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RESUMO
A sustentabilidade ambiental passa pela utilizacdo responsavel dos recursos naturais,

garantindo a sua disponibilidade agora e para as geracOes futuras. Esta sustentabilidade esta
ligada aos servicos ecossistémicos. O trabalho apresenta o papel potencial dos probi6ticos,
microrganismos vivos que, quando utilizados corretamente, revitalizam os sistemas
humanos, animais, vegetais e da microbiota. O uso de probidticos na revitalizacdo de
sistemas hidricos pode contribuir para a resiliéncia e sustentabilidade ambiental. O foco foi
o desenvolvimento de protocolos de utilizacdo do EM® para melhoria da qualidade da agua
comprometida pelo esgoto doméstico na Enseada de Jurujuba, Baia de Guanabara e Lagoa
de Piratininga em Niter6i. Em 7 dias foram obtidas 109 celulas/mL. Nas amostras de
sedimentos da Enseada de Jurujuba, 0 EM® consumiu carboidratos, lipidios e proteinas da
matéria organica. Apos as chuvas de setembro/2022, os parametros fisico-quimicos da Lagoa
de Piratininga destacaram a importancia do aporte de carbono da bacia de drenagem (46,48
km2), ampliando sua situacdo como sumidouro de carbono. O EM® atuou parcialmente na
degradacdo de lipidios, ligados ao coprostanol, mas consumiu carboidratos e proteinas
ligados ao esgoto. Nos dois locais estudados, os probioticos tiveram efeito na poluicéo

organica.

Palavras-chave: Biotecnologia, probi6ticos, sustentabilidade ambiental, sedimento

ABSTRACT

Environmental sustainability involves the responsible use of natural resources, ensuring their
availability now and for future generations. This sustainability is linked to ecosystem
services. The work presents the potential role of probiotics, live microorganisms that, when

used correctly, revitalize human, animal, plant and microbiota systems. The use of probiotics



in the revitalization of water systems can contribute to environmental resilience and
sustainability. The focus was on developing protocols for using EM® to improve water
quality compromised by domestic sewage in Enseada de Jurujuba, Guanabara Bay and Lagoa
de Piratininga in Niterdi. In 7 days, 10° cells/mL were obtained. In sediment samples from
Enseada de Jurujuba, EM® consumed carbohydrates, lipids and proteins from organic
matter. After the rains of September/2022, the physical-chemical parameters of Lagoa de
Piratininga highlighted the importance of the carbon input from the drainage basin (46.48
km?), expanding its situation as a carbon sink. EM® partially acted on the degradation of
lipids, linked to coprostanol, but consumed carbohydrates and proteins linked to sewage. In

the two places studied, probiotics had an effect on organic pollution.

Keywords:

Sustainability - water quality - biotechnology - probiotics.
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INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos muito se fala sobre o consumo de probiéticos, voltado, inicialmente,
para a questdo da alimentagéo e tratamento da flora intestinal. O interesse pelo assunto tem

aumentado substancialmente também em outras areas.

Em 1680, Antonie van Leeuwenhoeck, usou seu microscopio para observar células de
levedura na fermentacdo da cerveja (HUXLEY, 1871). No final de 1700, Lavoisier descreveu
0 processo de transformacdo dos acucares em alcool e dioxido de carbono como “um dos
mais extraordinarios da quimica”. Na década de 1840, Theodor Schwann e Charles
Cagniard-Latour sugeriram uma possivel associacdo entre o crescimento de leveduras e o
processo de fermentacdo alcoolica. Finalmente, Louis Pasteur definiu a fermentacdo como
“respiracao sem ar' e afirmou: "sou da opinido que a fermentag&o alcoolica nunca ocorre sem
organizacdo, desenvolvimento e multiplicacdo de células. Se perguntado em que consiste 0
ato quimico pelo qual o agucar esta decomposto, eu desconhego completamente”. Pasteur
publicou seus resultados em um artigo preliminar em 1857 e em versdo final em 1860,

intitulada “Memorias sobre a fermentagao alcoolica” (PASTEUR, 1858).

O conceito de probidticos nasceu com base nas observacgdes de Elie Metchnikoff em
1907. Ele postulou que a saude e o aumento da longevidade dos bulgaros mais velhos
estavam ligados a ingestdo diaria de produtos lacteos fermentados e as bactérias lacticas
teriam efeito benéfico na microbiota intestinal. Em 1907, o quimico alemé&o Eduard Buchner
recebeu o Prémio Nobel por evidenciar que a levedura possuia enzimas de fermentacao.
Arthur Harden e Hans Euler-Chelpin receberam o Prémio Nobel em 1929, eluciadando o
processo enzimatico de fermentagdo. Em 1930, Minoru Shirota, microbiologista japonés,
isolou, cultivou e demonstrou que Lactobacillus casei resistia a acidez do estdbmago. Em

1935 passou a fabricar e vender o produto Yakult (GOGINENI et al., 2013).



Em 1953, KOLLACH usou o termo probiotico pela primeira vez. Em 2010, foi
estabelecido o primeiro catalogo genético do microbioma intestinal humano. Em 2016, a
FAO e a OMS definiram os probidticos como microorganismos vivos que podem exercer
efeitos benéficos a saude daqueles que os consomem (MARKOWIAK and SLIZEWSKA,
2017). SAVAIANO and LEVITT (1987) conseguiram monitorar a ma digestdo da lactose e
demonstrar que as bactérias vivas do iogurte (Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus

thermophilus) foram capazes de compensar o déficit da lactase em adultos.

Nas ultimas trés décadas, analises metagenémicas forneceram informacg6es sobre as
diferengas da microbiota intestinal entre individuos saudaveis e doentes. Atualmente, muitas
doencas tém sido associadas as alteragbes da microbiota intestinal como doencas
inflamatorias intestinais, intestino irritdvel e céncer colorretal, doenca de Alzheimer,
transtornos do espectro autista, sindrome da fadiga crénica, doenca de Parkinson e doencas

autoimunes como artrite reumatdide e esclerose multipla (SCOTT et al. 2015).

Atualmente, os probidticos sdo considerados ferramentas que oferecem multiplas
solucgdes para a vida humana como a prevenc¢do de doencas, saude animal, fertilizacdo do
solo e protecdo ambiental. Eles estdo agrupados em bactérias lacticas (Lactobacillus sp. e
Bifidobacterium sp.), bactérias do solo (Bacillus sp.) e leveduras (Saccharomyces sp.),
Funcionam como biorremediadores ambientais, controlando patégenos, consumindo
poluentes organicos, detoxificando poluentes inorganicos e aumentando a biodisponibilidade

de nutrientes (GOYAL et al. 2019; HELMY et al. 2019; KOUHOUNDE et al. 2022).

Os microrganismaos eficazes (EM) s@o formados por microrganismos selecionados do
meio ambiente e por sua compatibilidade de atuacdo em consorcio. O uso do EM comecou
no final de 1960 em Okinawa, Jap@o, com Terugo Higa, da Universidade de Ryukyus (HIGA,
1991). HIGA and WIDIDANA (1991) isolaram varios consorcios de microrganismos com

capacidade de restaurar a degradacdo do solo e aumentar a produtividade e rendimento de
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colheitas. Eles séo capazes de melhorar o crescimento vegetal porque sdo capazes de mudar
a estrutura do solo, solubilizando nutrientes e alterando a fisico-quimica local e favorecendo,
assim, o crescimento da raiz e de relagdes simbidticas (HALPERN et al. 2015; MURUGAN

et al. 2022).

O EM® é um produto que contém um consorcio de bactérias lacticas e leveduras. Este
consorcio bacteriano controla a producéo de odores e de moscas na compostagem de residuos
organicos e inibe o crescimento de microrganismos patdégenos (JUSOH et al. 2013). No
tratamento de esgoto ndo foram encontradas publica¢fes usando especificamente 0 EM®
(HESNAWI et al. 2014), mas consorcios de Bacillus spp. (GLUSHCHENKO et al. 2019).
Ele foi testado com sucesso na producdo de gramineas forrageiras, macas, milho, trigo,
gestdo de residuos de madeira e em &guas residuais de aquicultura na reducdo de amonia e
de fosforo (KATO et al. 1999; HU and QI, 2013; SREENIVASAN et al. 2013; LANANAN
et al. 2014; BALOGUN et al. 2016; NAIK et al. 2020). Todas as publicacdes, nas diversas
areas citadas acima, seguem o protocolo de preparo do EM® em presen¢a de melago e de
agua sem cloro, na proporgdo 1:1:18, respectivamente, a temperatura ambiente e sem
agitacdo. O uso pode ser por aspersdo ou em mudball, acrescentando-se argila e farelo de

trigo.

CRAPEZ et al. (2022) estudaram a degradacdo da matéria organica in situ em lagoa
salobra, utilizando biopolimeros para quantificar a degradacdo/qualidade da matéria
organica. Entretanto, outros trabalhos com esta abordagem sdo inexistentes, bem como
bioensaios que se utilizam de parametros como contagem do nimero de células em meios de
cultura com agitacdo e a temperatura ambiente, possibilidade de uso do EM® diluido,
producéo de biopolimeros pelo EM®. O objetivo deste trabalho foi o de elaborar protocolos

para uso do EM® na degradacdo de matéria organica de areas comprometidas com esgoto



doméstico/metais da Baia de Guanabara, RJ e de lagoa salobra na regido oceéanica de Niteroi,

RJ.

A tese é composta por trés capitulos: (1) publicacdo em Brazilian Journal of
Development (2020); (2) experimentos para afericdo de parametros do crescimento de em1®
em meio liquido e em presenca de matéria organica sedimentar; e (3) bioensaio com EM®

egradando matéria organica de amostras de sedimento da Lagoa de Piratininga, Niterdi, RJ.
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RESUMO

Os probidticos sdo microrganismos vivos que conferem beneficios a salide animal ou
ambiental. Sdo constituidos de consércios de microrganismos e seus genomas, que modulam
as respostas metabolicas a fatores internos e externos, participando da manutengdo do
equilibrio ecolégico. Por conta disso, eles podem ser utilizados como uma estratégia de baixo
custo na restauracao da resiliéncia de um ecossistema. Este trabalho apresenta uma revisao
sobre 0s principais microrganismos usados como probidticos como Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp., Streptomyces sp., Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Bacillus sp.,
Rhodopseudomonas sp. e Rhodobacter sp. e seus mecanismos de agdo. Estes mecanismos
sdo regulados pelo quorum sensing, que permite aos microrganismos atuarem coletivamente
na competicdo para exploracdo, competicdo por interferéncia e aderéncia epitelial. Eles
atuam no aumento da disponibilidade de nutrientes e geracdo de compostos bioativos, como
bacteriocinas, acidos graxos de cadeia curta, exopolissacarideos, enzimas e vitaminas.
Adicionalmente, eles também participam da desintoxicacdo de micotoxinas, sequestro de

metais pesados, biorremediacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aminas
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aromaticas heterociclicas, nitrosaminas e pesticidas. O presente trabalho também relata a
utilizacdo de microrganismos probidticos na remediacdo de aguas contaminadas por diversas
fontes, descrevendo as possibilidades de uso desta tecnologia sustentavel para revitalizar o

meio ambiente.

Palavras chaves: probioticos, quorum sensing, biorremediacdo, corpos hidricos, resiliéncia

ambiental.

ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that provide animal or environmental health benefits.
They are formed by consortia of microorganisms and their genomes, which modulate
metabolic responses to internal and external factors, participating in the maintenance of
ecological balance. Hence, they can be used as a low-cost strategy to restore an ecosystem's
resilience. This work presents a review of the main microorganisms used as probiotics such
as Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., Streptomyces sp., Saccharomyces sp., Aspergillus
sp., Bacillus sp., Rhodopseudomonas sp. and Rhodobacter sp. and its mechanisms of action.
These mechanisms are regulated by quorum sensing, which allows microorganisms to act
collectively in competition for exploration, competition for interference and epithelial
adhesion. They act to increase the availability of nutrients and generate bioactive compounds
such as bacteriocins, short-chain fatty acids, exopolysaccharides, enzymes and vitamins. In
addition, they also participate in mycotoxin detoxification, heavy metal sequestration,
bioremediation of polycyclic aromatic hydrocarbons, heterocyclic aromatic amines,
nitrosamines and pesticides. The present work also reports the use of probiotic
microorganisms in the remediation of contaminated water from different sources, describing

the possibilities of using this sustainable technology to revitalize the environment.
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Keywords: probiotics, quorum sensing, bioremediation, water bodies, environmental

resilience

INTRODUCAO

As atividades humanas utilizam recursos naturais e produzem residuos sélidos
urbanos e industriais descartados no ambiente, como metais, hidrocarbonetos
poliarométicos, bifenilas e pesticidas (ANH et al. 2019; BASAVAIAH et al. 2017;
MBUSNUM et al., 2020). A transferéncia de poluentes para 0 meio ambiente altera o
equilibrio dos ecossistemas e compromete a biodiversidade (BASSEM 2020). A manutenc¢éo
da biodiversidade, definida como a diversidade, abundancia e identidade das espécies e seus
genes, é essencial para a saide humana e a dos ecossistemas. Existe uma interdependéncia
entre a biodiversidade, os processos bioldgicos e as condi¢cbes ambientais que, quando em
equilibrio, mantém a qualidade dos sistemas. Assim, a diversidade bioldgica esta
intrinsecamente ligada ao funcionamento dos ecossistemas e sua capacidade de fornecer bens
e servicos (CARDINALE et al. 2012). Por sua vez, 0s servicos ecossistémicos e o bem-estar
humano estdo intimamente ligados, porque representam a base da sustentabilidade (FANG

et al. 2018) (Figura 1).
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Figura 1 Vinculacdo entre biodiversidade, gestdo sustentavel, processos e servigos

ecossistémicos.

O microbioma é um dos itens da sustentabilidade e € composto por comunidade
microbiana, que ocupa um habitat razoavelmente bem definido com propriedades fisico-
quimicas distintas (BERG et al. 2020). O estudo do microbioma humano, de outros animais,
plantas e microrganismos pode fornecer solugdes para doencas e/ou adaptagdes as mudancas
climaticas (JANSSON and HOFMOCKEL 2020; NAYFACH et al. 2021). O microbioma
também desempenha um papel importante na manutencdo da salude ambiental pois é o
principal conector entre microrganismos e a estrutura e funcdo de um ecossistema (Fig. 1).
A saude do planeta e de seus habitantes é dependente dos parceiros microbianos, presentes

ha 3,5 bilhdes de anos (BLASER et al. 2016; NAYFACH et al. 2021).

Os probioticos fazem parte do microbioma humano e/ou do microbioma ambiental e
sdo definidos como microrganismos vivos que conferem beneficios a salde quando
consumidos em quantidades adequadas (HILL et al. 2014). S&o resistentes, resilientes e
formados por consorcios de microrganismos e seus genomas, que modulam as respostas
metabdlicas a fatores internos e externos, para manter um equilibrio ecolégico com o

hospedeiro e o meio ambiente (LLOYD-PRICE and HUTTENHOWER 2016).
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Bifidobacterium sp. e Lactobacillus sp. representam o grupo mais bem estudado de

probidticos do microbioma humano (BARKO et al. 2018).

As atividades humanas mudam o meio ambiente e seus sistemas bioldgicos, mas os
microrganismos probidticos podem ser usados para restaurar a resiliéncia ambiental
(BASKENT 2020). Este processo de restauracdo € denominado biorremediacéo e envolve
microrganismos metabolicamente sinérgicos, capazes de consumir contaminantes,
reequilibrar parametros fisicos e quimicos e induzir a restauracdo da cadeia alimentar no
solo, sedimento e coluna d'agua. As principais vantagens sdo a utilizacdo de métodos
ecologicos sustentaveis e de baixo custo quando comparados a outros métodos fisicos e

quimicos. (DIVYA et al., 2015).

A principal fonte de poluicdo dos recursos hidricos no pais é a falta de saneamento,
setor regulamentado em 2007, com o estabelecimento da Politica Nacional de Saneamento
Basico e modificada pela Lei n® 14.026/2020. De acordo com (TOLEDO et al. 2020), regides
com estacOes de tratamento de esgoto ndo oferece tratamento adequado, langando esgoto

doméstico “in natura” em rios e valdes.

A politica de saneamento ainda ndo estd implantada no pais e, como ndo existe
politica ambiental para tratamento de corpos hidricos que recebem continuamente o esgoto
“in natura”, o uso de microrganismos probiodticos poderia ajudar na revitalizagdo desses
sistemas. Uma estacdo de tratamento de esgoto de nivel terciario por reator anaerébio e lodos
ativados, tem custo mensal de R$ 0,38-m~3, levando-se em conta os dados de vazéo, operagao
e manutencdo (SOUZA et al. 2021). O custo de instalacdo e manutencao do tratamento com

probidticos € mais barato que os métodos convencionais (SUBASHINI 2016).

O objetivo desta revisdo é demonstrar que o uso de microrganismos probioticos na
revitalizacdo de sistemas hidricos e contribui para a resiliéncia e sustentabilidade ambientais,

através de seus mecanismos de acao e aplicacdes diversas.
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MECANISMOS DE ACAO DOS MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

Os microorganismos mais usados como probidticos sdo Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp. e Saccharomyces sp., acrescentando-se outros, dependendo da area em
que sdo utilizados. Na aquicultura séo utilizadas as espécies microencapsuladas em alginatos
de Bacillus thuringiensis, B. amyloliquefaciens, B. megaterium, B. polymyxa, B.
licheniformis, B. subtilis e a levedura Debaryomyces hansenii. No crescimento de animais
sdo acrescentadas as espécies de Enterococcus faecium, B. licheniformis, B. subtilis,
Propionibacterium sp. Como biofertilizantes sdo usados Azospirillum sp., Enterobacter sp.,
Serratia sp., Microbacterium sp., Pseudomonas sp., Trichoderma sp. e Achromobacter sp.
(FIORENTINO et al. 2018; HASAN and BANERJEE 2020; NAIK et al. 2020;
ONGARATO and NETO 2021; SANDERS et al. 2018). Ha evidéncias da eficacia do uso
dos probidticos em distarbios gastrointestinais, obesidade, diabetes, intolerancia a lactose,
hipertensdo, alguns tipos de cancer e crescimento animal e vegetal (SANDERS et al. 2018).
Eles agem no equilibrio da microflora intestinal, do solo e da &gua, através do aumento da
disponibilidade de nutrientes e na geracdo de compostos bioativos, como bacteriocinas,
acidos graxos de cadeia curta, exopolissacarideos, enzimas (esterases, lipases e coenzimas
A, Q, NAD e NADP) e vitaminas do grupo B (B1, B2, B3, B6, B8, B9, B12). (INDIRA et
al. 2019). Eles também participam da desintoxicacdo de micotoxinas, metais pesados,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, aminas aromaticas heterociclicas, nitrosaminas e

pesticidas (MOHAMMADI et al. 2021).

Todas estas acdes dos microorganismos s@o regidas por sensores que capturam
informagdes fisicas e quimicas do ambiente e de outros organismos. De acordo com as
informacdes recebidas, cada populacdo microbiana produz e libera moléculas sinalizadoras

no ambiente - quorum sensing, dependentes da densidade populacional. Ao atingirem a
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densidade ideal, ocorre uma mudanca na expressao génica, seguida pela sincronizagéo de
novos padrdes populacionais. O quorum sensing favorece as comunicagdes celulares e as
interacGes microbio-micrdbio, permitindo que os microrganismos atuem coletivamente, em

grupos multicelulares (MUKHERJEE and BONNIE 2019).

Os mecanismos de acdo dos probioticos com o microbioma do hospedeiro sao
complexos, diversos, heterogéneos, frequentemente especificos e ocorrem através de
efetores moleculares. Estes Ultimos estdo presentes na estrutura celular ou secretados como
produtos metabdlicos e sdo dependentes do quorum sensing. Inicialmente as populactes de
microrganismo irdo responder as condicdes fisico-quimicas e as fontes de carbono e
nitrogénio do ambiente atraves de sistemas enzimaticos. Esta fase ira selecionar populacdes
que vivem em sistemas sinérgicos como o0 mutualismo ou simbiose. A partir dali,
prevalecerdo os mecanismos de acao coletiva: competicdo para exploracéo, competicéo por

interferéncia e aderéncia epitelial (GOGINENI and MORROW 2013).

A competicdo por exploracdo ocorre quando algumas populag¢ées de microrganismos
consomem rapidamente nutrientes e/ou fontes de carbono para investir na reproducao (r
estrategistas). A captura de nutrientes ocorre de maneira cooperativa na populagédo
microbiana, favorecendo a producdo de enzimas extra- e intracelulares para a hidrolise de
ligagBes covalentes e sider6foros quelantes de ferro (KUMMERLI et al. 2015). Outras
enzimas também sdo importantes nesta fase: as oxidoredutases catalisam a dessulfurizacéo,
desalogenacéo, desnitrificagdo, amonificacdo e hidroxilagdo; as transferases catalisam a
translocacdo de amina, carbonila, carboxila e fosfato de uma molécula para outra; as liases
catalisam a clivagem de substancias, produzindo ligaces duplas e/ou adi¢do de grupos em
ligacbes duplas; as isomerases catalisam a conversdao geometrica ou oOptica e as ligases

catalisam a unido de duas moléculas pré-existentes E(HECKMANN and PARADISI 2020).
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A competicdo por interferéncia ocorre quando populagbes de microrganismos
produzem compostos antimicrobianos via quorum sensing para suprimir o crescimento de
um patdgeno, através da liberagdo de substéncias antimicrobianas, como bacteriocinas e
microcinas. As bacteriocinas permeabilizam a membrana interna das bactérias gram-
negativas, levando a ruptura e formacdo de poros. Microcinas, também produzidos por
bactérias gram-negativas, atuam na membrana interna e nas enzimas envolvidas na estrutura
e sintese de DNA e RNA ou enzimas de sintese de proteinas (KNIPE et al. 2021). Varios
produtos do metabolismo microbiano probidtico também tém efeitos antimicrobianos, como
perdxido de hidrogénio, 6xido nitrico e acidos graxos de cadeia curta, como &cidos latico e
acético. Estes ultimos, além de diminuirem o pH, também lisam as membranas de patégenos
gram-negativos (CASTILLO et al. 2012). A atividade antipatogénica é multifatorial,

incluindo competicéo pela exploracdo e competicédo por interferéncia.

A aderéncia de microrganismos probidticos ao epitélio de seus hospedeiros impede a
adesdo patogenos, favorece a producéo e acao local de metabolitos como os &cidos graxos
de cadeia curta que possuem efeitos imunomoduladores. A adesdo dos probidticos a
superficie intestinal ocorre inicialmente por interagdes hidrofobicas, seguida por adesao
através de componentes da parede celular. A presenca de proteinas como proteinases e
adesinas da parede celular, aumentam a adesao de bactérias acido lacticas. Esta adesao se da
por competicdo pelos sitios de ligacdo da célula hospedeira, bloqueando a aderéncia de
patogenos (MONTEAGUDO-MERA et al. 2019). Probidticos estdo sendo usados na
aquicultura por atuarem na microbiota intestinal dos animais, trazendo como beneficios o
aumento da produtividade, que esta ligada a imunidade, crescimento animal, desova e

melhoria da qualidade da &gua (HASAN and BANERJEE 2020).
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MICRORGANISMOS PROBIOTICOS NA REVITALIZACAO DE SISTEMAS
HIDRICOS

A qualidade de aguas superficiais esta cada vez mais comprometida pela descarga de
aguas residuais domeésticas e industriais. Os contaminantes podem ser organicos
biodegradaveis, nutrientes inorganicos, metais pesados, microrganismos patogénicos e
organicos sintéticos recalcitrantes como hidrocarbonetos poliaromaticos, aditivos
alimentares, pesticidas sintéticos, bifenilos policlorados, detergentes sintéticos, produtos
farmacéuticos, cosméticos, 6leos, tintas, plasticos, fibras sintéticas e substancias radioativas
(PARWEEN and RAMANATHAN 2019). A gestdo tem custo elevado e, na maioria das
vezes, é inexistente, mas pode ser minimizada pelo manejo e disposi¢cdo adequada dos
residuos sélidos, antes de atingirem os corpos hidricos (SILVA et al.2020). Além disto, a
carga organica promove a eutrofizacdo, acarretando mudangas fisico-quimicas na coluna
d’dgua e sedimento. Assim, a contaminacdo ambiental afeta a biodiversidade e o
funcionamento do ecossistema e seus servicos, dos quais a sociedade é dependente (NORAH

2015).

