et al. (2023) reforgam que minerais ricos em
potassio, como os feldspatos, sdo mais facilmente solubilizados do que silicatos mais
complexos. Condi¢des experimentais, como temperatura e pH, também afetam diretamente
essa atividade. Meena et al. (2021) observaram maior eficiéncia na solubilizacdo em
temperaturas entre 25 °C e 30 °C e pH entre 6,5 e 8,0, destacando a importancia do ajuste
dessas variaveis para maximizar a atuagdo dos MSP.

Apesar dos avangos, ainda ha uma lacuna na literatura em relagdo a solubilizagéo
de potassio por microrganismos isolados de aguas residudrias, uma vez que a maioria dos
estudos se concentra em rizobactérias com potencial para uso como biofertilizantes. Por
exemplo, Saha et al. (2016) avaliaram 50 cepas de Bacillus e Pseudomonas quanto a
capacidade de solubilizacdo utilizando meio solido Aleksandrov modificado com wollastonita
como fonte de potassio. Apenas sete cepas demonstraram atividade solubilizadora, com
indices variando entre 1,53 cm e 2,75 cm. Esses achados reforcam que essa capacidade é
limitada a uma fragéo especifica da microbiota. Assim, a otimizagdo do uso de microrganismos
na solubilizacdo de potassio depende da compreensao das condic¢des ideais para cada cepa,
considerando varidveis como pH, composi¢do do substrato e tipo de fonte de potassio, com

implicacdes significativas para aplicacdes biotecnoldgicas eficientes.
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Na andlise preliminar da capacidade de solubilizacdo de fosfato, observou-se que
88% dos isolados da ARFe e 83% dos isolados da ARFa apresentaram essa capacidade
(Figura 8). Com base na classificacdo pelo indice de Solubilizac&o (IS), os isolados da ARFa
demonstraram maior variabilidade nos halos de solubilizacédo, oscilando entre 1,19 cm e 3,38
cm, com destaque para o isolado ARFal14 (3,38 cm). Em contraste, os isolados da ARFe
apresentaram menor variabilidade e valores mais baixos, com halos variando de 1,33 cm a
2,08 cm, sendo o isolado ARFe04 o mais eficiente (2,08 cm).

Esses resultados indicam um maior potencial de solubilizacdo de fosfato entre os
isolados da ARFa, o que pode estar relacionado as diferencas dos tipos de solo das regides
de producdo da mandioca e a selecdo realizada durante o processamento, que vai até a
obtencdo da &gua residuaria. Na agroindlstria, a &gua residuaria proveniente do
processamento na fecularia, aliada aos solos presente nas raizes no momento do
processamento, pode ser caracterizado por alta acidez e menor disponibilidade de fésforo,
devido a presenca de minerais, como caulinita e 6xidos de ferro e aluminio, pode favorecer
uma selecdo de microrganismos com perfil microbiano distinto. Em contraste, a agua
residuaria obtida no processamento da mandioca em farinha, pode apresentar uma maior
variabilidade mineral6gica, também relacionada ao solo presente nas raizes, podendo
apresentar condigcbes mais favoraveis a solubilizacdo de fosfato. Dessa forma, as
caracteristicas edaficas especificas de cada regido, juntamente com os diferentes métodos
de obtencado da agua residuéria, influenciam diretamente o perfil microbiano e a capacidade
de solubilizagé@o de nutrientes pelos isolados bacterianos (Rossi e Kanashiro, 2024; Panini et
al.,2024).
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Figura 8 Porcentagem de isolados bacterianos das aguas residuarias do processamento da
mandioca com capacidade de solubilizar fosfato. ARFe:Agua Residuaria de fecularia e ARFa: Agua
Residuaria de farinheira.

Fonte: Elaborado pela autora

O meio NBRIP é amplamente utilizado em pesquisas microbiolégicas para avaliagéo
a solubilizagdo de fosfato inorganico empregando fosfato tricalcico como fonte de fésforo. A
formacéao de halos claros ao redor das coldnias bacterianas, apds a incubagédo, é um indicativo
visual classico da capacidade solubilizadora, geralmente associada a produgdo de &cidos
organicos (Gomes et al., 2010). Essa metodologia consagrada na literatura cientifica oferece
uma forma eficiente, pratica e reprodutivel para a triagem de microrganismos com potencial
biotecnoldgico (Nautiyal, 1999; Liu et al., 2015).

Embora estudos, como o de Abreu et al. (2017), indique que os resultados podem
variar entre os meios sélido e liquido, especialmente devido a dinamica de difusdo dos
compostos solubilizadores, o meio sélido permanece uma ferramenta fundamental para as
etapas iniciais de triagem. Ele proporciona evidéncias claras e comparaveis do desempenho
de diferentes isolados. No estudo citado, por exemplo, 17 de 30 isolados apresentaram halos
de solubilizacdo em meio sélido, com indices variando entre 1,00 cm e 3,71 cm, demonstrando
a eficacia do método para deteccao e diferenciacéo funcional.

No presente trabalho, a utilizacdo do meio NBRIP em sua forma solida mostrou-se
adequada para a identificagdo de isolados bacterianos promissores isolados de &guas
residuarias da agroindustria da mandioca, alinhando-se com protocolos amplamente

validados na literatura.
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3.4 Capacidade de producéao de sideréforos

A producao de sideréforos pelos isolados da ARFa e ARFe foi quantificada em
micromolar (UM) conforme a metodologia descrita por Schwyn e Neilands (1987), utilizando
Bacillus subtilis (CCD-04) como controle negativo e Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525)
como controle positivo. Entre os isolados de ARFa, seis (ARFa35, ARFa64, ARFa84, ARFa97,
ARFal0l e ARFall2), correspondendo a 5,22%, apresentaram producdo elevada de
sider6foros, com concentragfes superiores a 200 pM, ultrapassando a meédia de P.
fluorescens (ATCC 13525) (118,6 uM). Além disso, sete isolados (ARFal04, ARFa70,
ARFa0l, ARFa03, ARFa22, ARFa32 e ARFa81l), equivalentes a 6,09%, foram classificados
com producdo média, exibindo valores entre 100 e 199 uM. Os demais isolados de ARFa
demonstraram baixa ou nenhuma producdo, com concentracdes inferiores a 99 uM,

assemelhando-se ao controle negativo, Bacillus subtilis (CCD-04), que apresentou 6,09 uM.
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Isolados de ARFa (%)

Figura 9 Porcentagem de isolados bacterianos da agua residuaria de industria de farinha de
mandioca (ARFa) com capacidade de producgéo de siderdéforos.
Fonte: Elaborado pela autora.

Entre os isolados da ARFe, apenas dois (ARFel5 e ARFe38) (3,12%) apresentaram
alta producao de sider6foros (>200 uM), enquanto trés isolados (ARFe08, ARFel4 e ARFe22)
(4,69%) foram classificados como produtores médios (100—-199 uM). A maioria dos isolados
(92,19%) demonstrou baixa producéo, com valores inferiores a 99 uM. A classificacdo da
capacidade de producao de sideréforos em alta, média e baixa foi baseada em metodologias
previamente descritas na literatura, conforme critérios utilizados por Figueroa et al. (2015),

Batista et al. (2021) e outros autores.
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Figura 10 Porcentagem de isolados bacterianos da agua residuaria de industria de fécula de
mandioca (ARFe) com capacidade de produgéo de sideréforos
Fonte: Elaborado pela autora.

Os sideroforos sédo moléculas com elevada afinidade pelo ferro, capazes de formar
complexos com esse mineral e, adicionalmente, quelar metais toxicos, como aluminio e
chumbo, comumente encontrados em aguas residuarias do processamento de mandioca
(ARM). Devido as suas propriedades quimicas, esses compostos desempenham um papel
fundamental na biorremediacdo de solos contaminados por metais pesados, contribuindo para
a reducgédo da toxicidade ambiental (Zheng et al.,2017; Ajmal et al.,2021). Além disso, a acédo
dos sideroforos esta associada a promogéo do crescimento vegetal, pois melhora a absor¢éo
de nutrientes e aumenta o conteudo de clorofila em plantas cultivadas em solos contaminados.
Por essa razao, os sideréforos tém sido cada vez mais utilizados como biofertilizantes, visto
que estimulam o desenvolvimento das plantas e proporcionam uma abordagem sustentavel
para a mitigacdo dos impactos ambientais decorrentes da contaminagéo por metais pesados
(Zheng et al., 2017; Ajmal et al., 2021; Schalk, 2024).

De forma semelhante, Souza (2025) relatou que, entre 90 isolados obtidos de solos
de trés localidades distintas, todos apresentaram capacidade de produzir sider6foros, com
concentracdes variando de 70,4 UM a 184,3 uM. Os isolados CAF85 e PNI141 destacaram-
se pelas maiores concentracdes, 173,3 UM e 176,5 puM, respectivamente, evidenciando
variagOes significativas na produgdo entre os microrganismos avaliados. A producdo de
sider6foros desempenha um papel crucial na aquisicdo de ferro por microrganismos,
especialmente em ambientes com baixa disponibilidade desse elemento, como as aguas
residudrias, sendo essencial para processos metabdlicos, incluindo a fixacdo biol6gica de
nitrogénio e o crescimento microbiano (Timofeeva, Galyamova e Sedykh, 2022). A baixa

concentracdo de ferro impde uma pressao seletiva que favorece microrganismos capazes de
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sintetizar esses compostos quelantes, os quais tém ganhado destaque na ciéncia agricola
devido a sua capacidade de estimular o desenvolvimento de culturas importantes. Assim,
pesquisas iniciais em laboratério sdo fundamentais para a sele¢cdo de cepas promissoras,
sendo os ensaios em plantas uma etapa indispensavel para validar a eficicia dos resultados

obtidos e confirmar seu potencial para aplicacdes futuras na agricultura sustentavel.

CONCLUSAO

A avaliacdo microbiana das aguas residuérias das agroindustrias de mandioca (fécula
e farinha) revelou um total de 182 isolados bacterianos com relevante potencial agricola.
Desses, 63 a 74% mostraram capacidade para fixar nitrogénio, enquanto a solubilizacéo de
fosfato foi observada em 83 a 88% dos isolados e a solubilizacdo de potassio ficou em 65 a
74%. Destacou-se também a elevada producdo de siderdforos, especialmente entre os
isolados provenientes da industria de farinha, o que indica uma vantagem adicional no
aumento da disponibilidade de ferro as plantas, essencial para o crescimento vegetal e
resisténcia contra patégenos.

Esses resultados demonstram o potencial biotecnoldgico desses microrganismos para
o desenvolvimento de biofertilizantes sustentaveis, ja que reduzem a dependéncia de
fertilizantes quimicos e contribuem diretamente para a agricultura regenerativa. Recomenda-
se gue pesquisas futuras aprofundem a caracterizacdo genética desses isolados e avaliem

sua eficicia em diferentes culturas e condi¢bes edafoclimaticas.
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ARTIGO 2 — ANALISE METAGENOMICA E FUNCIONAL DE COMUNIDADES
MICROBIANAS EM AGUA RESIDUARIA DE AGROINDUSTRIAS DE MANDIOCA

RESUMO

O processamento da mandioca, atividade essencial para a economia brasileira, gera grandes
volumes de agua residudria com alta carga organica e potencial poluidor, representando um
desafio ambiental relevante. Tradicionalmente, a gestdo desses efluentes tem se concentrado
em andlises fisico-quimicas, enquanto o perfil microbiano, especialmente por meio de
abordagens metagenémicas e de predicdo funcional, permanece pouco explorado. Este
estudo busca preencher essa lacuna, caracterizando as comunidades bacterianas presentes
em 4guas residuarias oriundas de dois tipos de processamento agroindustrial da mandioca:
farinheira (ARFa) e fecularia (ARFe). Para isso, foi realizado o sequenciamento
metagendmico por amplificacdo do gene 16S rRNA, associado a predigdo funcional e a
avaliacdo da diversidade metabdlica, utilizando o sistema Biolog EcoPlate®, o que permite
investigar tanto a composi¢éo taxonémica quanto o potencial metabdlico das comunidades
microbianas. Os resultados revelaram que os filos dominantes foram Proteobacteria,
Bacteroidota e Firmicutes, com prevaléncia dos géneros Gemmatimonas, Nannocystis e
Bacillus. Apesar de variacdes pontuais relacionadas a disponibilidade de nutrientes e a
composi¢cdo quimica dos efluentes, os perfis taxondmicos e funcionais mantiveram-se
estaveis entre os anos de 2022 e 2024. A forte correlagéo linear entre o nimero de substratos
utilizados e a diversidade funcional (r = 0,99999; p < 0,001) indica que a capacidade
metabdlica das comunidades microbianas esta associada a presenca de consoércios com
multiplas vias metabdlicas. Analises multivariadas, como PCA e Bray-Curtis, revelaram perfis
metabdlicos robustos e especializados, sugerindo que os efluentes apresentam potencial para
uso como substratos em processos biotecnologicos. Esses achados reforgam a importancia
da valorizacdo desses residuos dentro de uma perspectiva de economia circular e
sustentabilidade ambiental, além de ressaltar a necessidade de pesquisas aprofundadas para
o desenvolvimento de protocolos padronizados de tratamento e revalorizagdo desses
residuos.

Palavras-chave: Diversidade. Predicdo metabdlica. Composicdo microbiana. Agua
residuaria.

INTRODUCAO

A agroindustria da mandioca (Manihot esculenta) apresenta grande relevancia para
a economia brasileira, uma vez que abastece diferentes setores industriais e alimentares com
uma variedade de subprodutos. Contudo, o processamento dessa raiz gera grandes volumes
de &guas residuérias, capazes de compor até 30% da massa total processada (McCallum et
al., 2017). Além do alto potencial poluente em funcéo do teor de compostos organicos e
toxicos, essa agua residuaria representa também uma fonte promissora de biomassa para
aplicacdes biotecnoldgicas, possibilitando pesquisas voltadas a valorizacdo de residuos e a
mitigacdo de impactos ambientais (Guo, 2019; Delforno, 2019).

Tradicionalmente, a caracteriza¢do da 4gua residuaria de mandioca tem se limitado
as analises fisico-quimicas, como determinagcdo de demanda quimica de oxigénio (DQO),

demanda bioquimica de oxigénio (DBO), pH e concentragfes de cianeto e nutrientes (Vilvert
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et al., 2022; Tomoto, 2024). Embora essas métricas sejam fundamentais para indicar a carga
poluente, ndo capturam em profundidade a riqueza microbiana e o potencial biotecnolégico
caracteristico ao consoércio microbiano presente no efluente. Nesse contexto, novas
abordagens tém sido empregadas para elucidar os mecanismos e as rotas metabdlicas que
tornam esses microrganismos aliados na conversdo de residuos em produtos de valor
agregado.

No ambito da biotecnologia, a metagenbmica figura como uma ferramenta
estratégica para analisar comunidades microbianas complexas em ambientes de alta carga
organica, a exemplo das aguas residuarias de mandioca in natura. Ao fornecer informacdes
sobre a composi¢cdo e o potencial genético de popula¢cdes microbianas, a metagendmica
permite a identificacdo de microrganismos e vias metabodlicas capazes de converter
compostos téxicos em substancias bioativas ou em intermediarios de interesse, como
bioinsumos, enzimas de aplicagcéo industrial e fontes energéticas (Pessoa Filho, 2010; Silva
et al., 2023).

Ao integrar a metagendmica, que identifica e analisa os genomas dos
microrganismos presentes na agua residuaria, com ferramentas de predicdo funcional
baseadas em bioinformatica, é possivel prever e compreender 0os processos moleculares,
revelando como os genes ativos influenciam as transformagfes quimicas e metabdlicas nesse
meio. Dessa forma, torna-se possivel correlacionar genes especificos a capacidade de
degradacdo de compostos recalcitrantes ou a sintese de metabdlitos com potencial para
aplicacdo na industria alimenticia, farmacéutica, biocombustiveis ou de agroindustria (Ibekwe
e Kennedy, 2010; Zhou et al., 2022). Por meio dessa integracdo, avancos relevantes sédo
obtidos na geracdo de produtos de maior valor agregado, como A&cidos orgéanicos,
biopolimeros e biossurfactantes, a partir de residuos tradicionalmente subutilizados.

Paralelamente, as avalia¢cdes funcionais, como as realizadas por meio do sistema
Biolog EcoPlate®, tém se mostrado ferramentas complementares a analise metagenémica,
permitindo investigar a versatilidade metabdlica das comunidades microbianas presentes.
Essa abordagem possibilita a mensuracdo da capacidade dos microrganismos em
metabolizar diferentes fontes de carbono, fornecendo um perfil detalhado de utilizacdo de
substratos (Miao et al., 2020; Zhu et al., 2018). A partir desses dados, € possivel identificar
microrganismos promissores com potencial para degradar compostos tdxicos ou converter
carboidratos em precursores quimicos (de Paula et al., 2019). Assim, a correlacéo entre a
diversidade genética revelada pela metagenémica e a atividade metabdlica efetiva
demonstrada pelo Biolog EcoPlate® torna-se essencial para o desenvolvimento de
estratégias biotecnolégicas voltadas ao reaproveitamento da &gua residuéria, possibilitando
sua aplicacao na biorremediacéo e na producdo de metabdlitos de interesse industrial.

Apesar dos avancos recentes, a literatura ainda apresenta lacunas significativas na

caracterizacdo metagendmica e funcional das aguas residuarias de mandioca in natura em
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diferentes regibes brasileiras, dificultando tanto o estabelecimento de protocolos
padronizados de tratamento quanto a implementacdo de processos de valorizacdo
biotecnoldgica. Muitos estudos concentram-se em residuos sélidos ou misturas de efluentes,
negligenciando o potencial inexplorado do efluente liquido e suas diversas aplicacfes. Esse
cenario evidencia a necessidade de pesquisas especificas voltadas para essa matriz,
impulsionando o desenvolvimento de solu¢des inovadoras que conciliem viabilidade
econdmica e sustentabilidade ambiental.

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo analisar, de forma integrada, a
composi¢cdo microbiana e o perfil metabdlico da &gua residuaria in natura oriunda de
diferentes agroindustrias de mandioca, utilizando técnicas de metagendmica e o sistema
Biolog EcoPlate®. A hipétese é de que a compreensédo detalhada das comunidades
microbianas e suas rotas metabdlicas, aliada aos dados funcionais, possa subsidiar o
desenvolvimento de processos biotecnolégicos mais eficientes para o tratamento desse
efluente. Além disso, espera-se fomentar a economia circular na cadeia produtiva da
mandioca, agregando valor a um residuo frequentemente associado a impactos ambientais

negativos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos residuos

Os residuos das agroindustrias de processamento de mandioca para a avaliagdo do
consumo de fontes de carbono Biolog Ecoplate e metagendmica foram coletados nos anos
de 2022 e 2024, em uma agroindustria de fécula de mandioca (ARFe) e de farinha de
mandioca (ARFa). As amostras foram homogeneizadas e acondicionadas em garrafa do tipo
pet e refrigeradas em caixa térmica para transporte até o Laboratério de Microbiologia e
Biotecnologia (LAMIBI) na Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste).

2.2 Biolog EcoPlate

A avaliacdo funcional das comunidades microbianas das aguas residuarias da
agroindustria da mandioca foi realizada utilizando o sistema Biolog EcoPlate, seguindo a
metodologia do fabricante. Cada placa EcoPlate contém 31 diferentes fontes de carbono em
triplicata, totalizando 96 pogos, incluindo um controle negativo (sem fonte de carbono). Para
a inoculagdo, uma aliquota de 120 pL de suspenséo da agua residuaria diluida (diluigéo
seriada final de 10*) foi adicionada em cada pogo. A atividade metabdlica foi avaliada por

meio da reducdo do corante tetrazoélio, que indica o potencial redox, conforme descrito por
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Ibekwe e Kennedy (2010). As placas foram incubadas por cinco dias, com leituras diarias da
densidade 6ptica (D.O.) a 590 nm.

2.3 Andlise da comunidade bacteriana pelo sequenciamento de Amplicon

Uma aliquota de 0,2 g foi retirada de cada amostra para extrair o DNA pelo método
de tampao (Kageyama et al., 2015) e purificada com o Kit de purificacdo PCR da Promega
(Promega Co., EUA). A concentracdo de DNA foi verificada por nanodrop. As sequéncias do
gene 16S rRNA foram analisadas por PCR de amplicon usando um par de primers V3/V4
(Klindworth et al, 2013). A sequéncia do primer forward foi V3 (5-
CCTACGGGNGGCWGCAG-3') e o reverse foi V4 (5-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'),
com o adaptador de overhang adicionado (lllumina Co.), seguido da construcdo da biblioteca
com barcodes recomendados pelo mesmo grupo. Foi feita uma purificacéo e equalizagdo da
biblioteca, estabelecendo-se um minimo de 4 ng pl?* para dar procedimento. Em seguida, a
biblioteca foi sequenciada no Genome Quebec, Co., Canada, utilizando o lllumina MiSeq PE
300, e os dados de andlise de sequenciamento de amplicon foram processados com o pipeline
Qiime2-2023.8 (https://giime2.org/) (Bolyen et al., 2018). Esse método foi empregado para
avaliar a abundancia relativa dos grupos de bactérias a nivel de género e filo das aguas
residudrias. Para a classificagdo metataxonémica, o DNA bacteriano foi avaliado utilizando os
bancos de dados Silva e Green genes, cuja atribui¢cdo foi realizada pela ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). A predicdo das fun¢cdes metabolicas foi determinada
pelo FAPROTAX (Louca et al., 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo das comunidades microbianas presentes nas aguas residuarias das
agroindustrias da mandioca torna-se interessante para entender os processos de degradacdo
da matéria organica e identificar potenciais aplicacées biotecnolégicas. Sendo assim, a
anadlise metagendmica das aguas residuarias revelou uma abundancia relativa dos filos
bacterianos dominantes, presentes em todas as amostras, as quais foram Proteobacteria,
Bacteroidota e Firmicutes (Figura 11). Esses grupos foram identificados tanto na ARFa quanto
na ARFe, independentemente do ano de coleta, e frequentemente estdo associados a
degradacdo de matéria organica e a transformacdo de nutrientes. Essa constancia na
composicao taxondmica das aguas residuarias sugere que, apesar das variacées possiveis
nos processos de obtencdo dos residuos e de influéncias regionais ou temporais, a
composi¢cdo quimica dos efluentes tende a selecionar microrganismos com funcdes
degradativas semelhantes. Estudos recentes, como os de Quintero-Diaz e Gil-Posada (2024),

corroboram essa constatacao, indicando uma homogeneidade na composi¢do dos residuos
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oriundos de agroindustrias de mandioca. Em seu estudo, os autores focaram na analise das
aguas residuarias (AR) geradas pelo processamento da mandioca, em batelada, coletando
amostras de diferentes regides produtoras na Colémbia. Eles identificaram que, apesar das
variacfes regionais e dos processos especificos de producdo, a composi¢cao quimica dos
efluentes tende a selecionar microrganismos com fun¢des degradativas semelhantes, o que

resulta em perfis microbianos homogéneos.