A remocao de nitrogénio e fosforo é o objetivo principal do tratamento de efluentes
domeésticos. Os actinomicetos Streptomyces griseorubens e S. griseus removeram amonia e
ortofosfato em 77,35, 79,02%, respectivamente, em 7 dias (MADKOUR et al. 2019). O
nitrogénio é removido pelas vias metabdlicas de desnitrificacdo e de nitrificacdo autotrofica
(GUERRERO et al. 2015). O fosforo esté presente no ambiente como ortofosfato, polifosfato
e fésforo orgénico, sendo 70% representado pelos dois Gltimos. Tratamentos mecénicos e
bioldgicos tradicionais removem até 30% do fosforo (BUNCE et al., 2018). Além disto, 0s
actinomicetos sdo versateis no uso de fontes de carbono (carboidratos, proteinas e
aromaticos), resistem a disseccdo e a radiacdo ultravioleta e armazenam polifosfatos e acido
poli-B-hidroxibutirico e os Streptomyces fornecem 70% dos antibidticos de ocorréncia

natural (CHAROUSOVA et al. 2019).
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As leveduras sdo fungos unicelulares, crescem em pH 5,0 ~ 6,0, sdo acido-resistentes
e possuem alta eficiéncia metabdlica para degradar aromaticos e 6leos. Elas foram usadas no
tratamento de &guas residuais do processamento de 6leo de soja. A concentracao de carbono
organico dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio e 6leo eram, respectivamente, 39.300

mg/L, 18.200 mg/L e 11.900 mg/L e a taxa de remocao foi maior que 93%. (QADIR 2019).

O uso de probidticos para combater Salmonella sp. em corpos hidricos € uma das
formas de proteger a biodiversidade local. Salmonella sp. produz infeccbes de natureza e
gravidade diferentes, com tratamento a base de antibioticos (VIEIRA et al. 2021). Entretanto,
o0 desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos limita sua eficacia e a proposta atual
é usar probioticos (CASTILLO et al. 2012). Ha evidéncias clinicas de que os probidticos séo
eficazes na prevencao e/ou tratamento da diarreia e da salmonelose (CANANI et al. 2007).
Lactobacillus plantarum, L. casei, L. bulgaricus, L. rhamnosus e L. acidophilus séo
probidticos que estabilizam a barreira da mucosa intestinal, aumentam a secrecdo de muco,
melhoram a motilidade intestinal e, deste modo, interferem na capacidade de colonizar e
infectar a mucosa; competem por nutrientes; secretam substancias antimicrobianas como as
bacteriocinas e regulam a homeostase microbiana intestinal (INDIRA et al. 2019;
LEBLANC et al. 2017). O muco forma complexos de probidticos com as cepas de
Salmonella sp. e o peristaltismo favorece a rapida remocéo deles pelas fezes (HOOPER and
MACPHERSON 2010). Os probioticos também modulam a resposta inflamatéria, pois
estimulam a producdo de citocinas, a atividade fagocitica de macrofagos e neutrofilos,
aumentando as respostas de anticorpos especificos, especialmente a atividade secretora de

IgA pela mucosa (GOBBATO et al. 2008).

Escherichia coli O157:H7 foi inibida por culturas puras de Lactobacillus casei subsp.
pseudoplantarum, L. plantarum, L. reuteri e L. delbrueckii subsp. delbrueckii e dois
sobrenadantes de culturas agrupadas de L. reuteri e L. delbrueckii subsp. delbrueckii (POPPI

et al. 2015). Lactobacillus sp. previne também o crescimento e producdo de toxinas
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bacterianas de Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Helicobacter pylori,
Salmonella e Shigella. A atividade dos probidticos sobre bactérias patogénicas esté associada
a competicdo por nutrientes, producdo de dioxido de carbono, perdxido de hidrogénio,
bacteriocina e os 4&cidos lactico, acético e outros &cidos organicos de cadeia curta

(VARALAKSHMI et al. 2014).

Um grave problema nos sistemas aquaticos € a contaminacdo por metais pesados.
Bacillus acidiproducens isolado de solo contaminado, foi capaz de remover 10 ppm de
mercurio, cddmio, cromo e chumbo de coluna d"agua (ANDREA et al. 2017). Lactobacillus
plantarum MF042018 cresceu em 100 ppm de cromo e foi capaz de sequestrar cadmio e

chumbo em pH 2.0, temperatura de 22°C em 1hora (AMEEN et al. 2020).

Os pesticidas organoclorados sdo lipofilicos e persistentes, com capacidade de
bioacumular e biomagnificar na cadeia alimentar. O consércio formado pelos probidticos
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. helveticus, L. lactis, L. bulgaricus e Streptococcus
thermophilus foi capaz de degradar 20,9% de pesticidas organoclorados como paration,
malation em 24h (MOHAMMADI et al. 2021). Diferentes cepas de Lactobacillus plantarum
também foram capazes de utilizar pesticidas organofosforados como fonte de carbono, a
temperatura ambiente durante 10 semanas (ZHANG et al. 2016). Enzimas como
carboxilesterases, fosfatases, fosfotriesterases e organofosfato hidrolases catalisam a
degradacéo de pesticidas organofosforados através da hidrélise de ésteres de acido fosforico
(LI et al. 2018). Outras cepas ja possuem genes que codificam para enzimas com atividade

de degradacdo para metil-paration hidrolases e anidrases acidas (SIDHU et al. 2019).

Os rios da Malésia sdo classificados como poluidos e improprios para consumo
humano. A tecnologia EM® foi escolhida por ser econdmica e ecologicamente sustentavel
para tratamento de um dos rios. Esta tecnologia é formada por consorcio de bactérias

fotossintéticas (Rhodopseudomonas palustris, Rhodobacter sphaeroides), bactérias acido
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lacticas (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei), levedura (Saccharomyces
cerevisiae), actinobactéria (Streptomyces albus) e fungo (Aspergillus oryzae). A
concentracdo de amonia no sistema hidrico variou entre 0,15-0,23 mg/L e, em 5 dias, houve
decréscimo de 4,8%. A concentracdo de nitrato aumentou 59% em 5 dias, gracas a

nitrificagdo a partir de amonia (HOO and SWEE-SEN 2021).

A eficacia de EM® no tratamento de aguas residuais revelou que houve diminuigéo
da demanda bioguimica de oxigénio em 75,9%, do carbono organico dissolvido em 76,6%,
de solidos totais em 98,5%, nitrato em 85,9% e carbono inorgéanico em 82,2%, A reducéo de
coliformes totais e coliformes fecais foi de 99,9% e 99,8%, respectivamente, em 20 dias (EL
SHAFEI and ABD ELMOTELEB 2018). Tratamento de esgoto doméstico durante 20 dias
com EM® alterou as concentracfes de demanda bioguimica de oxigénio (28,4 mg/L para
11,4 mg/L), solidos totais (94,0 mg/L para 71,4 mg/L), solidos dissolvidos totais (60,0 mg/L
para 48,0 mg/L), nitrato (6,7 mg/L para 1,6 mg/L) e fosfato (3,2 mg/L para 1,0 mg/L)

(VICTORIA and MAHESWARI, 2016).

Consumo de esgoto doméstico foi estudado com Bacillus subtilis, B. subtilis var.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilus e B. megaterium na concentracdo de 0,01
mg/L, com e sem aeracdo, durante 72h. Os pardmetros apresentaram maior queda em
presenca de aeracdo: carbono orgénico dissolvido (3.630 mg/L para 770,0 mg/L), nitrato
(8,50 mg/L para 2,64 mg/L), fosfato (83,92 mg/L para 35,16 mg/L). Apenas a amonia
apresentou maior queda na auséncia de aeracdo (9,94 mg/L para 5,20 mg/L), indicando a

desnitrificacdo como processo metabolico predominante (GLUSHCHENKO et al. 2019).
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CONCLUSAO

Até 2030, nosso compromisso com o 6° objetivo de desenvolvimento sustentavel é
“melhorar a qualidade de 4agua, reduzindo a polui¢ao, eliminando despejo e minimizando a
liberacdo de produtos quimicos e materiais perigosos, reduzindo a metade a proporcao de
aguas residuais ndo tratadas e aumentando substancialmente a reciclagem e reutilizacdo
segura globalmente”. Um dos graves problemas do Brasil ¢ o ndo atendimento ao objetivo
da ONU, pela inexisténcia de politica publica de saneamento, apesar da legislacdo existir
desde 2007. Outro agravante é que a maioria das ETE’s existentes ndo tratam adequadamente
0 esgoto, devolvendo para o sistema hidrico contaminantes organicos, inorganicos e
microrganismos patdgenos. Processos biogeoquimicos comandados pela anaerobiose
microbiana se instalam, acarretando mudancas nos parametros fisico-quimicos, que

favorecem a perda da biodiversidade, da balneabilidade e a reutilizacdo segura da agua.

Através do quorum sensing, microrganismos probidticos estabelecem mecanismos de
acao para capturar nutrientes, suprimir patdgenos e aderir as superficies, ocupando novos

nichos ecologicos.

Os microrganismos probidticos, consorciados por bactérias &cido lacticas,
actinobactérias, bacilos, fungos e leveduras, sdo efetivos no consumo da matéria organica,
na melhoria de pardmetros fisico-quimicos da agua, na degradacdo de pesticidas, no
sequestro de metais e tém efeito bactericida sobre os patdgenos. Todos estes processos
favorecerdo a revitalizacdo do sistema hidrico, com consequente instalacdo da resiliéncia e
sustentabilidade ambientais. Lactobacillus sp. foram os probiéticos mais bem estudados na
salide humana, animal e ambiental, além de eliminarem as bactérias patogénicas e possuirem

efeitos imunomoduladores.

A adicdo de probidticos a um sistema de tratamento de aguas residuais ou nos corpos

hidricos também é altamente eficiente no controle do mau odor, devido a sinergia metabdlica
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das espécies probioticas consorciadas. Esta sinergia favorece a degradacdo da matéria
orgéanica, sem producdo de amonia e de sulfetos, consumo de fosforo e do particulado, com
consequente melhoria das condi¢Ges sanitarias e da qualidade ambiental bem como o
restabelecimento da cadeia trofica. Além do mais, o custo de instalacdo e manutencao deste

processo biotecnolégico de remediacéo é inferior aos tratamentos tradicionais.
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Capitulo 2

EXPERIMENTOS PARA AFERICAO DE PARAMETROS DO CRESCIMENTO DE
EM1® EM MEIO LIQUIDO E EM PRESENCA DE MATERIA ORGANICA
SEDIMENTAR.

INTRODUCAO

O aporte continuo de esgoto sanitario e outros poluentes nos corpos d"agua tem
impossibilitado a manutencdo da biodiversidade e equilibrio fisico-quimico destes sistemas.
Entretanto, relatos e publicac6es tém apontado o uso de probidticos como biotecnologia para

a salide humana e ambiental.

LILLY and STILLWELL (1965) descreveram probidticos como microrganismos que
estimulam o crescimento de outros microrganismos. Para enfatizar sua origem microbiana,
FULLER (1989) afirmou que os probiéticos deveriam ser microrganismos Viaveis,
exercendo um efeito benéfico no hospedeiro. A definicdo atual foi dada pela FAO e OMS
(2002), que definiram que os probidticos sdo “microrganismos vivos, estritamente
selecionados e que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um efeito
benéfico a salde do hospedeiro”. Esta defini¢do foi mantida pela Associagdo Cientifica

Internacional para Probidticos e Prebioticos - ISAPP (HILL et al. 2014).

Os microrganismos probioticos do EM® sdo eficazes no tratamento de aguas
residuais, com reducdo de coliformes totais e coliformes fecais, demanda bioquimica de
oxigénio, carbono organico total, entre outros parametros (VICTORIA and MAHESWARI,

2016; EL SHAFEI and ABD ELMOTELEB 2018; HOO and SWEE-SEN 2021).