ARFa 2024 ARFa 2022 ARFe 2024 ARFe 2022
= Cyanobacteria Actinobacteria = Chloroflexi
u Acidobacteria H Bacteroidetes B Gemmatimonadetes
uTM7 u Fusobacteria = Verrucomicrobia
® Firmicutes = Proteobacteria

Figura 11 Abundancia relativa de filos bacterianos dominantes na agua residuaria de agroindustria
de farinha de mandioca (ARFa) e de fécula de mandioca (ARFe) nos anos de 2022 e 2024.
Fonte: Elaborado pela autora

No nivel de géneros, evidenciou-se a predomindncia de Gemmatimonas,
Nannocystis, Bacillus, em ambos os conjuntos de amostras, embora com variacbes na
abundancia relativa entre ARFa e ARFe (Figura 12). Observou-se uma maior predominancia
de Nannocystis em ARFe e Gemmatimonas em ARFa, o que pode refletir uma maior
disponibilidade de determinados substratos organicos ou condigBes fisico-quimicas
especificas que favoregcam o crescimento desse género, pH neutro a ligeiramente alcalino,
elevada concentracao de oxigénio dissolvido e disponibilidade de substratos lipidicos e acidos
graxos. Ademais, as variagfes observadas entre as coletas de 2022 e 2024 podem indicar
mudancas temporais no perfil dos residuos, possivelmente, decorrentes de alteracdes nos
processos industriais ou variacdes na composicdo da matéria-prima, evidenciando a dinamica
adaptativa das comunidades microbianas em resposta as condi¢cdes ambientais do efluente
(Ibekwe e Kennedy, 2010; Li et al., 2023).
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Figura 12 Abundéancia relativa de géneros bacterianos dominantes na agua residuéria de
agroindustria de farinha de mandioca (ARFa) e de fécula de mandioca (ARFe) nos anos de 2022 e
2024.

Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 13, sdo apresentados os resultados das predicdes metabdlicas em aguas
residuarias, baseadas em um total de 811.228 sequéncias (100%), a partir das quais foram
calculadas as porcentagens correspondentes a quantidade de unidades atribuidas a cada
fungcéo, como fermentacdo, quitindlise e desnitrificacdo. Os dados evidenciam diferencas
entre as amostras, com destaque especial para a ARFe. Em 2024, a atividade fermentativa
em ARFe foi predominante, representando aproximadamente 0,29% do total das leituras,
valor significativamente superior aos observados nas amostras da ARFa, que variaram entre
0,04% e 0,05%. De maneira semelhante, a atividade quitinolitica foi identificada
exclusivamente em ARFe 2024, correspondendo a cerca de 0,006% das fun¢des previstas, o
que sugere uma maior disponibilidade de substratos contendo quitina ou compostos
estruturalmente semelhantes nesse efluente. Processos relacionados a desnitrificacao,
embora presentes em menores proporc¢des, foram também predominantemente identificados
em ARFe, indicando diferencas nas capacidades metabdlicas, possivelmente, associadas a
distinta composi¢do quimica dos efluentes dos processos avaliados.
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Figura 13 Predicao funcional presente na agua residuaria de agroindustria de farinha (ARFa) e de
fécula (ARFe) de mandioca nos anos de 2022 e 2024.
Fonte: Elaborado pela autora.

Esses resultados sdo consistentes com a literatura, uma vez que 0S géneros
predominantes, como Nannocystis e Bacillus, possuem vias metabdlicas que possibilitam a
degradacgdo de compostos complexos e a producdo de enzimas especificas para processos
como fermentagéo e desnitrificagdo (Németh et al., 2021; Tong et al., 2023). Em particular,
espécies de Bacillus sdo reconhecidas pela capacidade de produzir diversas enzimas
hidroliticas (por exemplo, amilases, proteases e quitinases), favorecendo a fermentacéo e a
quebra de substratos complexos (Stoyancheva et al., 2023). J4 as espécies de Nannocystis,
apresentam vias relacionadas a desnitrificacdo e metabolizagdo de compostos organicos, que
contribuem para a remocéo de nitrogénio e a degradagéo de moléculas recalcitrantes (Németh
et al., 2021; Tong et al., 2023). Ademais, a Gemmatimonas, também identificada em niveis
relevantes nas amostras, pode se adaptar a diferentes condic¢des fisico-quimicas e utilizar
ampla variedade de substratos, o que corrobora sua maior atividade fermentativa em ARFe
(Andrade et al., 2020).

A associacao entre os perfis taxondmicos e a predicdo funcional revela uma clara
relacdo entre a composicao das comunidades microbianas das aguas residuarias (Figuras 11
e 12) e suas capacidades metabdlicas especificas (Figura 13). Sendo assim, a predominancia
de grupos bacterianos, como Gemmatimonas, Nannocystis e Bacillus, reconhecidos por suas
atividades metabdlicas relacionadas a fermentacdo, desnitrificacdo e quitindlise, esta
diretamente associada as funcdes identificadas nas analises preditivas. Embora as amostras
ARFa e ARFe apresentem similaridades quanto a composicdo taxonbmica geral, as
diferencas observadas na expressdo das atividades metabolicas, especialmente a maior

atividade fermentativa e a presenca exclusiva da atividade quitinolitica em ARFe, sugerem
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uma composicdo quimica diferenciada dos residuos, provavelmente devido a uma maior
diversidade e disponibilidade de substratos especificos na ARFe.

Essas diferencas possuem implicacdes biotecnoldgicas significativas. A predicéo
funcional encontrada em ARFe, caracterizada pela elevada atividade fermentativa, indica um
elevado potencial desses residuos para a producdo de bioinsumos, a exemplo de
biofertilizantes, bem como seu aproveitamento para geracdo de biogas. Esse potencial se
deve a reconhecida capacidade dos microrganismos fermentadores em converter matéria
organica complexa em compostos bioativos e nutrientes sollveis (Andrade et al., 2020).
Ademais, processos, como a quitindlise e a desnitrificacdo, presentes de forma mais
expressiva também em ARFe, apontam para aplicacdes promissoras em estratégias
biotecnoldgicas, permitindo a reducdo eficiente de poluentes orgénicos e nutrientes em
excesso, além de favorecer a reabilitacao de areas degradadas (Quintero-Diaz e Gil-Posada,
2024; Stoyancheva et al., 2023). Dessa forma, os resultados sugerem que a predicdo
funcional identificada reflete diretamente a composicdo microbiana e a disponibilidade de
substratos nas diferentes aguas residuérias.

No presente estudo, também foi avaliado o perfil metabdlico das comunidades
microbianas presentes nas aguas residuarias provenientes da agroindustria da mandioca,
utilizando a técnica Biolog EcoPlate, que possibilita a analise do perfil fisiolégico a nivel de
comunidade (CLPP). Os resultados indicaram que, no ano de 2022, as amostras ARFa e
ARFe apresentaram uma similaridade de 93,94%, correspondendo a uma “impresséo digital”
quase idéntica nas placas (considerando que 100% representariam amostras idénticas e 0%
a completa oposicéo entre elas), bem como uma diversidade funcional de 80,65% (em uma
escala que varia de 0% a 100%, em gue valores menores indicam baixa diversidade e maiores
indicam alta diversidade). Em 2024, observou-se um aumento, com as amostras evidenciando
95,82% de similaridade e 90,32% de diversidade funcional.

Sendo assim, a Figura 12 demonstra a aptiddo dos microrganismos em metabolizar
diversas fontes de carbono ao longo do tempo, evidenciando seu potencial metabdlico e

funcional.
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Figura 14 Heatmaps comparativos da utilizagdo de substratos de carbono em microbiomas das
aguas residuarias dos processos de obtengéo de farinha de mandioca (ARFa) e de fécula de
mandioca (ARFe) nos anos de 2022 e 2024.

A comparagédo entre os anos de 2022 e 2024, tanto para a ARFa quanto para a ARFe,
revela um padrdo geral de utilizagdo de substratos bastante semelhante, reforcando os
resultados obtidos nas analises de CLPP. Apesar disso, pequenas variagcdes pontuais no
consumo de fontes de carbono foram observadas, perceptiveis pelas diferencas na
intensidade de coloracdo das células (mais claras ou mais escuras), o que reflete
discretamente variacdes na intensidade de utilizacdo de cada substrato. Ainda assim, os perfis
metabdlicos das aguas residudrias dos dois processos apresentaram mais semelhancas do
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que divergéncias, indicando um comportamento funcional consistente ao longo do tempo.
Esses achados corroboram estudos anteriores que apontam para a estabilidade funcional das
comunidades microbianas, mesmo em cendarios ambientais distintos (Goncalves et al., 2021),
sugerindo uma capacidade funcional conservada e um padrdo previsivel de adaptacdo e
consumo de carbono.

Complementarmente, os dados demonstram que o metabolismo microbiano atinge
seu pico apds 120 horas de incubacao, periodo que coincide com a maior utilizacdo da maioria
dos substratos testados. A hip6tese de alternancia no consumo de fontes de carbono — em
gue 0s microrganismos passariam a explorar novas fontes a medida que esgotam as
anteriores — nao se confirma, uma vez que a composicdo dos substratos foi mantida
constante ao longo do experimento. Da mesma forma, as pequenas flutuacbes observadas
ndo podem ser atribuidas a fatores ambientais externos, como qualidade da agua,
disponibilidade de nutrientes ou variagbes climaticas, pois todas essas variaveis foram
rigorosamente controladas no delineamento experimental (Gongalves et al., 2021; Andrade et
al., 2022).
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Figura 15 Evolugéo da diversidade funcional ao longo do tempo da comunidade microbiana das
aguas residuarias dos processos de obtencao da farinha (ARFa) e da fécula (ARFe) nos anos de
2022 e 2024.

Esses resultados (Figura 15) evidenciaram um aumento progressivo da atividade
metabdlica, revelando fases distintas de consumo das fontes de carbono: a fase de laténcia
(0-72 horas), caracterizada pela auséncia de aumento significativo na diversidade funcional,
indicando um periodo inicial de adaptagéo dos microrganismos as condi¢cdes ambientais; fase

de crescimento metabdlico acelerado (96-120 horas), marcada por um aumento expressivo
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da diversidade funcional; e, por fim, uma fase de estabilizacdo (>120 horas), na qual os
valores de diversidade atingem um valor maximo e permanecem estaveis.

A partir de 96 horas, todas as amostras apresentaram incremento significativo na
diversidade funcional, com as amostras provenientes do processo de obtencdo da farinha
(ARFa 2022 e ARFa 2024) alcancando aproximadamente 90% de diversidade, superiores as
amostras do processo de obtencdo da fécula (ARFe 2022 e ARFe 2024), que atingiram
valores proximos a 80%. Essas diferencas sugerem variacdes na composi¢cao quimica dos
efluentes ou na diversidade entre as duas regides avaliadas.

Esses resultados corroboram estudos anteriores, como o de Souza et al. (2020), que
utilizaram o Biolog EcoPlate para analisar a dinamica funcional de comunidades microbianas
em aguas residudrias agroindustriais provenientes do processamento de frutas. Os autores
observaram que ambientes com maior diversidade de fontes de carbono apresentam maior
diversidade metabdlica e maior capacidade adaptativa dos microrganismos, ressaltando a
importancia da diversidade funcional como um indicativo robusto da atividade metabdlica e do
potencial biotecnoldgico dos efluentes. No mesmo estudo, ao avaliarem aguas residudrias do
processamento de mandioca, os autores destacam que essa capacidade funcional esta
diretamente relacionada ao potencial desses residuos para aplicacdes em processos
biotecnoldgicos sustentaveis. O maior nivel de diversidade funcional identificado nas amostras
de ARFa sugere um potencial significativo desses efluentes para diversas aplicacdes
biotecnoldgicas, incluindo processos de biorremediagéo e a producéo de bioinsumos, como
biofertilizantes, biopesticidas e bioestimulantes. Por sua vez, o perfil metabdlico especifico
observado nas amostras de ARFe, caracterizado por maior atividade fermentativa e
quitinolitica, indica outras possibilidades de aproveitamento, como a produgdo de enzimas
especificas e a valorizagdo dos residuos por meio da fermenta¢do anaerébia, contribuindo
para uma gestdo mais eficiente e sustentavel desses efluentes (Andrade et al., 2020;
Stoyancheva et al., 2023). Esses achados reforcam a hipétese de que a diversidade funcional
pode atuar como um indicador confiavel da atividade metabdlica das comunidades
microbianas presentes nas aguas residudarias da agroindustria da mandioca.