A fim de dar suporte ao crescimento dos microrganismos probioticos, foram

utilizadas as algas calcarias nos meios de cultura, liquido, pois tém elevada porosidade (>

23



40%) (DIAS, 2001). Além disto, entram em sua composic¢do o carbonato de célcio e o de
magnésio e mais de 20 oligoelementos presentes em quantidades variaveis como Fe, Mn, B,
Ni, Cu, Zn, Mo, Se e Sr. Elas ndo sdo fonte de proteina, vitaminas, carboidratos e lipidios,

mas de macro- e microminerais.

A Enseada de Jurujuba é uma regido de afunilamento da entrada da Baia de
Guanabara, proporcionando o acumulo de detritos provenientes da baia e da falta de
saneamento local. Além disso, € uma regido que abriga aquicultura realizada pela maior
comunidade pesqueira da regido, conhecida como Associacdo de Maricultores de Jurujuba,
(LAGE and JABLONSKI 2008; MELLO et al. 2019). Entretanto, esta atividade produz

microplasticos, que trazem risco para os seres vivos (AMARAL 2021).

O objetivo do trabalho foi aferir os parametros do crescimento de EM1® em meio

liquido e em presenca de matéria organica sedimentar da Enseada de Jurujuba, Niterdi, RJ.

OBJETIVOS

Os objetivos séo:

1-quantificar a proporcionalidade de EM1®, melago e de alga calcaria a fim de se

determinar o melhor rendimento dos microrganismos probi6ticos;

2-quantificar a biodegradacao de biopolimeros — carboidratos, proteinas e lipidios, de
amostras de sedimento da Enseada de Jurujuba, Baia de Guanabara, RJ, por microrganismos

do EM1®;

3-quantificar a producdo de biopolimeros - carboidratos, proteinas e lipidios, em meio

de cultura liquido, por microrganismos do EM1®.
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MATERIAIS E METODOS

LOCAL DE COLETA

Enseada de Jurujuba esta localizada na entrada da Baia de Guanabara, Niterdi, RJ,
22°56°03,97” de latitude sul e 43°06°46,59” de longitude oeste. Ela é uma reentrancia e
recebe o aporte de detritos e poluentes na maré vazante da Baia de Guanabara, ndo possui
saneamento sanitario e seu espelho d"agua abriga extensa atividade de aquicultura (MELLO

etal. 2019).

Figura 2: Localizacdo da Enseada de Jurujuba na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro
(Baptista Neto et al. 2005. Revista Tamoios 02:11-21).

Jurujuba abriga a maior comunidade pesqueira da regido, conhecida como
Associacdo de Maricultores de Jurujuba, que contribui com 50 - 70% da producgéo de
mariscos na Baia de Guanabara e suas ilhas adjacentes (LAGE and JABLONSKI 2008;

MELLO et al. 2019).

AMARAL (2021) evidenciou no sedimento da enseada microplasticos de polietileno
e de poliestireno, empregados na confeccdo de bombonas de até 60L e isopor,

respectivamente, resultado da pesca artesanal e criacdo de mariscos na regiao.
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De acordo com o INEA, em outubro/2023, a enseada foi considerada imprépria, com

mais de 1.000 NMP/100 mL de coliformes fecais (INEA, 2023).

As amostras de sedimento foram coletadas na area de aquicultura a + 2,0 m da
margem da praia, acondicionadas em plastico estéril e caixa de isopr com gelo fundente até
a chegada ao laboratdrio. A montagem dos bioensaios ocorreu no mesmo dia da coleta do

sedimento.

EXPERIMENTO 1

Todos os bioensaios foram realizados em erlenmeyers estéreis de 500 mL, em

triplicata. A incubacéo foi a temperatura ambiente (+22°C) e mesa agitadora com 100 rpm.

O EMI1® contendo Lactobacillus casei (4,7 x 10* UFC/mL), Lactobacillus
acidophillus (7,9 x 10* UFC/mL) e Saccharomyces cerevisiae (1,5 x 108 UFC/mL) foi cedido

gentilmente pela Empresa EMPAR.

Amostras de algas calcarias moidas foram cedidas gentilmente pelo Prof. Gilberto
T.M. Dias do Departamento de Geologia e Geofisica Marinha da Universidade Federal

Fluminense.

A composicdo do melago varia de acordo com as diferentes cultivares, condicGes de
plantio e a fisico-quimica do solo. Entretanto, de maneira geral, possui, principalmente,
sacarose, glicose e frutose, agua, proteina e gordura, vitaminas e minerais presentes, tais
como nitrogénio, fosfato, calcio, magnésio, zinco, manganés, carbono, cobre e ferro (JIANG
et al. 2009). De acordo com PREICHARDT et al. (2010), o melago de cana-de-agtcar tem
22,43% de umidade, 1,25% de cinzas, 0,04% de nitrogénio, 12,49% de agucares redutores

em glicose e 35,63% de agUcares ndo redutores em sacarose.

A fim de se determinar o(s) melhor(es) parametros para crescimento de EM1®, foi
testado, em meio de cultura liquido, a proporcionalidade de EM1®, melaco e algas calcérias
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(Tabela 1).

Tabela 1 Experimento 1, em meio liquido, contendo melago, EM1® e algas calcarias em

diversas proporgoes.

Bioensaio Meio de cultura (g/L)
Melaco EM1® Algas calcérias Proporcionalidade
1 50 25 50 2:1:2
2 50 25 100 2:1:4
3 100 50 50 4:2:2
4 100 50 100 4:2:4

EXPERIMENTO 2

Foram coletadas amostras de sedimento da Enseada de Jurujuba, Baia de Guanabara,
RJ, para estudar a degradacdo da matéria organica — carboidratos, proteinas e lipidios, em
presenca de EM1® e melago, a temperatura ambiente e agitacdo com mesa agitadora com

100 rpm, listados a seguir na Tabela 2.

O bioensaio A continha apenas sedimento e agua deionizada, sendo denominado o
controle dos bioensaios. Os experimentos B e C foram réplicas e continham sedimento,

EM1® e agua deionizada.

A fim de se verificar o potencial dos microrganismos probidticos sintetizarem
biopolimeros — carboidratos, proteinas e lipidios, em meio liquido, foram realizados os

bioensaios D e E, contendo apenas EM1® e 0 melago.
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Tabela 2 Experimento 2 com amostras de sedimento da Enseada de Jurujuba, Baia de

Guanabara, RJ.

Meio de cultura _
Bioensaio | Sedimento | EM1® Melaco dei'ca)\r?iuzilda
(9/L) (@/L) /L) (mL)
A 20 X X 180
D X 20 20 160
E X 20 20 160

PARAMETROS ANALISADOS

O numero de células (células/g) foi obtido em microscopia de epifluorescéncia
(Axiosp 1, Zeiss, filtro triplo Texas Red—DAPI—fluorescein isothiocyanate, aumento de
1.000), usando o fluorocromo fluoresceina diacetato e radiacdo UV (KEPNER and PRATT

1994).

Biopolimeros ou matéria organica labil caracterizados por carboidratos (CHO),
lipidios (LPD) e proteinas (PRT), foram quantificados nas amostras de sedimento, em
triplicata. CHO foram quantificados segundo DUBOIS et al. (1956), de acordo com o0 método
modificado de GERCHAKOV AND HATCHER (1972) para andlise de sedimentos,
utilizando a glicose como padrdo. LPD foram extraidos com cloroférmio e metanol e
analisados segundo MARSH AND WEINSTEIN (1966); a tripalmitina foi usada como
padrdo. PRT foi quantificada segundo HARTREE (1972), para compensar a interferéncia do

fenol. Albumina bovina, fracdo V (Sigma), foi usada como padréo.

Lipideos, carboidratos e proteinas foram convertidos em equivalentes de carbono
usando os fatores de conversao equivalentes de 0,75, 0,40 e 0,49, respectivamente, em pugC

/g (FABIANO and PUSCEDDU 1998).

Inicialmente foi testada a normalidade dos resultados. Em seguida, foi realizado o

teste Wilcoxon para evidenciar diferencas significativas entre os bioensaios e o teste ndo
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paramétrico Kruskal-Wallis (equivalente ANOVA) para comparar as varidveis entre 0s

diferentes experimentos (A; B; C; D e E).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento 1

A maior producdo celular de microrganismos do EM1® ocorreu aos 7 dias nos
bioensaios 2 e 4, com 10° células/mL, com as seguintes proporc¢des de melago: EM1®:algas
calcarias: 2:1:4 e 4:2:4 (Tabela 1, Figura 3). Do ponto de vista econémico, pode-se optar
pelo uso da proporcdo 2:1:4 para experimentos in situ, inclusive. Outro resultado importante
é que em 7 dias foi obtida o maior namero de células, sendo desnecessario estender o

bioensaio até 24 dias (Figura 3).

As algas calcérias, nos primeiros 7 dias, impulsionaram o crescimento dos

microrganismos do EM1® e, provavelmente, serviram de abrigo e fonte de minerais.

Em 12 dias, houve decréscimo do numero de células do EM1® em todos o0s
bioensaios. Em 24 dias, ndo houve resultados promissores que justifiguem a extensdo dos

bioensaios ((Figura 3).

O aumento da concentragdo do melago como fonte de carbono nédo contribuiu para
aumentar o rendimento celular, apesar de ser uma fonte de carbono contendo sacarose,
glicose e frutose, agua, proteina e gordura, vitaminas e minerais presentes, tais como
nitrogénio, fosfato, calcio, magnésio, zinco, manganés, carbono, cobre e ferro (JIANG et al.

2009). Os resultados obtidos indicam, mais uma vez, o uso da propor¢éo 2:1:4.
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Figura 3: Producéo de células dos microrganismos do EM1® em meio liquido com melago

em varias proporc¢des, a temperatura ambiente e agitagdo em 100 rpm.

Experimento 2
Os bioensaios de A a E tiveram 4,0 x 10° células/g no TO (Figura 4).

O bioensaio A, contendo apenas sedimento da Enseada de Jurujuba, teve 6,0 x 108
células/g no T15 dias. As réplicas B e C, contendo sedimento da Enseada de Jurujuba e
microrganismos do EM1® tiveram 8,0 x 102 células/g no T15 dias. As réplicas D e E, com
EM1® e melago, em meio de cultura liquido, teve 4,0 x 108 células/g e 2,0 x 108 células/g no T15

dias, respectivamente (Figura 4).

Apesar dos bioensaios apresentarem 108 células/g, o maior rendimento celular foi
obtido em presenca de sedimento e EM1®, evidenciando que a presenca de microrganismos
probidticos favoreceu o consumo de matéria organica e crescimento de biomassa. Este
resultado indica que os microrganismos probioticos foram capazes de concorrer com a
microbiota local, gracas a sua diversidade de espécies consorciada. Entre elas, estdo as

bactérias acido-lacticas, que podem ser anaerobias, anaerObias facultativas, aerdbias e
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microaerofilas, que também produzem enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas.
Produzem também vérios fatores antimicrobianos, incluindo acidos organicos, bacteriocinas,
diacetil e acetaldeido, que favorecem o seu crescimento in situ (LIMA et al. 2009). (Figura
5A). As leveduras tém estrutura celular eucariotica, sdo fermentativas, mas também
anaerobicas e oxidam amonia e, preferencialmente, aclcares (VENTURINI FILHO et al.

2018)

Os bioensaios D e E, com producdo celular de 108 células/g, também apresentou
pequena diferenca de crescimento em E, sugerindo que os microrganismos probioticos ndo

cresceram de maneira uniforme (Figura 4).

@BT0

Bioensaios
(@]

0,00E+00 2,00E+05 4,00E+05
Nuamero de células/g

Bioensaios
(@]

BT15

0,00E+00  2,00E+08  4,00E+08 6,00E+08  8,00E+08

Ndmero de células/g

Fig. 4: Namero de células dos microrganismos probioticos de EM1® em TO e T15 dias,
crescidos em meio de cultura contendo sedimento nos bioensaios A, B e C e em meio de

cultura liquido nos bioensaios D e E.