A analise de correlacao (Figura 16) entre o numero de substratos utilizados e a
diversidade funcional das comunidades microbianas presentes nas AR revelou uma forte
correlacao linear positiva. Os pontos experimentais (em azul) ajustaram-se perfeitamente a
linha de tendéncia linear (tracejada em vermelho), com coeficiente de correlacdo préximo ao
ideal (r = 1). Esse resultado indica que a diversidade funcional aumenta proporcionalmente ao
namero de substratos utilizados, reforcando a hipétese de que ambientes com maior
diversidade e disponibilidade de carbono favorecem uma ampliagdo significativa da

diversidade metabdlica microbiana.
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Figura 16 Correlagao linear entre o nimero de substratos utilizados e a diversidade funcional das
comunidades microbianas presentes em aguas residuarias da agroindustria da mandioca, obtida por
meio do sistema Biolog EcoPlate.

Esse padrdo indica que as comunidades microbianas presentes nas aguas
residuarias dos diferentes processos da mandioca demonstram uma elevada capacidade
adaptativa e metabdlica para explorar novas fontes de carbono. Essa caracteristica tem
implicacdes importantes para aplicacdes biotecnologicas, como a producdo de bioinsumos,
por meio da converséo de residuos organicos em compostos de valor agregado, e processos
de biorremediacao, que se beneficiam de uma ampla gama de atividades metabdlicas para a
degradacdo eficiente de contaminantes. Esse comportamento fortalece as observacdes
anteriores, evidenciando que a diversidade funcional pode ser um robusto indicador da
riqueza metabdlica e do potencial tecnoldgico dos efluentes agroindustriais analisados.

A Andlise de Componentes Principais (PCA), aplicada aos perfis metabdlicos das
comunidades microbianas presentes nas aguas residuarias da agroindustria da mandioca
(Figura 17), revelou que o primeiro componente principal (PC1) explicou a maior parte da
variacdo observada nos dados (97,61%), enquanto o segundo componente (PC2) teve
contribuicdo reduzida (2,21%). A amostra ARFe 2024 destacou-se nitidamente no eixo
positivo da PC1, diferenciando-se de forma significativa das demais amostras. Essa clara
distingdo reforca resultados anteriores que apontaram maior atividade fermentativa e
quitinolitica nesta amostra, possivelmente decorrente da disponibilidade diferenciada de
substratos especificos, como quitina e compostos fermentaveis presentes no efluente do
processamento de fécula em 2024.

Por outro lado, as amostras ARFa 2024 e ARFe 2022 apresentaram agrupamento
proximo, sugerindo similaridade em seus perfis metabdlicos. J& a amostra ARFa 2022
mostrou-se moderadamente afastada dessas duas, principalmente devido ao segundo

componente principal (PC2), indicando que h& diferencas metabdlicas adicionais que n&o



65

foram plenamente capturadas pela PC1. Ainda assim, é importante salientar que a relativa
proximidade entre ARFa 2024 e ARFe 2022 ndo implica necessariamente uma menor
heterogeneidade na composicdo quimica dos efluentes ou na diversidade dos substratos
disponiveis. Variaveis adicionais, ndo contempladas pela andlise, podem contribuir para

diferencas mais sutis, ndo claramente reveladas pela PCA.
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Figura 17 Analise de Componentes Principais (PCA) dos perfis metabdlicos das
comunidades microbianas em aguas residuarias da agroindustria da mandioca (farinha
e fécula), 2022 e 2024.

Contudo, andlises estatisticas complementares, incluindo o teste de Mann-Whitney
(p = 0,141) e a andlise de distancia euclidiana, ndo revelaram diferencas estatisticamente
significativas nos perfis metabdlicos entre as amostras. Ainda assim, essas analises
destacaram diferencas pontuais relacionadas a fatores quimicos especificos dos efluentes,
tais como a composicao organica, disponibilidade de fontes de carbono sollveis e complexas,
pH, nutrientes minerais e niveis de oxigénio dissolvido. Esses fatores sdo determinantes para
a selecdo das comunidades microbianas e de suas funcbes metabdlicas especificas,
conforme apontado em estudos anteriores (Yang et al., 2018; Souza et al., 2020).

Adicionalmente, a aplicacdo de métodos estatisticos avancados (PCA,
PERMANOVA e analise de correlagdo) corroborou a hipotese de estabilidade funcional das
comunidades microbianas estudadas. Esses métodos confirmaram que as diferencas
regionais e temporais sdo minimas e que os perfis funcionais apresentam uma consisténcia

significativa. Tais achados sugerem a viabilidade da adoc¢ao de estratégias padronizadas para
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tratamento desses efluentes, essenciais para reduzir custos operacionais e facilitar a
implementacdo de tecnologias de revalorizacdo dos residuos. A importancia dessa
estabilidade funcional microbiana na eficacia dos processos de biorremediacdo ja foi
destacada em estudos anteriores (Santos et al., 2021).

As diferencas observadas possuem implicacbes biotecnologicas importantes. A
elevada atividade fermentativa detectada especialmente na amostra ARFe 2024, sugere seu
potencial para aplicacbes em processos de fermentacdo aerdbica e anaerobia, incluindo a
producado de bioinsumos, enzimas hidroliticas, biogas (Andrade et al., 2020). Por outro lado,
a diversidade funcional, relativamente maior das amostras de ARFa, sinaliza um potencial
mais amplo para processos biotecnologicos diversos, especialmente relacionados a
biorremediacé@o e a producgéo de biofertilizantes, devido a presenga consistente de géneros
benéficos, como Bacillus, reconhecido por promover a solubilizagdo de nutrientes e estimular
o crescimento de plantas (Quintero-Diaz e Gil-Posada, 2024; Stoyancheva et al., 2023).

A estabilidade funcional, demonstrada ao longo dos anos avaliados, reforga ainda
mais o potencial das AR para aplicac6es padronizadas em processos biotecnoldgicos. Essa
estabilidade indica que, independentemente das pequenas variagbes temporais ou
geograficas, os perfis metabdlicos das comunidades microbianas tendem a ser robustos e
consistentes, permitindo a implementacdo de tecnologias eficientes para tratamento e
valorizagdo desses residuos. Estudos prévios enfatizam que comunidades microbianas
estaveis e com perfis funcionais bem estabelecidos sdo mais eficazes na remocdo e
degradacéo de poluentes organicos e nutrientes em excesso, fortalecendo o potencial dessas
comunidades em estratégias sustentaveis de biorremediacéo (Santos et al., 2021; Tong et al.,
2023).

A andlise de coordenadas principais (PCoA), utilizando a métrica Bray-Curtis (Figura
18), evidenciou claramente o agrupamento das amostras coletadas em ARFa (2022 e 2024),
demonstrando significativa similaridade nos perfis microbianos desses efluentes ao longo do
periodo analisado. Embora as amostras de ARFe (2022 e 2024) tenham apresentado uma
dispersdo maior no gréfico, indicando uma variagdo temporal na composi¢cdo microbiana
desses efluentes, a proximidade relativa das amostras da agua residuaria da farinheira reforca
a hipétese de que os fatores determinantes para a estrutura das comunidades microbianas
estao predominantemente relacionados as caracteristicas quimicas especificas dos residuos,
tais como disponibilidade de substratos orgéanicos e nutrientes, mais do que a localizacéo

geografica propriamente dita (Yang et al., 2018; Santos et al., 2021; Tong et al., 2023).
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PCoA - Matriz de Distancia Bray-Curtis das Comunidades Microbianas
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Figura 18 Analise de Coordenadas (Bray-Curtis) e Agrupamento das comunidades microbianas em
aguas residuarias da agroindustria da mandioca farinha (ARFa) e fécula (ARFe), 2022 e 2024.

Os resultados obtidos neste estudo indicaram relativa estabilidade dos perfis
taxondmicos e funcionais das comunidades microbianas presentes nas ARFa e ARFe ao
longo dos anos de 2022 e 2024. Além disso, a forte correlagédo observada entre a diversidade
funcional e o nimero de substratos utilizados reforca que ambientes com maior diversidade e
disponibilidade de substratos promovem uma ampliacéo significativa do potencial metabdlico
dessas comunidades. Esse achado corrobora os resultados de Souza et al. (2020), que

demonstraram comportamento similar em efluentes agroindustriais comparaveis.

CONCLUSAO

As comunidades microbianas das aguas residuarias da agroindudstria da mandioca
exibiram estabilidade e elevada adaptabilidade, caracterizando consoércios especializados
com potencial para aplicacbes biotecnologicas. A robusta correlagdo entre diversidade
funcional e disponibilidade de substratos refor¢ca a viabilidade desses consércios para
estratégias de biorremediagcdo, producdo de biofertilizantes e conversdo de residuos
agroindustriais em produtos de valor agregado. Assim, a valorizacdo biotecnolédgica desses
efluentes emerge como uma abordagem promissora para a implementacdo de praticas

sustentaveis e a promoc¢ao da economia circular no setor agroindustrial.
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ARTIGO 3 - AVALIACAO DA AGUA RESIDUARIA DE AGROINDUSTRIA
PROCESSADORA DE MANDIOCA COMO SUBSTRATO SUSTENTAVEL PARA A
PRODUCAO DE FITO-HORMONIO ACIDO INDOL-3-ACETICO POR Priestia aryabhattai

RESUMO

Este estudo avaliou o potencial biotecnol6gico da agua residuaria do processamento da
mandioca, caracterizada por alta carga organica e elevada concentracdo de acgucares, como
substrato para fermentacao microbiana visando a producdo de &cido indol-3-acético (AlA),
fito-hormonio essencial para o desenvolvimento vegetal. Amostras de 4guas residudrias foram
coletadas em duas agroindustrias processadoras de mandioca: uma produtora de fécula
(ARFe) e outra de farinha (ARFa), representando diferentes subprodutos da cadeia produtiva.
Os experimentos foram conduzidos sob condicfes controladas de fermentacgéo, utilizando
duas formulacdes de suplementacédo nutricional: S1, composta por glicerol, nitrato de aménio
e extrato de levedura, e S2, contendo caseina, ureia, sacarose e fosfato de potassio. As
culturas foram monitoradas durante 36 horas, com evidenciagéo de crescimento exponencial
em todas as condi¢fes testadas. Embora a ARFa tenha promovido um inicio de crescimento
mais acelerado, o rapido esgotamento dos nutrientes resultou em um declinio abrupto da
viabilidade celular; por outro lado, a ARFe proporcionou um crescimento mais estavel e
prolongado. Entre as suplementacdes, S2 demonstrou superior viabilidade celular em
comparacao a S1. Notavelmente, a producado de AlA foi significativamente maior nos cultivos
realizados com &gua residuaria, especialmente na ARFa, em relacdo ao meio tradicional,
independentemente da suplementacdo empregada. Esses resultados evidenciam a
viabilidade do uso da agua residuaria como substrato sustentavel em processos
fermentativos, o que contribui para a valorizacdo de residuos agroindustriais e promove a
economia circular na agricultura.

Palavras-Chave: Economia circular. Sustentabilidade. Biotecnologia. Aproveitamento de
residuo.

1 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta) € uma cultura fundamental para o Brasil e diversos
paises em desenvolvimento, sendo uma das principais fontes de carboidratos para milhdes
de pessoas. Sua resisténcia a solos pobres e condi¢cfes climéticas adversas torna-a essencial
para a seguranca alimentar, especialmente em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia
e América Latina (FAO, 2023). No Brasil, a mandioca desempenha um papel fundamental na
agricultura familiar, com producdo destacada em estados como Para, Bahia e Parana
(CONAB, 2023).