Os bioensaios apresentaram numero de células compativel para uso em processos de
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biorremediagédo, quando comparado com outros microrganismos aplicados em tecnologias
de remediacdo de petroleo e sequestro de metais (WAITE et al. 2020; CHEQUER et al.

2022).

No experimento 2 foi estudado o consumo de biopolimeros da matéria organica

coletada em amostras de sedimento da Enseada de Jurujuba pelos microrganismos do EM1®.

As concentracdes iniciais dos biopolimeros — carboidratos, lipidios e proteinas, nos
experimentos A, B e C sdo diferentes, porque a pesagem das amostras € realizada
individualmente para cada bioensaio, tendo ciéncia de que a distribuicdo da matéria
organica/biopolimeros ndo é homogénea no sedimento (Figuras 5A, 6B e C, 7D e E). Este
fendmeno também ocorreu com as amostras de sedimento coletadas na Lagoa de Piratininga,

Niterdi, RJ, que recebe esgoto sanitario sem tratamento (CRAPEZ et al. 2022).

Comparando as concentracOes de biopolimeros entre os tempos de cada experimento
ndo foram encontradas diferengas significativas (Wilcoxon - p>0,05). Ndo havendo
diferencas entre os tempos, foi realizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (equivalente
ANOVA) para comparar as varidveis entre os diferentes experimentos (A; B; C; D e E).
Somente para carboidrato (CHO) e lipidio (LPD) foram encontradas diferencas significativas

entre os experimentos (Figuras 5A, 6B e C, 7D e E).

32



140

120
100

20
% 80
E 60
40
20

PRT CHO LPD

Biopolimeros

BT0 MT7 BT15

Figura 5A: Consumo de proteinas (PRT) (mg/g), carboidratos (mg/g) e de lipidios (mg/g)

em amostras de sedimento da Enseada de Jurujuba, durante 15 dias.

O bioensaio controle (A), apresentou concentragdes elevadas de proteina e lipidio nas
amostras de sedimento, indicando que a Enseada de Jurujuba esta eutrofizada (Figura 5A),
em grande parte devido ao esgoto sanitario sem tratamento, além de ser uma area ocupada
pela aquicultura (SABADINI-SANTOS et al. 2014; MELLO et al. 2019). Em amostras de
sedimentos superficiais distribuidas na Baia de Guanabara, carboidratos e lipidios foram
predominantes (SILVA et al. 2011), sendo o primeiro ligado a producdo primaria e o
segundo, ligado a falta de infraestrutura sanitaria para o tratamento de esgoto. Este Gltimo
também ocorreu na enseada, pelos mesmos motivos acima citados. Entretanto, na Enseada
de Jurujuba, um dos biopolimero predominante é proteina, molécula essencial para processos
de sinteses celulares. Estes resultados indicam o cultivo de mariscos como fonte majoritéria
dois biopolimeros. Houve consumo de 64,9% de proteinas e 57,3% de lipidios pelos

microrganismos presentes nas amostras de sedimento da enseada.

A quantificacdo atual dos biopolimeros no TO indicaram aumento nas concentragoes,
guando comparada com resultados obtidos por SILVA et al. (2010). Estes dados evidenciam

que a aquicultura local tem eutrofizado o sedimento, provocando desequilibrio no
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ecossistema local.

No bioensaio B, as maiores concentragdes iniciais foram as proteinas (PRT) e

carboidratos (CHO), com consumo deles e de lipidios ao longo de 15 dias (Figura 2B).

No bioensaio C, os trés biopolimeros apresentaram concentracGes iniciais maiores e
0s microrganismos consumiram, preferencialmente, carboidratos (CHO) e lipidios (LPD)
(Figura 2C). Apesar dos bioensaios B e C serem réplicas, 0s microrganismos nao tiveram o

mesmo rendimento no consumo dos biopolimeros.

Nos bioensaios controle e com 0s microrganismos probidticos houve degradacdo de
lipidios, moléculas recalcitrantes no ambiente (MALONE and NEWTON 2020). Estes
resultados sugerem a especiacdo metabdlica da microbiota local pelo aporte continuo de

biopolimeros da producao/excre¢do de mariscos locais.

Os bioensaios D e E evidenciaram que os microrganismos do EM1® consumiram o
melaco como fonte de carbono e de energia e produziram biopolimeros — carboidratos (CHO)
e lipidios (LPD) (Figura 7). As concentracfes de proteinas (PRT) foram similares entre os
tempos dos dois bioensaios. Os carboidratos (CHO) tinham concentragdes iniciais = 800
mg/g e foram consumidos ao longo do bioensaio. Os lipidios (LPD) foram produzidos e

consumidos com maior intensidade durante o bioensaio D.

Nos bioensaios A, B e C, os biopolimeros da matéria organica - lipidios, carboidratos
e proteinas foram consumidos e, ao final de 15 dias, foram convertidos em equivalentes de
carbono, com os valores de 96,5 ugC/g, 23,0 ugC/g e 29,7 ugC/g, respectivamente. Vale
salientar que a area controle deteve a maior taxa de carbono biopolimérico, que é o carbono

biodisponivel para a teia trofica béntica.
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Figura 6B e C: Consumo de proteinas (mg/g) (PRT), carboidratos (mg/g) e de lipidios (mg/g)
em amostras de sedimento da Enseada de Jurujuba, em presenca de EM1® e algas calcarias,

durante 15 dias.

A razdo proteinas:carboidratos (PRT:CHO) dos bioensaios A, B e C foi 1,32, 2,06 e
2,00, respectivamente, e estd diretamente ligada a importancia da fracdo nitrogenada na
matéria organica. Esta razdo indica que a enseada ndo possui matéria organica detritica, cuja
razdo seria <1,0. Areas produtivas, como os ambientes estuarinos e regides costeiras, tendem

a ter valores que podem oscilar entre 0,00 - 12,40 (FABIANO et al. 1999).
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Figura 7D e E: Producdo de proteinas (mg/g) (PRT), carboidratos (mg/g) e de lipidios

(mg/g), em presenca de EM1® e algas calcérias, durante 15 dias.

Nossos resultados indicam que 0s consorcios bacterianos probidticos do EM1®
podem ser utilizados em sistemas que necessitam de biorremediacdo, como efluentes
domésticos, aguas residuais e para inibir bactérias patogénicas para o0 homem (VICTORIA
and MAHESWARI, 2016; HOO EL SHAFEI and ABD ELMOTELEB 2018; HOO and

SWEE-SEN 2021).
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CONCLUSAO

O crescimento de microrganismos probioticos para producdo celular, visando
aplicacbes biotecnologicas deverd ter proporcionalidade 2:1:4 (melaco: EM1® :algas

calcérias).

O melhor tempo de incubacdo foi de sete dias para obter 10° células/mL em mesa

agitadora com 100 rpm.

O numero de células obtido durante os bioensaios € compativel com o0 uso dos

microrganismos probidticos em processos de biorremediacao.

Em meio liquido, a temperatura ambiente e agitacdo de 100 rpm, o uso de algas
calcérias apresentou melhor resultado em até 7 dias, independente das concentracfes de
melago e de EM1®. Além de fornecer substrato para fixagdo e crescimento do consdércio de

microrganismos, as algas calcérias foram fonte de macro- e microminerais.

Houve consumo de carboidratos, lipidios e proteinas da matéria organica de amostras
de sedimento coletadas na Enseada de Jurujuba, local poluido por esgoto sanitario e producgéo
de mexilhdes pelos pescadores locais. Apesar dos resultados ndo serem estatisticamente
significativos, o uso de microrganismos para o0 consumo de matéria organica antropica se

mostrou valida.

Os teores elevados de proteinas e de lipidios nos bioensaios evidenciaram a poluicéo
da enseada ligada a producéo local de mariscos. Este fato também favoreceu a especializagdo

da microbiota local para consumo destes biopolimeros.
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Capitulo 3

EXPERIMENTO COM EM1® DEGRADANDO MATERIA ORGANICA
COLETADA NO SEDIMENTO DA LAGOA DE PIRATININGA, NITEROI, RJ.

INTRODUCAO

A Lagoa de Piratininga faz parte do sistema lagunar da cidade de Niterdi e o seu
entorno abriga populacdo de 16.098 habitantes (IBGE 2010). A intensa urbanizacdo nesta
area tem contribuido para o grande aporte de esgoto domestico sem tratamento, o que

acarreta aumento de matéria organica nos corpos hidricos (CARDOSO et al. 2018).

A regido passou por varias interferéncias antrépicas ao longo de sua historia de
desenvolvimento urbano. Em 1979, a Imobiliaria Veplan executou na regido da lagoa de
Itaipu 0 projeto urbanistico do arquiteto Henry Cole, que encerrou o ciclo de manejo
artesanal das aguas através dos lidos, reduzindo a profundidade e o espelho d’agua da lagoa
de Piratininga. No inicio do século XXI a lagoa de Piratininga foi caracterizada por avancado
estado de eutrofizacdo. A solugdo sugerida para minimizar a situacdo da lagoa foi criar
ligagdo permanente com o mar, ndo atraves do lido, mas por intermédio de um tanel de quase
um quilémetro, escavado na rocha, ligando a lagoa ao mar. Apés a conclusdo do Tunel do
Tibau foi efetuada dragagem, que usou a ilha do Tibau como parte do bota-fora, criando uma
area mais profunda junto ao vertedouro do tunel. Em 1992, a Prefeitura Municipal de Niterdi
construiu uma comporta no canal de Camboata para controlar e estabilizar o nivel da lagoa.
Apo6s a construcdo desta comporta, as estimativas de T50% passaram de 16 dias

(KNOPPERS et al. 1991) para 95 dias (CUNHA, 1996).

Entre 2005-2006, a lagoa era heterotrofica, exportava fosforo e importava nitrogénio.
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Entre 2009-2010, houve mudanca no estado trofico da lagoa, que passou de heterotrofica
para autotrofica e se tornou um sistema importador de fosforo e de nitrogénio (CERDA et
al., 2013). Em 2019, a evolucdo do estado tréfico da lagoa de Piratininga indicou que se
tornou sumidouro de carbono, i.e., absorve e estoca carbono na ordem de 146,3 mmol
C/m?/dia. Esta caracteristica estd ligada a producdo priméaria da lagoa por microalgas
bentdnicas e analise conjunta dos resultados obtidos com os balancos de fosforo, nitrogénio
inorganico dissolvido, pressdo parcial de diéxido de carbono, carbono orgénico dissolvido,

carbono organico particulado, clorofila e alcalinidade total (ANGELINI et al., 2021).

O INEA (2022) classificou a lagoa com IQA médio de 43,60 a 60,29 (outubro a
dezembro de 2021) variando de ruim a médio. Em margo/2023, o IQA medido foi 53,67
(INEA 2023). Entre 1976-2010, o bairro de Piratininga apresentou maior crescimento em
namero de domicilios, (481,8%) (FONTENELLE and CORREA 2013). No inicio de
outubro/2022 houve mortandade de peixes na lagoa ligada, provavelmente, as chuvas
intensas no més de setembro (112,4 mm) (INMET 2023), que alterou todos os parametros
fisico-quimicos da lagoa. Os indicadores de eutrofizacdo assinalaram grande aporte de
matéria organica, nitrogénio e fosforo para a lagoa, vindo da bacia de drenagem de 22.000

km? e do entorno da lagoa (UFF-FEC 2022)

A fim de verificar a resposta de microrganimos probiéticos do EM1® ao aumento de
inidicadores de eutrofizacdo ap6s chuvas intensas, foram realizados bioensaios para
quantificar a degradagdo de biopolimeros em amostras de sedimento coletadas nas &reas

controle e experimentais.

OBJETIVOS

O objetivo foi estudar a degradacdo de biopolimeros - proteinas, carboidratos e

lipidios, em lodo sedimentado da lagoa de Piratininga, ap6s chuvas intensas em
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setembro/2022 (112,4 mm).

MATERIAIS E METODOS

LOCAL DE COLETA

O principal sistema lagunar da regido oceanica de Niterdi, RJ, é o de Itaipd-
Piratininga, definido pelos meridianos das longitudes 043° 06" 21”W e 043° 01” 54” W e
pelos paralelos das latitudes 22° 54" 34” S e 22° 58 26”S. A bacia de drenagem tem 46,48

km2, ocupando 3,5% da area do municipio (CLIP 2015).
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Figura 8: Mapa da Lagoa de Piratininga com local de coleta assinalado (#).