A producéo global de mandioca gera milhdes de toneladas de agua residuéaria por
ano, especialmente em paises em desenvolvimento, onde o descarte inadequado desse
residuo representa uma ameaga ambiental significativa. Apesar de a mandioca ter grande
relevancia econdmica, seu processamento industrial resulta em elevados volumes de agua

residudria, subproduto rico em compostos organicos que, quando descartado
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inadequadamente, pode causar impactos ambientais significativos (Watthier et al., 2019; Rojo
et al., 2024).

No entanto, essa agua residuaria apresenta potencial biotecnologico para a
producdo de biofertilizantes e outros bioprodutos agricolas (Santos et al., 2018; Almeida et
al.,, 2017). Sua composicdo quimica inclui nutrientes essenciais, como acucares
fermentesciveis, nitrogénio e minerais, que podem ser aproveitados em processos
biotecnologicos (Wagh et al., 2021; Chen et al., 2023).

Fatores, como a variedade da mandioca, as condi¢cdes do solo e os métodos de
processamento, podem afetar a concentracdo desses compostos, influenciando diretamente
a eficiéncia da producdo de metabdlitos bioativos, a exemplo do acido indol-3-acético (AlA).
Além disso, diferencas regionais na composi¢do da agua residuaria, a saber, variagdes nos
niveis de acucares, minerais e pH, podem impactar a eficiéncia fermentativa, tornando
necessaria a adaptacdo dos processos biotecnolédgicos para otimizar sua utilizacdo (Shahid
et al., 2022).

Adicionalmente, a presenca de metais pesados, como cadmio e chumbo, em
residuos agroindustriais, representa uma preocupacao ambiental, destacando-se a
necessidade de estratégias sustentaveis para sua remoc¢ao ou imobilizacdo (Shahid et al.,
2022). Nesse contexto, a escolha de microrganismos, como Priestia
aryabhattai (anteriormente conhecida como Bacillus aryabhattai), emergem como
ferramentas promissoras para a bioconversao de residuos, devido a sua capacidade de fixar
nitrogénio e produzir fito-hormdnios, a exemplo do AlA, que desempenham um papel crucial
no crescimento vegetal e na fertilidade do solo (Gupta et al., 2020; Wagh et al., 2021).

Além da producado de AIA, diversas cepas de Priestia aryabhattai, por exemplo, a
cepa KEX505, apresentam potencial para a biorremediagcdo de metais pesados e para a
biofertilizagéo, consolidando sua posicdo como uma alternativa sustentavel na gestdo de
residuos agroindustriais. Embora a capacidade de produzir AIA seja uma caracteristica
comum na espécie, os niveis de atividade podem variar entre os isolados, com cepas
provenientes de ambientes desafiadores — como a BPR-9 — frequentemente demonstrando
maior tolerancia a metais pesados e eficiéncia na degradacdo de compostos toxicos. Em
comparagdo com microrganismos amplamente utilizados na bioconverséo de residuos, como
Bacillus subtilis — reconhecido por sua robustez, formacédo de esporos e acdo promovedora
do crescimento vegetal (Hashem, Tabassum e Abd Allah, 2019) — e Pseudomonas
fluorescens, que se destaca pela versatilidade metabdlica e eficacia na biodegradacédo de
compostos téxicos (Wasi, Jeelani e Ahmad, 2008), Priestia aryabhattai diferencia-se ao
combinar tragos funcionais de ambas as abordagens. Essa multifuncionalidade, que engloba
desde a promocdo do crescimento vegetal - por meio da solubilizacdo de nutrientes e

producdo de sider6foros - até a alta tolerdncia a ambientes extremos, amplia
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significativamente suas aplicacfes na biotecnologia agricola, além de reforcar seu potencial
como solucgdo inovadora e sustentavel na gestao de residuos agroindustriais.

O AIA é uma auxina vegetal fundamental para o desenvolvimento das plantas, que
auxilia o alongamento celular, formacéo de raizes e adaptacéo (Duca et al., 2014). A producao
de AIA por microrganismos rizosféricos, como P. aryabhattai, tem sido amplamente estudada;
entretanto, o uso de residuos agroindustriais, a exemplo do substrato para essa biossintese,
permanece pouco explorado. Estudos sugerem que a agua residudria de mandioca pode
servir como meio de cultivo para a producdo de metabdlitos bioativos, a exemplo do AlA,
contribuindo para a reducéo de custos e a promocao da sustentabilidade (Maréstica e Pastore,
2006; Oliveira et al., 2019). Entretanto, a variabilidade na composicdo quimica da agua
residudria, dependendo da regido de origem, pode afetar significativamente a eficiéncia do
processo fermentativo, o que representa uma lacuna na literatura cientifica.

Além disso, embora a producdo de AIA por P. aryabhattai tenha sido relatada, os
mecanismos metabdlicos envolvidos, especialmente em relacdo a dependéncia ou
independéncia do L-triptofano como precursor, ainda nao séo totalmente compreendidos. A
elucidacéo dessas vias metabdlicas poderia fornecer subsidios essenciais para a otimizacéo
da biossintese da producdo de AIA em diferentes substratos. Outro aspecto relevante € a
capacidade de P. aryabhattai BPR-9 de interagir com metais pesados presentes na agua
residuaria, como cadmio e chumbo, reduzindo sua biodisponibilidade no ambiente (Garcia-
Fraile et al., 2023). No entanto, 0s mecanismos genéticos e metabdlicos envolvidos nesse
processo ainda necessitam de maior investigacao.

Diante desse contexto, este estudo teve como objetivo explorar o potencial da agua
residuaria como substrato para a biossintese de AIA por P. aryabhattai (CCMMIAB-UNIO
423), avaliando a influéncia da composi¢cdo quimica do residuo e da suplementagédo de
nutrientes no crescimento microbiano e na producéo do fito-hormonio. Além disso, buscou-se
investigar a capacidade de P. aryabhattai de modular a disponibilidade de nutrientes e a
adsorcdo de metais pesados na agua residuaria, visando promover praticas agricolas

sustentaveis e aprimorar a gestao eficiente de residuos agroindustriais.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e armazenamento
Foram coletadas amostras de agua residuaria de duas industrias de processamento
de mandioca, uma agroindustria de farinha (ARFa) e outra de fécula (ARFe). A coleta foi

realizada em uma Unica ocasido, no final de cada processo, sendo as amostras

homogeneizadas, acondicionadas em garrafa pet e refrigeradas em caixa térmica para
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transporte até o Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) na Universidade

Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) e armazenadas em freezer -4°C até sua utilizacao.

2.2 Caracterizacéo fisico-quimica da agua residuaria

A caracterizacéo fisico-quimica da agua residuaria do processamento de mandioca
foi realizada por meio de parametros pré-estabelecidos (Tabela 3). Os métodos utilizados para
a realizacao das analises séo descritos no Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (Eaton, Clesceri e Greenberg, 2005), com exce¢do dos agucares totais, que
foram determinados por Dubois et al. (1956).

Tabela 3 Composigao fisico-quimica das aguas residuarias das industrias processadoras de

mandioca
Parametro ARFa (gL™) ARFe (g L")
pH 3,92 4,02
DQO bruta 16,831 7,741
Carbono organico total 4,720 4,115
Nitrogénio amoniacal 0,102 0,014
Nitrogénio total 0,896 0,246
Acucares totais 14,78 5,000
Acido latico 0,230 3,830
Acido acético 0,047 1,053
Sdlidos totais 58,500 6,817

ARFa= Agua residuaria de farinheira; ARFe= Agua residuaria de fecularia; DQO= Demanda Quimica de
Oxigénio.

2.3 Quantificac&o de metais

Os teores totais dos metais cadmio (Cd), chumbo (Pb), ferro (Fe), magnésio (Mg),
potassio (K), cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) foram quantificados por meio de
digestédo nitroperclérica, conforme o protocolo estabelecido pela Association of Official
Analytical Collaboration (AOAC, 2023). As analises foram conduzidas seguindo o0s
procedimentos descritos na 222 edicao do Official Methods of Analysis da AOAC, garantindo
a exatidao e a confiabilidade dos resultados obtidos.

2.4 Microrganismo e preparacao do inéculo

O microrganismo utilizado foi a bactéria Priestia aryabattai que esta depositada na
Colecdo de Cultura de Microrganismos Multifuncionais de Interesse Ambiental e
Biotecnoldgico (CCMMIAB) do LAMIBI com o cédigo (CCMMIAB-UNIO 423). O cultivo de P.
aryabattai foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de Caldo

Nutriente (CN). Os frascos foram mantidos em agitador rotativo tipo shaker al50 rpm na
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temperatura de 30 °C durante 24 horas. ApGs o periodo de incubacgdo, a densidade 6ptica
(D.0O.) da cultura foi ajustada para 0,5 a 600 nm, para garantir uniformidade no inéculo para

0S experimentos subsequentes.

2.5 Otimizacdo do uso de 4gua residuaria de inddstria de processadora de mandioca

para a producéo de P. aryabattai e Acido Indolacético (AIA)

A agua residuaria coletada nos estados de Sao Paulo e Parana foi descongelada em
temperatura ambiente e submetida a esterilizacédo por calor imido a 121 °C por 30 minutos
para assegurar a eliminagéo de contaminantes e neutralizacdo de compostos. Sua utilizacéo
no processo de fermentacdo submersa foi avaliada sob duas condi¢Ges para cada local de
coleta: agua residuaria sem suplementacao (SS) e agua residuaria com suplementacéo (S1 e
S2), conforme a Tabela 4. Ap6s a adicdo dos suplementos, o pH foi ajustado para 7,0, e
submetido a esterilizacéo por calor imido a 121 °C por 15 minutos.

Tabela 4 Nutrientes usados na suplementagao das aguas residuarias das industrias de farinha de
mandioca (ARFa) e de fécula de mandioca (ARFe)

Nutrientes (g.L") Suplenzse;\;agéo 1 Suplerr(lgg;agéo 2 Cal(clc;rll\ltt:;rli:)nte
Glicerol 2,0 - -
Nitrato de Aménio 1,0 - -
Extrato de Levedura 1,0 - -
Caseina - 1,5 -
Ureia - 0,5 -
Sacarose - 1,0 -
Fosfato de Potassio 0,5 0,5 -
Triptofano 0,1 0,1 -
Peptona - - 5,0
Extrato de Carne - - 3,0
Cloreto de Sédio - - 5,0

2.6 Fermentagcdo submersa

A fermentacdo submersa foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL com volume
de trabalho de 170 mL, com a adi¢cdo de 1% do in6culo bacteriano preparado, conforme item
2.1. Cada experimento foi realizado em duplicata, sendo os frascos incubados em agitador
rotativo por 48 horas, a 150 rpm, 30 °C. Amostras foram coletadas em intervalos de tempo
especificos para analises subsequentes, incluindo a avaliagdo da curva de crescimento

microbiano, contagem de células viaveis e producéao de AlA.
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2.7 Curva de crescimento bacteriano em substratos de dguaresiduéria de

mandioca com e sem suplementacéao

Para a curva de crescimento cada frasco Erlenmeyer foi preparado conforme item
2.6. Em seguida, foi colocado em agitador rotativo a 150 rpm e 30 °C. Em intervalos de hora
em hora (TO a T12), e nos tempos T24, T36 e T48 horas de incubacédo, foram retiradas
aliquotas de 1 mL para leitura da DO em espectrofotdmetro a 600 nm para acompanhamento
da curva de crescimento do microrganismo. Como controle negativo, foram utilizados apenas
0s substratos sem a adi¢cdo do microrganismo para calibragéo do equipamento. Os valores de
DO de cada coleta foram utilizados para construcdo de uma curva de crescimento em fungéo
do tempo de incubacdo. As fases de crescimento (lag, log, estacionaria e declinio) foram

determinadas a partir da analise da curva.