A érea do espelho d’agua de Piratininga é de 2,87 km?, com profundidade média de
0,50 m. Os afluentes que chegam a Lagoa de Piratininga sdo Vala do Tibau, corrego da
Viracgdo (ex-corrego Tamboata), cérrego do Cafubé, (ex-corrego Aperta a Cinta), rio Arrozal

(ex-rio Piratininga) e o Valao do Santo Ant6nio (exvala da Fonte), totalizando uma érea de
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22.000 km? (CLIP 2015).

Através do Contrato SMO/UGP/CAF N° 007/2021 entre a Prefeitura Municipal de
Niteréi e UFF-FEC, tem sido utilizado mensalmente o probidtico EM1® na Lagoa de
Piratininga, regido do Tibau, desde mar¢o/2021, com experimentos in situ nas areas mudball
com EM1® (M), mudball com EM1® e aeracdo (M+P) e area controle (C). Os mudball séo

bolas de = 100g contendo EM1®, argila e farelo de trigo.

A regido do Tibau foi caracterizada antes de iniciar 0S experimentos, com a
quantificacdo de matéria organica (10,94%), carbono organico total (4,21%) e coprostanol
(4,8 pg/g), indicando regido contaminada por esgoto (UFF-FEC 2021). Nas campanhas
realizadas durante os experimentos, a forma predominante de nitrogénio foi o nitrato, que
ultrapassou os limites estabelecidos pelo CONAMA 357/2005. A predominancia de nitrato
na coluna d"&gua, em todos 0s pontos amostrais e 0s baixos valores de nitrito sdo indicativos
de que o nitrogénio amoniacal esta sendo oxidado através da nitrificacdo, gracas a (1) pouca
profundidade da coluna d’agua, que facilita a dissolucdo do oxigénio e (2) somente
concentracdes de oxigénio menores que 2 mg O2/L séo limitantes para a atividade das
bactérias nitrificantes (HIDAKA et al. 2002). A presenca de nitrato também indica poluicao

antiga no sistema (PROSAB 2009).

Apbs 112,4 mm de chuva em setembro/2022, o carbono organico total, na area do
Tibau, ultrapassou 20 % na coluna d"agua, mas chegou ao sedimento apenas 5,7%-6,4%,
7,1%- 8,2% e 5,2-9,14% nas areas mudball com EM1® (M), mudball com EM1® e aeracdo
(M+P) e area controle (C), respectivamente. Os teores de fosforo no sedimento das areas

amostradas atenderam o limite estabelecido pelo CONAMA 454/2012.

BIOENSAIOS

Todos os bioensaios foram realizados em erlenmeyers estéreis em triplicata.
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A composicao do meio de cultura foi EM1® (40,0 g/L), 4gua destilada (1,0 L) e sedimento
(100 g/L) A incubacdo foi a temperatura ambiente (+22°C) e 100 rpm com mesa agitadora.
A duracdo dos experimentos foi de 15 dias, com amostras coletadas nas areas experimentais
da Lagoa de Piratininga ap6s chuvas intensas em setembro/2022: mudball com EM1® (M),

mudball com EM1® e aeracdo (M+P) e rea controle (C).

O EM1® contendo Lactobacillus casei (4,7 x 10* UFC/mL), Lactobacillus
acidophillus (7,9 x 10* UFC/mL) e Saccharomyces cerevisiae (1,5 x 108 UFC/mL) foi cedido

gentilmente pela Empresa EMPAR.

PARAMETROS ANALISADOS

O numero de células (células/g) foi obtido em microscopia de epifluorescéncia
(Axiosp 1, Zeiss, filtro triplo Texas Red—DAPI—fluorescein isothiocyanate, aumento de
1.000), usando o fluorocromo fluoresceina diacetato e radiagdo UV (KEPNER and PRATT

1994).

Biopolimeros ou matéria organica labil caracterizados por carboidratos (CHO),
lipidios (LPD) e proteinas (PRT), foram quantificados nas amostras de sedimento, em
triplicata. CHO foram quantificados segundo DUBOIS et al. (1956), de acordo com o método
modificado de GERCHAKOV AND HATCHER (1972) para analise de sedimentos,
utilizando a glicose como padrdo. LPD foram extraidos com cloroférmio e metanol e
analisados segundo MARSH AND WEINSTEIN (1966); a tripalmitina foi usada como
padréo. PRT foi quantificada segundo HARTREE (1972), para compensar a interferéncia do

fenol. Albumina bovina, fracdo V (Sigma), foi usada como padrao.

A quantificacdo inicial dos biopolimeros no sedimento esta representada em CO (area
controle), MO (&rea mudball) e M+P0 (area mudball+aeracdo). A quantificacdo final dos

biopolimeros no sedimento esta representada em Cf (area controle), Mf (area mudball),
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M+Pf (area mudball+aeracéo).

Lipideos, carboidratos e proteinas foram convertidos em equivalentes de carbono
usando os fatores de converséo equivalentes de 0,75, 0,40 e 0,49, respectivamente, em mgC

/g (FABIANO and PUSCEDDU 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio dos bioensaios, as amostras de sedimento das areas controle (C0), mudball
com EM1® (MO0) e mudball com EM1® e aeracdo (M+P0), o nimero de células ficou em
108 células/g. No final do experimento, apés 15 dias, o nimero de bactérias ficou em 10°
células/g nas areas controle (Cf), mudball com EM1® (Mf) e mudball com EM1® e aeracdo
(M+Pf) (Figura 9). O sedimento da Lagoa de Piratininga tem matéria organica com
estressores ambientais, possibilitando o aumento do ndmero de células bacterianas. Ao
contrario da Baia de Sepetiba, RJ, a presenca de cobre e chumbo condicionou o nimero de
células em 108/g (WAITE et al. 2020). Na Baia de Guanabara, que contém estressores
ambientais, como os metais, consorcios isolados de sedimento, alcancaram 10° células/g

(BITENCOURT et al. 2023).
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Figura 9: Quantificacdo de células bacterianas nas amostras de sedimento das areas controle
(CO, Cf), mudball com EM1® (MO0, Mf) e mudball com EM1® e aera¢cdo (M+P0, M+Pf),

durante os experimentos de degradacao de biopolimeros.

Os valores de biopolimeros nas amostras de sedimento coletadas na area do Tibau da
Lagoa de Piratininga foram equivalentes aos quantificados na Baia de Guanabara

(SABADINI-SANTOS et al. 2014; SENEZ; et al. 2014).

A concentracdo incial de proteinas (PRT) foi 0,25 mg/g nas amostras de sedimento
das areas controle (C0), mudball com EM1® (MO) e mudball com EM1® e aeracdo (M+P0).
No final do experimento, nas amostras Cf, Mf e M+Pf, elas foram consumidas, restando 0,07
mg/g, 0,06 mg/g e 0,10 mg/g, respectivamente (Figura 10). Vale destacar a atuacdo similar
dos microrganismos das areas Cf e Mf, onde apenas a ultima contém EM1®. As proteinas
sdo moléculas essenciais para 0s seres vivos e a sua biodegradacao facilita o aporte de

aminoacidos para a sintese de novas proteinas pelos microrganismos bénticos.

A concentracdo incial de carboidratos (CHO) foi 0,17 mg/g nas amostras de
sedimento das areas controle (C0), mudball com EM1® (MO0) e mudball com EM1® e
aeracdo (M+P0). No final do experimento, nas amostras Cf, Mf e M+Pf, eles foram
consumidos, restando 0,06 mg/g, 0,06 mg/g e 0,05 mg/g, respectivamente (Figura 10). Vale
também ressaltar que o consumo de carboidratos foi semelhante em todos os bioensaios,

independente da presenca de microrganismos probiéticos EM1®.

A concentracdo incial de lipidios (LPD) foi 0,85 mg/g nas amostras de sedimento das
areas controle (C0), mudball com EM1® (MO0) e mudball com EM1® e aeracdo (M+P0). No
final do experimento, nas amostras Cf, Mf e M+Pf, eles foram consumidos, restando 0,08
mg/g, 0,14 mg/g e 0,13 mg/g, respectivamente (Figura 10). Nossos resultados indicam a
especializacdo da microbiota local no bioensaio controle para degradar lipidios em regido da

lagoa rica em coprostanol, indicador fecal (UFF-FEC 2021).
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Os teores de carbono biopolimérico expresso em equivalentes de carbono apo6s
degradacdo microbiana foram na érea controle, 0,118 ugC/g, mudball, 0,159 ugC/g e
mudball+ pulmao, 0,170 pugC/g. O carbono biopolimérico indica a disponibilidade de fonte
de carbono para uso da teia béntica. Os resultados mais expressivos ocorreram nos bioensaios
com mudball e mudball+pulmao, indicando a influéncia dos microrganismos probidticos
EM1®, que, ap6s consumo da matéria orgénica, preserva a qualidade da matéria

biopolimérica para os organismos bénticos.

A razdo proteina:carboidrato (PRT:CHO) é um indicador do contetdo protéico e da
producdo autotréfica de carbono no sedimento. Nas areas controle, mudball e

mudball+pulméo as razdes foram: 1,41, 1,25 e 2,50, respectivamente.
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Figura 10: Experimentos de degradacdo de biopolimeros em mg/g: PRT (proteinas), CHO
(carboidratos) e LPD (lipidios) em amostras de sedimento das areas controle (CO, Cf),

mudball com EM1® (MO0, Mf) e mudball com EM1® e aera¢cdo (M+P0, M+Pf).

No inicio do experimento, as amostras de sedimento continham biopolimeros na

seguinte ordem: PRT>LPD>CHO. No final do experimento os biopolimeros se apresentaram
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na seguinte ordem: CHO>LPD>PRT (Figura 2).

CONCLUSAO

Em 2021, a regido do Tibau tinha 4,21% de carbono organico total e 10,94% de
matéria organica no sedimento. Em 2022, apds as chuvas no més de setembro, o carbono
organico na coluna d"agua alcangou 20%, mas chegou ao sedimento entre 5,7% a 9,14%.
Estes resultados ressaltam a importancia do aporte de carbono da bacia de drenagem (46,48

km?) para a lagoa, amplificando sua situacdo de sumidouro de carbono.

Ap0s as chuvas, nossos resultados para a Lagoa de Piratininga sinalizam que grande
parte do carbono orgénico total € consumido na coluna d"agua. Inicialmente, as amostras de
sedimento continham proteinas como biopolimeros majoritério nas trés areas experimentais,
que foram consumidas pelos microrganismos probidticos. Os lipidios sdo moléculas
recalcitrantes e ligados ao coprostanol na area do Tibau da lagoa, tendo menor degradacéao

nas amostras de sedimento, mesmo em presenca do probidtico.

Os microrganismos probidticos foram capazes de atuar nas amostras de sedimento
durante o experimento, degradando a matéria organica labil e indicando que os sistemas

hidricos podem responder ao estressores ambientais, como esgoto domeéstico.
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CONCLUSAO GERAL

A perda de biodiversidade de microrganismos autoctones, concomitante as mudancas
do perfil fisico-quimico dos sistemas hidricos contaminados por esgoto domestico, acarreta

a perda da resiliéncia ambiental da base da teia trofica.

A literatura tem mostrado que os microrganismos probioticos podem ser usados como

biorremediadores da poluigdo orgénica em sistemas hidricos.

Os bioensaios com o probidtico EM1® em meio de cultura liquido e com sedimento
de regides poluidas resultaram (1) em producéo de células suficientes para serem usadas em
sistemas a serem biorremediadores e (2) a matéria organica labil, formada pelos
biopolimeros — proteinas, carboidratos e lipidios, foram consumidos, com possibilidade de

diminuicao da carga organica dos sistemas poluidos.

Estudos complementares deverdo ser realizados, a fim de verificar a frequéncia de
aplicacdo dos probioticos bem como se a adicao de prebidticos melhoraria o rendimento do

consumo de matéria organica do sistema hidrico poluido.
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RESUMUO

Os probidticos siio microrganismos vivos que conferem beneficios 4 salde animal ou
ambiental. S3o constituidos de consdreios de microrganismos € seus genomas, que
modulam as respostas metabilicas a fatores internos e externos, participando da
manutengio do equilibrio ecoldgico. Por conta disso, eles podem ser utilizados como uma
estratégia de baixo custo na restauraclio da resilidncia de um ecossistema. Este trabalho
apresenta uma revisdo sobre os principais microrgamsmos usados como probibticos como
Lactobacillus sp., Bifidobacterinm sp., Streplomyces sp., Saccharomyces sp., Aspergillus
sp., Bacillus sp., Rhodopsendomonas sp. e Rhodobacter sp. e seus mecanismos de aglo.
Estes mecanismos slo regulados pelo guorum sensing, que permite 408 microrganismos
atuarem coletivamente na competicio para exploraglo, competico por interferéneia e
aderéneia epitelial. Eles atuam no aumento da disponibilidade de nutrientes e geragdio de
compostos  bicatives, como  bacteriocinas, dcidos  graxos de  cadeia  curta,
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exopolissacaridecs, enzimas e vitaminas. Adicionalmente, eles também participam da
desintoxicagio de micofoxinas, sequestro de metas pesados, biorremediacio de
hidrocarbonetos aromiticos policiclicos, aminas aromdticas heterociclicas, nitrosaminas
e pesticidas. O presente trabalho também relata a utibzagio de microrganismos
probidtices na remediaclio de dguas contaminadas por diversas fontes, descrevendo as
possibilidades de wso desta tecnologia sustentivel para revitalizar o meio ambiente.

Palavras-chave: probidticos, guorum  sensing, biorremediagio, corpos  hidricos,
resiliéncia ambiental.

ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms that provide animal or environmental health benefits.
They are formed by consortia of microorganisms and their genomes, which modulate
metabolic responses to internal and external factors, participating in the maintenance of
ecological balance. Hence, they can be wsed as a low-cost strategy to restore an
ecosystem’s resilience. This work presents a review of the main microorganisms used as
probiotics  such as  Lactobacillus  sp., Bifidobacterium  sp., Streplomyees  sp.,
Saccharomyces sp., Aspergillus sp., Baciflus sp., Rhodopsendomonas sp. and
Rhodobacrer sp. and its mechanisms of action. These mechanisms are regulated by
guorum sensing, which allows microorganisms to act collectively in competition for
exploration, competition for interference and epithelial adhesion. They act to increase the
availability of nutrients and generate bicactive compounds such as bacteriocins, short-
chain fanty acids, exopolysaccharides, enzymes and vitamins. In addition, they also
participate in mycotoxin detoxification, heavy metal sequestration, bioremediation of
polyeyelic aromatic hydrocarbons, heteroeyelic aromatic amines, nitrosamines and
pesticides. The present work alse reports the use of probiotic microorganisms in the
remediation of contaminated water from different sources, describing the possibilities of
using this sustainable technology to revitalize the environment.

Keywords: probiotics, guortm sensing, bioremediation, water bodies, environmental
resilience

1 INTRODUCAO

As atividades humanas utilizam recursos naturais e produzem residuos solidos
urbanos e industriais  descartados no ambiente, como metais, hidrocarbonetos
poliaromdticos, bifenilas e pesticidas (ANH er al, 2019; BASAVAIAH er af, 2017,
MBUSNUM et al., 2020). A transferéneia de poluentes para o meio ambiente altera o
equilibrio dos ecossistemas e compromete a biodiversidade (BASSEM, 2020). A
manutencio da biediversidade, definida como a diversidade, abundincia e identidade das
espécies, seus genes e ecossistemas, € essencial para a sadde humana e a dos ecossistemas.
Existe uma interdependéncia entre a biodiversidade, os processos bioldgicos e as
condighes ambientais que, quando em equilibrio, mantém a qualidade dos sistemas.
Assim, a diversidade biologica estd intrinsecamente ligada ao funcionamento dos
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ecossistemas e sua capacidade de fornecer bens e servigos (CARDINALE er al., 2012).
Por sua vez, 0s servigos ecossistémicos e o bem-estar humano estio intimamente ligados.

porque representam a base da sustentabilidade (FANG e al., 2018) (Figura 1),

Figura I: Vinculagio entre biodiversidade. gestdo sustentivel, processos ¢ servigos ecossistémicos
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O microbioma ¢ um dos itens da sustentabilidade e ¢ composto por comunidade
microbiana, que ocupa um habitat razoavelmente bem definido com propriedades fisico-
quimicas distintas (BERG er al., 2020). O estudo do microbioma humano, de outros
animais, plantas e microrganismos pode fornecer solugdes para doencas e/ou adaptacdes
as mudancas climaticas (JANSSON; HOFMOCKEL, 2020: NAYFACH et al., 2021). O
microbioma também desempenha um papel importante na manutencdo da saide
ambiental pois ¢ o principal conector entre microrganismos e a estrutura e fungio de um
ecossistema (Fig. 1). A salde do planeta e de seus habitantes ¢ dependente dos parceiros
microbianos, presentes ha 3.5 bilhdes de anos (BLASER er al., 2016; NAYFACH er al.,
2021).

Os probidticos fazem parte do microbioma humano e/ou do microbioma ambiental
e sio definidos como microrganismos vivos que conferem beneficios a sadde quando
consumidos em quantidades adequadas (HILL er al., 2014). Sio resistentes, resilientes e

formados por consdrcios de microrganismos € seus genomas, que modulam as respostas

metabolicas a fatores internos e externos, para manter um equilibrio ecolégico com o
hospedeiro e o meio ambiente (LLOYD-PRICE; ABU-ALL; HUTTENHOWER, 2016).
Bifidobactertum sp. e Lactobacillus sp. representam o grupo mais bem estudado de
probidticos do microbioma humano (BARKO er al., 2018).

As atividades humanas mudam o meio ambiente e seus sistemas biologicos, mas
05 microrganismos probidticos podem ser usados para restaurar a resiliéncia ambiental

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.&, n.3, p 1 7890-17904 mar., 2022,

66



Brazilian lourmal of Development
B5N;: 2525-8761

17893

(BASKENT, 2020). Este processo de restavragio ¢ denominado bioremediacio e
envolve microrganismos metabolicamente  sinérgicos, capazes de  consumir
contaminantes, reequilibrar parimetros fisicos e quimicos e induzir a restauragio da
cadeia alimentar no solo, sedimento e coluna d'igua. As principais vantagens sio a
utilizaclo de métodos ecolbgicos sustentiveis e de baixo custo quando comparados a
outros métodos fisicos e quimicos. (DIVY A er al, 2015).

A principal fonte de poluicio dos recursos hidricos no pais & a falta de saneamento,
setor regulamentado em 2007, com o estabelecimento da Politica Nacional de
Saneamento Basico e modificada pela Lei n® 14.026/2020. De acordo com (TOLEDO e
al., 2020). regides com estagdes de tratamento de esgoto nfo oferece tratamento
adequado, langando esgoto doméstico “in natura™ em rios ¢ valbes.

A politica de saneamento ainda nfio estd implantada no pais e, como niio existe
politica ambiental para tratamento de corpos hidricos que recebem continuamente o
esgoto “in natura™, o uso de microrganismos probibticos poderia ajudar na revitaliza¢io
desses sistemas. Uma estaglo de tratamento de esgoto de nivel tercidrio por reator
anaertbio ¢ lodos ativados, tem custo mensal de BS 0.38-m ™, levando-se em conta os
dados de vazlio, operagdio e manutengiio (SOUZA: DUARTE: TINOCO, 2021). O custo
de instalagio ¢ manutengio do tratamento com probibticos é mais barato que os métodos
convencionais (MARIA SUBASHINI, 2016).

O ohjetive desta revisio é demonstrar que o uso de microrganismos probibticos
na revitalizacio de sistemas hidricos e contribui para a resiliéncia e sustentabilidade

ambientais, através de seus mecanismos de aglio e aplicages diversas.

2 MECANISMOS DE ACAO DOS MICRORGANISMOS PROBIOTICOS

Os microorganismos mais usados como probidticos sio Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp. e Saccharomyees sp., acrescentando-se outros, dependendo da drea
em que sho utilizados. Na aquicultura slo utilizadas as espéeies microencapsuladas em
alginatos de Bacillus thuringiensts, B. amyloliquefactens, B. megaterium, B. polvmyxa,
B. licheniformis, B. subtilts e a levedura Debarvomyees hansenti. No crescimento de
animais sho acrescentadas as espéeies de Enterococcus faecium, B. lcheniformis, B.
subtilis, Propionibacterium sp. Como biofertilizantes sio usados dzospirillum sp.,
Enterobacter sp., Serratla sp., Microbacterium sp., Psendomonas sp., Trichoderma sp. e
Achromobacter sp. (FIORENTING et af,, 2018; HASAN; BANERIEE, 2020; NAIK et
al., 2020; ONGARATO; NETO, 2021; SANDERS ef al,, 2018). Ha evidéncias da
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eficicia do uso dos probidticos em distirbios gastrointestinais, obesidade, diabetes,
intolerdneia i lactose, hipertensiio, alguns tipos de clincer e crescimento animal e vegetal
(SANDERS er af, 2018). Eles agem no equilibrio da microflor intestinal, do solo e da
Agua, através do aumento da disponibilidade de nutrientes ¢ na geraglio de compostos
bicatives, como bacteriocinas, dcidos graxos de cadela curta, exopolissacarideos, enzimas
{esterases, lipases ¢ co-enzimas A, Q, NAD, e NADP) e vitaminas do grupe B (B1, B2,
B3, B6, B&, BY, B12). (INDIRA ef al., 2019). Eles também participam da desintoxicagiio
de micotoxinas, metais pesados, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos, aminas
arométicas heterociclicas, nitrosaminas e pesticidas (MOHAMMADI er al., 2021).

Todas estas aghes dos microorganismos sdo regidas por sensores que capturam
informagdes fisicas e quimicas do ambiente e de outros organismos. De acordo com as
informagdes recebidas, cada populagio microbiana produz e libera moléculas
sinalizadoras no ambiente - guortm sensing, dependentes da densidade populacional. Ao
atingirem a densidade ideal, ocorre uma mudanca na expressio génica, seguida pela
sincronizacio de novos padrdes populacionais. O guorwm sensing favorece as
comunicaghes celulares e as interaches micrdbio-microbio, permitindo que os
microrganismos atuem  coletivamente, em  grupos multicelulares (MUKHERJEE;:
BONNIE L. BASSLER., 2019).

Os mecanismos de aclio dos probidticos com o microbloma do hospedeiro sdo
complexos, diversos, heterogéneos, frequentemente especificos ¢ ocorrem através de
efetores moleculares. Estes Gltimos estio presentes na estrutura celular ou secretados
como produtos metabdlicos e slio dependentes do guorum sensing. Inicialmente as
populagbes de microrganismo irfio responder 48 condigbes fisico-quimicas e s fontes de
carbono e nitrogénio do ambiente através de sistemas enzimidticos. Esta fase ird selecionar
populagbes que vivem em sistemas sinérgicos como o mutualismo ou simbiose. A partir
dai, prevalecerfio os mecanismos de aglo coletiva: competigio para exploracio,
competigho por interferéncia e aderéncia epitelial (K GOGINENIL MORROW, 2013).

A competicio por exploragio ocorre quando algumas populagbes de
MICTOrgansmos consomem rapidamente nutrientes efou fontes de carbono para investir
na reproducdio | estrategistas). A capiura de nutrientes ocorre de maneira cooperativa na
populaglio microbiana, favorecendo a produgio de enzimas extra- e intracelulares para a
hidrolise de ligaghes covalentes e siderdforos quelantes de ferro (KUOMMERLI ef of ,
2015). Outras enzimas também sdo importantes nesta fase: as oxidoredutases catalisam a
dessulfurizaclio, desalogenacdo, desnitrificaciio, amonmificacio e hidrovilagio; as
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transferases catalisam a translocacfio de amina, carbonila, carboxila e fosfato de uma
molécula para outra; as liases catalisam a clivagem de substincias, produzindo ligaghes

duplas e/ou adicio de grupos em ligagbes duplas: as 1somerases catalisam a conversio
geométrica ou optica e as ligases catalisam a unifio de duas moléculas pré-existentes
(HECKMANN: PARADISL, 2020).