2.8 Contagem de células viaveis — Unidades Formadoras de Colénias (UFC mL™)

Para determinacdo do nimero de células viaveis (UFC mL™?), foi retirada uma aliquota
de 1 mL de cada Erlenmeyer nos tempos T0, T6, T12, T24, T36 e T48 horas. Cada aliquota
foi ressuspensa em 9 mL de solugéo salina 0,85% para realizacdo de diluigbes seriadas de
10* a 107, sendo, posteriormente, retirados 100 pL das diluices 10°, 10®e 107 para a
semeadura em Agar Nutriente, utilizando a técnica de spread-plate. O plagqueamento foi
realizado em duplicata e as placas foram incubadas a 30 °C por 24 horas.

Apos o periodo de incubacao, foi selecionada a diluigdo que continha entre 30 e 300
coldnias para contagem. O niamero de Unidades Formadoras de Colbénia (UFC) foi registrado

e a concentragdo de células viaveis foi calculada utilizando a formula:

node colonias x fator de diluicio

UFC.mL* =

volume inoculado (em mL)

2.8 Producéo de Acido Idol-3-Acético (AIA)

Para a avaliacdo da producéo do acido indol-3-acético (AlA), foi utilizado o método
colorimétrico da metodologia de Gordon e Weber (1951) e Silva et al. (2023) com
modificagBes. Uma aliquota de 500 pL foi retirada dos Erlenmeyer em periodos de hora em
hora (TO a T12) e nos tempos T24, T36, T48, transferido para eppendorf estéreis e
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos para obtenc&o do sobrenadante. Posteriormente,
foram transferidos 100 pL do sobrenadante com 100 pL do reagente de Salkowski (50 mL de
acido perclorico a 35% e 1 mL de FeCls; a 0,5 M), em uma microplaca de 96 pocos, incubado
no escuro por 30 minutos, para realizar a leitura em espectrofotdmetro com DO a 540 nm. O

ensaio foi realizado em triplicata.
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A concentracdo de AlA foi determinada pela leitura comparando com os valores da
curva padrdo de AIA comercial (0, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000
uM), com a equacéo da curva linear y = 0,0002x + 0,0437 (R? 0,9961) na quantificacdo de
auxinas produzidas P. aryabattai crescido nos diferentes substratos.

Os dados foram submetidos a andalise estatistica Anova e as meédias foram
comparadas ao teste de Tukey a 5% de significAncia com o auxilio do programa Sisvar Ltda.
(Ferreira, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cinética de crescimento microbiano

Nos experimentos de fermentagcdo submersa, foram utilizados Caldo Nutriente (CN)
como controle e 4gua residuaria de dois processos distintos, fecularia (ARFe) e farinheira
(ARFa), avaliadas sob trés condi¢gbes: sem suplementacéo (SS), com Suplementacdo 1 (S1)
e com Suplementacgéo 2 (S2). O crescimento de Priestia aryabhattai (CCMMIAB-UNIO 423)
variou conforme o substrato e a suplementacéo, refletindo diferencas na composi¢ao quimica
e na disponibilidade de nutrientes.

A escolha dos suplementos foi estrategicamente alinhada e fundamentada na
composi¢do fisico-quimica inicial da agua residuéaria, visando otimizar a relagéo
carbono/nitrogénio (C/N) para valores préximos ao ideal de 3/1, amplamente reconhecido
como adequado em processos fermentativos industriais (Pereira e Neto, 2007; Garcia et al.,
2020; Sharma et al., 2021). A escolha das fontes suplementares considerou tanto a rapida
assimilagdo metabolica quanto a liberagédo gradual de nutriente, garantindo um fornecimento
balanceado de energia e percussores essenciais para o crescimento de P. aryabhattai e a
producdo de &cido indol-3-acético (AIA). Esse equilibrio foi alcancado por meio da
combinacéo de fontes de carbono prontamente disponiveis, como glicerol e sacarose, e fontes
de nitrogénio organico e inorgéanico, como nitrato de amonio, ureia e caseina, otimizando o
ambiente fermentativo para atender as demandas metabdlicas iniciais e sustentadas do
microrganismo (Hungria et al., 2010; Wagh et al., 2021).

Os efeitos dessas diferentes suplementacdes sobre o crescimento microbiano
variaram conforme a origem da agua residuaria utilizada. Na agua residuaria de farinha de
mandioca (ARFa), observou-se um crescimento acelerado nas primeiras 24 horas, enquanto,
na agua residuaria de fécula de mandioca (ARFe), o crescimento foi mais estavel ao longo do
tempo, sugerindo que a composicao quimica inicial do substrato impacta diretamente a

cinética de crescimento.
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Na Figura 19, é apresentada a cinética de crescimento do P. aryabhattai na agua
residuaria de fecularia, ao longo de 48 horas, 0 que evidencia a influéncia dos diferentes

tratamentos na viabilidade celular durante o periodo fermentativo.
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Figura 19 Curva de crescimento de Priestia aryabhattai utilizando como substrato a agua residuaria
coletada da fecularia (ARFe)
CN= Caldo Nutriente; SS= Sem Suplementacgdo; S1= Suplementacgdo 1; S2= Suplementacéo 2.

Tabela 5 Células viaveis (UFC mL-1) de Priestia aryabhattai utilizando como substrato a agua
residudria de fecularia

Tempo Caldo Sem Suplementacdo | Suplementacéo Tempo
(horas) Nutriente | Suplementacéo 1 2 (horas)
0 8,0 x 108 1,0x10° 1,0x 108 8,0 x 10° 0
12 2,6 x 108 1,3x108 2,5x107 1,2x108 12
24 1,7x108 3,8x 108 3,6 x 107 5,3x 108 24
36 8,5 x 107 1,6 x 108 4,3 x107 1,0x 108 36
48 1,2 x 108 1,2 x 108 3,4 x 107 1,6 x 108 48

A agua residuéria de fecularia (ARFe) apresentou crescimento exponencial de P.
aryabhattai até 24 horas em todas as condic¢des avaliadas, com diferencas significativas pelo
teste de Tukey, conforme o tipo de suplementacéo utilizada.

A ARFe sem suplementacéo (SS) apresentou crescimento exponencial até 24 horas
de fermentacéo, atingindo uma viabilidade celular 3,8x108 UFC mL* (Tabela 5), seguido por
uma fase estacionéaria sustentada até 36 horas com um leve declinio ao final das 48 horas.
Esse padrédo de crescimento pode ser atribuido & composi¢do da ARFe, que apresenta uma
DQO moderada (7,74 g L) e concentracdes elevadas de aclcares totais (5,0 g L7,
sustentando o crescimento inicial sem necessidade de suplementacdo adicional. A
composicao rica em agucares da ARFe fornece uma fonte de carbono facilmente assimilavel
para P. aryabhattai (PB1), promovendo crescimento inicial robusto. Estudos recentes indicam
gue P. aryabhattai possui genes que facilitam a metabolizacdo de acUcares simples, o que

explica o crescimento observado sem suplementacéo adicional (Nsa e Omolere, 2023).
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No substrato S1, o crescimento maximo foi observado com 20 horas de fermentacéo,
seguido pela fase estacionaria. A composicdo de S1, contendo glicerol (2 g L?), nitrato de
amonio (1 g L) e extrato de levedura (1 g L?), favoreceu o crescimento inicial. Embora o
glicerol seja uma fonte de carbono viavel, sua rapida metabolizacdo pode levar ao
esgotamento precoce dos nutrientes. Além disso, a presenca de nitrato de aménio pode ter
influenciado o pH do meio, alcalinizando-o, o0 que afeta o crescimento bacteriano (Hungria et
al., 2010; Sharma et al., 2021; Lee et al., 2022).

Em contraste, o substrato S2 permaneceu em fase de crescimento exponencial até
as 36 horas de fermentacdo, mantendo-se elevado até as 48 horas avaliadas (1,6x108 UFC
mL™?). A presenca de caseina (1,5 g L?), ureia (0,5 g L?), sacarose (1 g L) e fosfato de
potassio (0,5 g L) o que pode ter garantido a liberagdo gradual de nutrientes e menor acimulo
de metabdlitos toxicos. A combinagdo de fontes de carbono e nitrogénio de liberacao lenta,
como caseina e ureia, proporciona um fornecimento continuo de nutrientes, sustentando o
crescimento bacteriano por periodos mais longos. Estudos recentes sugerem que P.
aryabhattai possui mecanismos para metabolizar proteinas e compostos nitrogenados
complexos, o que pode explicar o desempenho observado com essa suplementacéo (Zhang
et al., 2020; Wagh et al., 2021; Chen et al., 2023).

Comparando os tratamentos, SS e S2 apresentaram crescimento maximo superior
ao controle (CN) e ao tratamento S1, evidenciando o potencial do ARFe como alternativa aos
meios de culturas convencionais. Entre SS e S2, o substrato S2 destacou-se por sustentar a
fase exponencial por mais tempo. Em 24 horas de fermentacéo, a viabilidade celular no S2 foi
de 5,3x108 UFC mL*, superior ao SS (3,8x10® UFC mL?%), refletindo sua composicdo
nutricional mais balanceada (Zhang et al., 2020; Chen et al., 2023).

A andlise estatistica da ARFe, apdés 36 horas de fermentagdo (Tabela 17),
correspondente ao final da fase estacionaria e inicio do declinio, revelou que o substrato SS
sustentou significativamente o crescimento de P. aryabhattai (p<0,05), atingindo 1,6x108 UFC
mL™, superior ao controle e a S1, estatisticamente semelhantes a S2 (Tabela 6). Esses
achados corroboram estudos prévios, como os de Damasceno et al. (2003), Barros, Ponezi e
Pastore (2008) e Gama et al. (2022), que utilizaram agua residuaria como meio de cultivo,
associada a diferentes fontes de carbono e nitrogénio, para promover 0 crescimento

microbiano e a producdo de metabdlitos secundarios.

Tabela 6 Viabilidade celular de Priestia aryabhattai em diferentes formulagbes de agua residuaria de
fecularia apds 36 horas de fermentagao

SUBSTRATO UFC.mL?
Caldo Nutriente (controle) 8,6x107 b
Sem Suplementacéo 1,61x108 a
Suplementacéo 1 4,30x107 ¢
Suplementacéo 2 1,06x108b

Letras diferentes indicam diferencas estatistica significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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A superioridade do SS sugere que a agua residuaria de mandioca pode sustentar o
crescimento microbiano sem necessidade de suplementacao adicional, reduzindo custos e
tornando o processo mais sustentdvel como pode ser observado na Tabela 3. O uso de
substratos renovaveis, como a agua residuaria, minimiza impactos ambientais e melhora a
viabilidade econbmica de bioprocessos fermentativos, alinhando-se aos principios da
bioeconomia circular. Entretanto, a queda na viabilidade celular, apds 36 horas (1,27x108 UFC
mL?), indica a necessidade de estratégias para estabilizacdo do bioproduto visando
aplicagbes comerciais.

A Figura 20 apresenta a curva de crescimento de P. aryabhattai utilizando a agua
residudria proveniente do processo de obtencdo de farinha de mandioca (ARFa), que
apresentou crescimento mais acelerado nas primeira 24 horas, refletindo sua maior DQO
(16,83 g L) e disponibilidade de matéria organica. Entretanto, seu crescimento foi seguido

por um declinio mais abrupto em comparagéo a ARFe.
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Figura 20 Curva de crescimento de Priestia aryabhattai utilizando como substrato a agua residuaria
coletada na farinheira
CN= Caldo Nutriente; SS= Sem Suplementagéo; S1= Suplementagéo 1; S2= Suplementagao 2.
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Tabela 7 Células viaveis (UFC mL-1) de Priestia aryabhattai utilizando como substrato a 4gua
residuaria da farinheira.

Tempo Caldo Sem Suplementacdo | Suplementacéo Tempo

(horas) Nutriente | Suplementacéo 1 2 (horas)
0 8,0 x 108 4,0 x 10° 5,0x 10° 3,5x10° 8,0 x 108
12 2,6 x108 1,1 x 108 1,2 x 108 1,2x108 2,6 x 108
24 1,7 x 108 4,1x108 6,5 x 108 6,3 x 108 1,7x108
36 8,5 x 107 2,8x 108 1,5x108 53x 108 8,5 x 107
48 1,2x108 3,9x 108 7,5 x 107 1,9x 107 1,2x108

Para o substrato SS, o crescimento exponencial foi observado até 24 horas (4,1x108
UFC mL?) (Tabela 7), seguido por uma queda para 3,9x10° UFC mL?, apds 48 horas,
possivelmente, devido ao esgotamento rapido de nutrientes e acumulo de compostos
inibitérios. A alta DQO da ARFa indica uma abundéancia inicial de nutrientes, promovendo
crescimento rapido. No entanto, o esgotamento desses nutrientes, aliado ao possivel acumulo
de subprodutos téxicos, pode ter causado a queda acentuada na viabilidade celular (Pereira
et al., 2019; Wagh et al., 2022).

No tratamento S1, o crescimento maximo foi observado em 24 horas (6,6x108 UFC
mL?), seguido por uma reducéo para 1,5x108 UFC mL™ em 36 horas e estabilizacdo relativa
até as 48 horas (7,5x108 UFC mL™?) avaliadas. A inclusdo de extrato de levedura pode ter
favorecido uma maior resisténcia ao estresse metabdlico (Santos et al., 2023). Esse extrato
oferece vitaminas e fatores de crescimento que podem contribuir para a resisténcia ao
estresse e para a preservacgao da viabilidade celular. Pesquisas recentes evidenciam o papel
do extrato de levedura na promog¢do da saude celular e na reducdo de efeitos toxicos em
culturas bacterianas (Varize, 2018).

O substrato S2 demonstrou o melhor desempenho, atingindo 6,3x108 UFC mL™?* em
24 horas mantendo-se elevado até 36 horas (5,3x108 UFC mL?). Diferentemente dos outros
tratamentos, a massa celular manteve-se relativamente alta ao final do experimento (1,98x108
UFC mL*! em 48 horas), sugerindo liberacdo gradual e sustentada de nutrientes. A
combinacdo de fontes de carbono e nitrogénio de liberacdo lenta, como caseina e ureia,
proporciona um fornecimento continuo de nutrientes, sustentando o crescimento bacteriano
por periodos mais longos, 0 que proporciona um ambiente mais estavel para o crescimento
de P. aryabhattai, assim como na avaliacdo com a ARFe (Tabela 7). A presenca de fosfato de
potassio pode ter ajudado a manter o pH ideal, enquanto a combinacé&o de fontes de carbono
e nitrogénio sustentou o crescimento bacteriano (Pereira e Neto, 2007; Wagh et al., 2021).

Estudos anteriores, como Nguyen (2021) e Barbosa (2011), também observaram que
a agua residuaria de processamento de mandioca pode sustentar o crescimento bacteriano
devido & sua composicéo rica em nutrientes. Em particular, Barbosa (2011) destacou que a
agua residuéaria possui compostos nitrogenados e fosfatados que favorecem o metabolismo

microbiano.
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A andlise estatistica dos dados e viabilidade celular de P. aryabhattai ap6s 36 horas
de fermentacdo em diferentes formulacdes da ARFa revelou diferencas significativas entre os
tratamentos (Tabela 8). O substrato ARFa S2 destacou-se, apresentando a maior viabilidade
celular (5,3x108 UFC mL1), enquanto os substratos SS e S1 néo diferiram estatisticamente

entre si, nem SS em relacdo ao CN.

Tabela 8 Viabilidade celular de Priestia aryabhattai em diferentes formulagbes de agua residuaria de
farinheira apds 36 horas de fermentagao

SUBSTRATO UFC.mL?
Caldo Nutriente 8,6x107 ¢
Sem Suplementacéo 2,83x108 be
Suplementacéo 1 1,50x108 b
Suplementacéo 2 5,30x108a

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

A melhor eficiéncia do substrato ARFa S2 pode ser atribuida a sua composi¢ao
suplementar, que proporcionou uma liberacdo gradual e equilibrada de nutrientes essenciais,
como fontes de carbono e nitrogénio, além de minerais que auxiliam o metabolismo
microbiano. Estudos recentes indicam que a suplementacdo adequada do meio de cultura
pode melhorar a viabilidade celular e a produg&o de metabdlitos de interesse. Por exemplo,
Varize et al. (2019) demonstraram que a adicdo de aminoécidos especificos em mostos de
melaco e xarope de cana-de-agucar aumentou a viabilidade de leveduras industriais durante
a fermentacao alcodlica.

Em contraste, os substratos ARFa SS n&o apresentaram diferencas significativas em
relagdo ao CN, sugerindo que a auséncia ou a insuficiéncia de suplementag¢édo néo forneceu
0S nutrientes necessarios para otimizar o crescimento e a viabilidade de P. aryabhattai. Sousa
(2013) avaliou a producdo de biomassa de Bacillus sp. RAB9 por fermentacdo submersa,
destacando a importancia da composicdo do meio de cultivo para otimizar o crescimento
bacteriano. Da mesma forma, Santos (2018) desenvolveu um bioprocesso para a formulagéo
de aditivo probidtico composto de esporos de Bacillus subtilis, utilizando subprodutos
agroindustriais (farelo de trigo, farelo de soja e melaco de cana), enfatizando a relevancia da
escolha adequada dos componentes do meio para maximizar a viabilidade e produtividade
bacteriana. Esses resultados destacam a importancia da formulagdo do substrato na
fermentacdo microbiana. A escolha adequada dos componentes do meio pode influenciar
diretamente a viabilidade celular e a eficiéncia do processo fermentativo, aspectos cruciais

para aplicacdes industriais que visam a producédo de metabdlitos de interesse biotecnolégico.
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3.2 Viabilidade celular das diferentes amostras de aguas residuérias do

processamento da mandioca

A viabilidade celular de P. aryabhattai, apés 36 horas de fermentacdo, em diferentes
formulacdes de agua residuaria de farinheira (ARFa) e de fecularia (ARFe), est4 apresentada
na Tabela 9. Os resultados indicam que tanto a suplementacdo quanto a origem da agua
residuaria de mandioca influenciaram significativamente a composicdo quimica dos

substratos, o que, por sua vez, determinou a quantificagdo microbiana.

Tabela 9 Viabilidade celular de Priestia aryabhattai em diferentes formulagbes de agua residuaria de

farinheira (ARFa) e fécularia (ARFe) apos 36 horas de fermentagéo

SUBSTRATO UFC.mL1?
Caldo Nutriente (controle) 8,60x107 ¢
SS - ARFa 2,83x108 b
S1 - ARFa 1,50x108 ¢
S2 - ARFa 5,30x108a
SS - ARFe 1,61x108 bc
S1- ARFe 4,30x107 bc
S2 — ARFe 1,06x108c

Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos (p <
0,05).

O maior crescimento microbiano foi observado no tratamento ARFa-S2 (5,3x108 UFC
mL™?), estatisticamente superior aos demais (p<0,05). Esse resultado é atribuido a
composicdo balanceada da suplementacdo S2 (caseina, ureia, sacarose e fosfato de
potassio), que garantiu uma liberagéo controlada de nutrientes essenciais, promovendo maior
estabilidade ao longo do tempo (Silva et al., 2020).

No tratamento ARFa-SS, realizado sem suplementacéo, observou-se uma contagem
microbiana elevada (2,8x10® UFC mL™?), sem diferencas estatisticamente significativas em
comparacdo ao ARFe-SS (1,6x10®8 UFC mL™). Esses resultados sugerem que ambas as
adguas residuérias, mesmo sem suplementag¢do, sustentaram o crescimento microbiano,
possivelmente em virtude da presenca de acguUcares fermentesciveis e compostos
nitrogenados residuais. Entretanto, enquanto o ARFe-SS manteve uma curva de crescimento
estavel, o ARFa-SS apresentou um declinio acentuado na viabilidade celular apés 36 horas,
possivelmente decorrente a um rapido esgotamento precoce dos nutrientes e do acimulo de
metabdlitos inibitérios (Shahid et al., 2022; Wagh et al., 2021).

A suplementacdo S1 (glicerol, nitrato de aménio e extrato de levedura) apresentou
desempenho inferior ao da S2. O crescimento em ARFa-S1 (1,5x108 UFC mL?) foi
estatisticamente semelhante aos tratamentos ARFe-S2 (1,1x10®8 UFC mL?) e ARFe-S1
(4,3x10” UFC mL™?), sugerindo que a rapida assimilagdo dos nutrientes pode ter limitado o

crescimento a longo prazo. O nitrato de amoénio, embora eficiente como fonte de nitrogénio,
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pode ter sido rapidamente metabolizado, resultando em esgotamento precoce dos recursos
(Afonso et al., 2020).

O controle (Caldo Nutriente) apresentou crescimento inferior (8,6x107 UFC mL™Y),
estatisticamente semelhante aos tratamentos ARFa-S1, ARFe-S2 e ARFe-S1. Esse achado
reforca o potencial da 4gua residuaria como alternativa viavel ao CN para cultivo fermentativo
(Etesami e Glick, 2024).

Na Figura 21 sdo apresentadas as curvas de crescimento de P. aryabhattai nos
diferentes substratos ao longo de 48 horas, destacando diferengas na cinética de crescimento
entre ARFa e ARFe.
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Figura 21 Curva de crescimento de Priestia aryabhattai em agua residuaria da fecularia (ARFe) e da
farinheira (ARFa).

A=Curva de crescimento sem suplementagéo (SS); B= Curva de crescimento suplementacédo 1 (S1);
C=Curva de crescimento suplementagéo 2(S2).
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A ARFa apresentou crescimento mais acelerado nas primeiras 24 horas,
especialmente no tratamento SS, possivelmente devido a diferenca da demanda quimica de
oxigénio (DQO) entre as amostras 0 que pode indicar uma maior disponibilidade inicial de
matéria organica. Contudo, esse crescimento foi seguido por um declinio abrupto,
particularmente nos tratamentos sem suplementacdo, sugerindo esgotamento rapido dos
nutrientes e acimulo de metabdlitos inibitérios, como acidos organicos e compostos fendlicos
da mandioca (Shahid et al., 2022; Wagh et al., 2021).

Por outro lado, a ARFe demonstrou crescimento mais equilibrado, com fase
estacionaria prolongada e menor taxa de declinio na viabilidade celular. Esse comportamento
pode ser atribuido a sua composi¢ao quimica mais estavel, que favorece a liberacao gradual
de nutrientes e reduz o impacto de metabdlitos tdxicos (Etesami e Glick, 2024).

A suplementacéo S2 foi a mais eficiente em ambos os substratos, garantindo maior
estabilidade e crescimento sustentado. O equilibrio entre carbono, nitrogénio e fosfato foi
essencial para minimizar o impacto do acimulo de metabdlitos toxicos e evitar variacdes
abruptas no pH, o que cria um ambiente favoravel ao crescimento microbiano (Zhang et al.,
2020; Chen et al., 2023).

3.3 Producéo de Acido Idol-3-acético (AIA)

Atualmente, ndo hé registros na literatura cientifica sobre o uso da agua residuaria
de mandioca como meio de cultivo ou suplementagédo para a producdo de &cido indol-3-
acético (AlA) por microrganismos. Entretanto, alguns microrganismos presentes na rizosfera,
tais como P. aryabhattai KEX505, apresentam a capacidade de sintetizar AIA, uma auxina
relacionada com a promocdo do crescimento vegetal (Giassi, Kiritani e Kupper, 2016;
Srithaworn et al., 2023). O AIA desempenha um papel importante no desenvolvimento das
plantas, influenciando processos fisioldgicos, como o desenvolvimento radicular, a absor¢éao
de nutrientes e a resisténcia ao estresse abiético (Duca et al., 2014). No presente estudo, foi
identificada a producéo de AIA por P. aryabhattai em todos os substratos (Tabela 10).

Os resultados indicam que as aguas residuarias foram mais eficientes para a
producdo de AIA em comparacdo ao caldo nutriente. A sintese maxima do fito-hormonio
(963,17 yM mL™?) foi registrada no T2 da fase de crescimento bacteriano. A maior producéo
foi obtida na fermentacdo da ARFa, em que os valores ficaram entre 3923,17 e 4208,17 uM
mL*, seguida pela fermentacdo da ARFe, com valores entre 1833,17 e 2571,50 uM mL?,
todos registrados no T3. Apesar das variagbes nas quantidades sintetizadas, ndo houve
diferenca estatistica quando comparada a agua residuaria suplementada e ndo suplementada

para um mesmo processo de obtencdo do produto final obtido a partir da mandioca.
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Tabela 10 Produgéo de Acido Indolacético-3-acético (AIA) por Priestia aryabhattai em diferentes

substratos
SUBSTRATO AlA (UM mL™Y)
Caldo Nutriente 963,17 d
ARFe — sem P. aryabhattai 206,50 e
ARFe — sem suplementacgdo 2241,50 bc
ARFe — suplementacéo 1 1833,17 c
ARFe — suplementagéo 2 2571,50 b
ARFa — sem P. aryabhattai 723,17 de
ARFa — sem suplementacgéo 4208,17 a
ARFa — suplementacéo 1 4149,83 a
ARFa — suplementagéo 2 3923,17 a

Média. Letras diferentes expressam diferencas significativas entre os substratos (Teste de Tukey:
p<0,05).

A composicdo da ARFa foi determinante para sua maior eficiéncia na producéo de
AIA em comparacdo a ARFe. Estudos, como Shahid et al. (2022), demonstram que a presenca
de compostos, a exemplo do glicerol, fosfatos e aminoacidos, promove significativamente a
biossintese de AIA, fornecendo os precursores e cofatores essenciais para essa via
metabdlica. Além disso, substratos ricos em matéria organica, como a agua residuaria de
mandioca, oferecem uma base nutricional favoravel que, quando suplementada, pode
potencializar ainda mais a produgdo de AIA, corroborando os resultados superiores
observados no tratamento S2 para os substratos analisados. A utilizag&o de biofertilizantes a
base de microrganismos produtores de fito-horménios, como o P. aryabhattai, tem sido
amplamente estudada como uma alternativa sustentavel para reduzir a dependéncia de
fertilizantes quimicos sintéticos, visto que promove um manejo agricola mais eficiente e
ambientalmente responsavel (Jasim et al., 2014; Garcia-Fraile et al., 2023).

A presenca de aminoacidos neutros também foi associada a promoc¢ao da secrecao
de AIA, sugerindo que a cepa utilizada é capaz de sintetizar esse fito-hormonio por vias
metabdlicas independentes de L-triptofano. Esse comportamento ressalta o potencial
biotecnolégico de P. aryabhattai em ambientes ricos em residuos, evidenciando sua
aplicabilidade na bioconversdo de substratos agroindustriais. O L-triptofano é amplamente
reconhecido como um precursor do AlA, e sua concentracdo elevada geralmente esta
associada a um aumento na biossintese desse fito-hormdnio. No entanto, cepas bacterianas
podem utilizar uma ou mais vias biossintéticas do AIA, que podem ser dependentes ou
independentes de L-triptofano (Duca et al., 2014; Jasim et al., 2014). Desse modo, a
biossintese na agua residuaria de farinheira pode estar relacionada a via independente do L-
triptofano, uma vez que os tratamentos S1 e S2, mesmo com a adi¢do desse aminoacido, ndo

resultaram em valores superiores ao tratamento SS. Por outro lado, na ARFe, a producgéo de
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AlA foi mais elevada no tratamento S2 em comparacdo aos tratamentos SS e S1, sugerindo

uma dependéncia do L-triptofano na via biossintética predominante nessa condicao.

3.4 Resultados da andlise de metais na dgua residuaria de mandioca

A andlise dos teores de metais presentes na agua residuéria de mandioca, tanto

na forma bruta quanto ap6s o tratamento com P. aryabhatthai, revelou diferencas

significativas na composicdo quimica entre as amostras provenientes de fecularia e

farinheira. Esses resultados destacam o potencial da dgua residuaria como substrato rico

em nutrientes essenciais para o crescimento microbiano e vegetal, além de sua capacidade

de atuar como um meio de cultivo alternativo e sustentavel. Na Tabela 11 s&o apresentados

os teores de metais encontrados nas amostras de agua residuaria.

Tabela 11 Quantifica

ao de metais na agua residuaria bruta e inoculada com Priestia aryabhattai

Metais ARFa-bruta ARFa- P. _ ARFe- ARFe- P. _ CONAMA n°
aryabhattai bruta aryabhattai 430/2011

Calcio g.L? 0,5 0,38 0,14 0,12 nado regulado
Magnésio g.L? 0,41 0,44 0,15 0,16 néo regulado
Potéssio g.L? 3,47 4,15 1,12 1,44 néo regulado
Ferro mg.L? 6,19 7,67 3,83 2,91 5,0
Cobre mg.L? 0,53 0,55 0,87 0,36 1,0
Zinco mg.L? 2,97 3,71 1,31 1,81 5,0
Manganés | mg.L? 3,1 3,62 1,33 1,66 2,0
Cadmio mg.L? 0,118 0,173 0,081 0,036 0,1
Chumbo mg.L? 1,03 0,97 0,13 0,042 0,1

ARFa=Agua residuéria de farinha de mandioca; ARFe=Agua residuaria de fécula de mandioca.

A comparacao dos valores encontrados com os parametros regulatérios indicou que
0s niveis de cadmio, cobre, ferro e zinco permaneceram dentro dos limites permitidos para
efluentes liquidos, favorecendo o uso da agua residuaria tratada como substrato para a
producdo de bioinsumos. No entanto, observou-se que as amostras de ARFa apresentaram
concentracdes de chumbo (1,03 mg L™ na amostra bruta e 0,97 mg L™ na inoculada)
superiores ao limite méximo permitido de 0,5 mg L™, conforme estabelecido pela Resolugéo
CONAMA n° 430/2011. Além disso, os niveis de manganés em todas as amostras (entre 1,33
mg L™ e 3,62 mg L™1) também ultrapassaram o limite permitido de 1,0 mg L™. Esses
resultados ressaltam a necessidade de estratégias para o controle da concentracdo de metais
pesados durante o processo biotecnolégico, garantindo que a agua residuaria possa ser
utilizada de forma segura na formulacéo de bioinsumos. A capacidade de P. aryabhattai de
reduzir metais, como cadmio e chumbo, na ARFe, pode ser atribuida a mecanismos, a
exemplo da biosorc¢éo, a producéo de sideréforos, a transformacao enzimatica e a formacgéo
de biofilmes. Isso sugere que a cepa pode mitigar a toxicidade desses contaminantes,
ampliando seu potencial para aplicagbes tanto em biorremediacdo quanto no desenvolvimento

de formulag6es agricolas sustentaveis.
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O potassio, um macronutriente fundamental para o metabolismo vegetal, apresentou
um aumento significativo nas amostras tratadas com P. aryabhatthai, especialmente na dgua
residudria de SP (de 3,47 g L para 4,15 g L?). Esse resultado sugere que a bactéria pode
facilitar a liberacdo ou retencao de potassio, tornando-o mais disponivel para as plantas. Além
disso, observou-se um aumento nas concentragdes de zinco e manganés, micronutrientes
essenciais para o crescimento vegetal. Na ARFa, o zinco aumentou de 2,97 mg L* para 3,71
mg L?, enquanto o manganés passou de 3,10 mg L* para 3,62 mg L apés o tratamento.
Esses achados corroboram estudos anteriores que destacam o papel de P. aryabhattai na
solubilizacdo de nutrientes e na promocéo do crescimento vegetal (Etesami e Glick, 2024;
Wagh et al., 2021).

O ferro, um elemento presente em processos enzimaticos e fotossintéticos,
apresentou comportamento variavel entre as amostras. Na ARFa, houve um aumento na
concentracdo de ferro apés o tratamento (de 6,19 mg L* para 7,67 mg L?), enquanto, na
ARFe, observou-se uma reducéo (de 3,83 mg L para 2,91 mg L?). Essa diferenca pode estar
relacionada a composicao inicial da dgua residuaria e a capacidade da bactéria de interagir
com 0s compostos presentes. O cobre, por sua vez, mostrou uma leve redugdo nas amostras
de ARFe (de 0,87 mg L para 0,36 mg.L?), o que pode indicar uma possivel imobilizacéo ou
metabolizagdo desse metal por P. aryabhattai.

A presenca de metais pesados, como cadmio e chumbo, em residuos agroindustriais
€ uma preocupacdo ambiental devido a sua toxicidade. Nas amostras de ARFe, o tratamento
com P. aryabhattai resultou em uma reducéo significativa na concentracdo de cadmio (de
0,081 mg L para 0,036 mg L) e chumbo (de 0,13 mg L* para 0,042 mg L?). Esses resultados
sugerem que a bactéria pode ter um papel na remocdo ou imobilizagdo desses metais,
reduzindo sua disponibilidade no ambiente. No entanto, nas amostras de ARFe, houve um
aumento na concentracéo de cadmio (de 0,118 mg L™ para 0,173 mg L), o que pode indicar
uma mobilizacdo desse metal durante o processo fermentativo. Esse comportamento
contrastante entre as amostras de ARFa e ARFe destaca a importancia de considerar a
variabilidade nos processos de obtencdo e na composi¢do da agua residuaria ao planejar
aplicagdes biotecnoldgicas.

Os resultados evidenciam o potencial da agua residuaria de mandioca como
substrato viavel para a producdo de biofertilizantes e bioprodutos agricolas. A capacidade
de P. aryabhattai em aumentar a disponibilidade de nutrientes essenciais, a saber, potassio,
zinco e manganés no solo, destaca sua aplicacédo promissora na agricultura sustentavel. Além
disso, a reducédo de metais pesados, como cadmio e chumbo, nas amostras do ARFe, sugere
um potencial para a contribuicdo na descontaminacgéo de residuos agroindustriais.

Contudo, o aumento na concentragdo de cadmio nas amostras de ARFa indica a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre os mecanismos de interacdo entre P.

aryabhattai e os metais presentes na 4gua residuaria. Futuras pesquisas devem explorar 0s
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genes e vias metabdlicas envolvidos na imobilizacdo ou remocéo de metais pesados, bem
como investigar como a variabilidade regional na composi¢cédo da agua residuaria influencia a
eficiéncia dos processos biotecnoldgicos.

Em sintese, a analise dos metais demonstra que P. aryabhattai pode modular a
disponibilidade de nutrientes e a concentracdo de metais pesados, dependendo da origem do
substrato. Esses achados reforcam o potencial da agua residuaria como recurso sustentavel,

mas destacam a necessidade de estudos adicionais para otimizar e escalonar o processo.

4 CONCLUSAO

A 4gua residuaria de mandioca demonstrou potencial como substrato promissor e
sustentavel para o cultivo de Priestia aryabhattai e a biossintese de AIA. A composi¢ao
quimica dos diferentes processos influenciou a cinética microbiana, com a ARFa favorecendo
0 acumulo de biomassa e a ARFe proporcionando maior estabilidade celular. A
suplementacdo com caseina, ureia, sacarose e fosfato de potassio (S2) potencializou o
crescimento bacteriano e a producdo de AIA, indicando a importancia da formulacéo
nutricional no aprimoramento do processo fermentativo. Além disso, P. aryabhattai apresentou
a capacidade de modular a disponibilidade de nutrientes, evidenciando seu potencial para

aplicacdes na agricultura sustentavel e em estratégias de biorremediacao.
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