A competiclio por interferéncia ocorre quando populagdes de microrganismos
produzem compostos antimicrobianos via guorim sensing para SUprimir o crescimento
de um patdgeno, através da liberaciio de substincias antimicrobianas, como bacteriocinas
e microcinas. As bacteriocinas permeabilizam a membrana interna das bactérias gram-
negativas, levande 4 ruptura e formacio de poros. Microcinas, também produzidos por
bacténas gram-negativas, atuam na membrana inferna ¢ nas enfimas envolvidas na
estrutura ¢ sintese de DNA ¢ RNA ou enzimas de sintese de proteinas (KNIPE ef af.,
2021). Viérios produtos do metabolismo microbiano probidtico também tém efestos
antimicroblanos, comeo perdxide de hidrogénio, dxido nitrico e dcidos graxos de cadeia
curta, como dcidos litico e acético. Estes dltimos, além de diminuirem o pH. ambém
lisam as membranas de patdgenos gram-negativos (CASTILLO ef af., 2012). A atividade
antipatogénica ¢ multifatonial, incluindo competigio pela exploragio ¢ competiciio por

interferéncia.

A aderénecia de microrganismos probidticos ao epitélio de seus hospedeiros
impede a adesiio patbgenos, favorece a produgdo e aglio local de metabdlitos como os
dcidos graxos de cadeia curta que possuem efeitos imunomoduladores. A adesio dos
probidticos i superficie intestinal ocorre inicialmente por interagdes hidrofobicas, seguida
por adesdo através de componentes da parede celular. A presenca de profeinas como
proteinases ¢ adesinas da parede celular, aumentam a adesio de bactérias deido lacticas.
Esta adesfio se di por competigio pelos sitios de ligaglio da célula hospedeira, blogueando
a aderéneia de patdgenos (MONTEAGUDO-MERA etal., 2019). Probidticos estio sendo
usados na aquiculiura por atuarem na microbiota intestinal dos animais, trazendo como
beneficios o aumento da produtividade, que esta ligada 4 imunidade, crescimento animal,
desova e melhoria da qualidade da dgua (HASAN; BANERIJEE, 2020).
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3 {H](.'R{?R{;ANISMUS PROBIOTICOS NA REVITALIZACAQ DE SISTEMAS
HIDRICOS

A qualidade de dguas superficiais estd cada vez mais comprometida pela descarga
de dguas residuais domésticas e industriais. Os contaminantes podem ser orginicos
biodegradiveis, nutrientes inorginicos, metais pesados, microrganismos patogénicos e
orginicos sintéticos recalcitrantes como  hidrocarbonetos  poliaromdticos, aditivos
alimentares, pesticidas sintéticos, bifenilos policlorados, detergentes sintéticos, produtos
farmacéuticos, cosméticos, Oleos, tintas, plisticos, fibras sintéticas ¢ substincias
radicativas (PARWEEN; RAMANATHAN, 2019). A gestlio tem custo elevado e, na
maioria das vezes, & inexistente, mas pode ger minimizada pelo manejo e disposicio
adequada dos residuos sélidos, antes de atingirem os corpos hidricos (E SILVA er al.,
2020). Além disto, a carga orginica promove a eutrofizaglio, acarretando mudancas
fisico-quimicas na coluna ddgua e sedimento. Assim, a contaminagho ambiental afeta a
biodiversidade, o funcionamento do ecossistema e seus servigos, dos quais a sociedade &
dependente (NORAH, 2013).

A remoclio de nitrogénio e fosforo & o objetive principal para o tratamento de
efluentes domésticos. Os actinomicetos Streplomyees griseorubens e 5 griseus
removeram amdnia ¢ ortofosfato em 77,35, 79.02%, respectivamente, em 7 dias
(MADKOUR: HAMED: DAR, 2019). O nitrogénio & removido pelas vias metabdlicas
de desnitrificaghio e de mitrificachio autotrofica (GUERRERO er al., 2016). O fosforo estd
presente como ortofosfato, polifosfato e fosforo orginico, sendo 70% representado pelos
dois Gltimos. Tratamentos mecdnicos ¢ bioldgicos tradicionais removem até 30% do
fosforo (BUNCE er al., 2018). Além disto, 0s actinomicetos sio versiteis no uso de fontes
de carbono (carboidratos, proteinas e aromiticos), resistem 4 dissecclio e 4 radiagio
ultravioleta e armazenam polifosfatos ¢ dcido poli-f-hidroxibutirico e os Streplomyces
fornecem T0% dos antibidticos de ocorréncia natural (CHAROUSOVA e af.. 2019).

As leveduras sfio fungos unicelulares, crescem em pH 5.0 ~ 6,0, sio dcido-
resistentes e possuem alta efici®ncia metabdlica para degradar aromiticos e dleos. Elas
foram usadas no tratamento de dguas residuais do processamento de &leo de soja. A
concentragdo de carbono orginico dissolvido, demanda bioguimica de oxigénio e dleo
eram, respectivamente, 39300 mg/L, 18200 mg/L e 11.900 mg/L ¢ a taxa de remocio
fod maior que 93%. (QADIR, 2019).

O uso de probibticos para combater Salmonella sp. em corpos hidricos & uma das
formas de proteger a biodiversidade local. Salmonella sp. produz infecgbes de natureza e
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gravidade diferentes, com teatamento 4 base de antibidticos (VIEIRA er af, 2021).
Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos limita sua eficicia e a
proposta atal & usar probidticos (CASTILLO et al., 2012). H evidéncias clinicas de que
os probidticos sfio eficazes na prevencdio efou tratamento da diarreia e da salmonelose
(CANANI er al., 2007). Lactobacillus plantarum, L. casel, L. bulgaricus, L. rhamnosus
e L acidophifus sio probidticos que estabilizam a barreita da mucosa intestinal,
aumentam a secregdo de muco, melhoram a motilidade intestinal e, deste modo,
interferem na capacidade de colonizar e infectar a mucosa; competem por nutrientes;
secretam substincias antimicrobianas como as bacteriocinas e regulam a homeostase
micrebiana intestinal (INDIRA er af., 2019; LEBLANC er al, 2017). O muco forma
complexos de probidticos com as cepas de Salmonella sp. e o peristaltismo favorece a
rapida remogio deles pelas fezes (HOOPER:; MACPHERSON, 2010). Os probitticos
também modulam a resposta inflamatéea, pois estimuolam a producio de citocinas, a
atividade fagocitica de macréfagos e neutrdfilos, aumentando as respostas de anticorpos
especificos, especialmente a atividade secretora de IgA pela mucosa (GOBBATO;
GALDEANO: PERDIGON, 2008).

Escherichia coli O157T:HT foi inibida por culturas puras de Lactobacillus casei
subsp. prendoplantarum, L. plantarim, L. reuteri e L. delbraeckil subsp. delbrueckit e
dois sobrenadantes de culturas agrupadas de L. rewterd e L. delbrueckil subsp. delbrueckii
(POPPI er af., 2015). Lactobacillus sp. previne também o crescimento e produciio de
toxinas bacterianas de Campvlobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Helicobacter
pyvlori, Salmonella e Shigella. A atividade dos probibticos sobre bactérias patogénicas
esth associada & competiclo por nutrientes, producio de didxido de carbono, perdxido de
hidrogénic, bacteriocina ¢ os dcidos lactico, acético e outros dcidos orginicos de cadea
curta (VARALAKSHMI e al, 2014).

Uin grave problema nos sistemas aquiticos & a contaminaclio por metais pesados.
Baciflus actdiproducens isolado de solo contaminado, foi capaz de remover 10 ppm de
mercirio, cddmio, cromo e chumbo de coluna d'dgua (ANDREA; HUET; PUCHOOA,
2017). Lactobacilfus plamtarum MF042018 eresceu em 100 ppm de eromo e foi capaz de
sequestrar chdmio e chumbo em pH 2.0, temperatura de 22°C em lhora (AMEEN;
HAMDAN:; EL-NAGGAR, 2020).

Os pesticidas organoclorados slio lipofilicos e persistentes, com capacidade de
bicacumular e biomagnificar na cadeia alimentar. O consdreio formado pelos probidticos

Lactobacillus plantarum, L. brevis, L helvettcus, L. lactis, L. bulgaricus e Streplococeus
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thermophifus foi capaz de degradar 20,9% de pesticidas organoclorados como paration,
malation em 24h (MOHAMMADI er al, 2021). Diferentes cepas de Lactobacillus
plantarm também foram capazes de utilizar pesticidas organofosforados como fonte de
carbono, 4 temperatura ambiente durante 10 semanas (ZHANG er al., 2016). Enzimas
como carboxilesterases, fosfatases, fosfotriesterases e organofosfato hidrolases catalisam
a degradagfio de pesticidas organofosforados através da hidrdlise de ésteres de dcido
fosforico (LI er al, 2018). Outras cepas j4 possuem genes que codificam para enzimas
com atividade de degradaciio para metil-paration hidrolases ¢ anidrases deidas (SIDHU
efal, 2019).

Os rios da Malisia sdo elassificados como poluidos e improprios para consumo
humano. A tecnologia EM® foi escolhida por ser econdmica e ecologicamente
sustentivel para tratamento de um dos rios. Esta tecnologia & formada por consbreio de
bactérias fotossintéticas (Rhodopsendomonas palusiris, Rhodobacter sphaeroides),
bacténias dcide licticas (Lactobacilius plantarum, Laciobacillus casel), levedura
{Saccharomyces cerevisiae). actinobacténa (Strepiomces albus) e fungo (dspergilfus
oryzae). A concentragho de amdnia no sistema hidrico variow entre 0,15-0,23 mg/L ¢, em
5 dias, houve decréscimo de 4.8%. A concentraglio de nitrate aumentou 59% em 3 dias,
gragas A nitrificaglio a partir de aménia (MUN WEI SE HOD; SWEE-SEN TED, 2021).

A eficicia de EME no tratamento de dguas residuais revelou que houve
diminuicio da demanda bicquimica de oxigémio em 759%, do carbono orginico
dissolvido em 76,6%, de solidos totais em 98,5%, nitrato em 85,9% e carbono inorginico
em 82.2%. A reducio de coliformes totms e coliformes fecais foi de 99.9% ¢ 99.8%,
respectivamente, em 20 dias (EL SHAFEIL: ABD ELMOTELEB. 2018). Tratamento de
esgote doméstico durante 20 dias com EME alterou as concentragdes de demanda
bioguimica de oxigénio (28,4 mg/L para 11.4 mg/L), sdlidos totais (94,0 mg/L para 71.4
mg/L), sdlidos dissolvidos totais (60,0 mg/L para 48,0 mg/L), nitrato (6,7 mg/L para 1.6
mg/L) e fosfato (3,2 mg/L para 1,0 mg/L) (VICTORIA; UMA MAHESWARI, 2016).

Consumo de esgoto doméstico foi estudado com Bacillus subtilts, 8. subrilis var.
amyloliguefaciens, B. licheniformis, B. pumilus e B. megaterium na concentragio de 0,01
mg/L, com e sem aeraglo, durante 72h. Os parimetros apresentaram maior queda em
presenga de aeragho: carbono orgdnico dissolvido (3.630 mg/L para 770,0 mg/L), nitrato
(8,50 mg/L para 2,64 mg/L), fosfato (83.92 mg/L para 3516 mg/L). Apenas a amdnia
apresentol maior queda na auséneia de aeraciio (9,94 mg/'L para 5,20 mg/L), indicando a
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desnitrificagio  como  processo  metabdlico  predominante  (GLUSHCHENKO;
VIALKOWVA; SIDORENEKO, 2019).

4 CONCLUSAO

Até 2030, nosso compromisso com o 6 objetivo de desenvolvimento sustentivel
& “melhorar a qualidade de dgua, reduzindo a poluigiio, eliminando despejo e
minimizando a liberaclio de produtos quimicos e materiais perigosos, reduzindo 4 metade
a proporclio de dguas residuais ndo tratadas e aumentando substancialmente a reciclagem
e reutilizacho segura globalmente™. Um dos graves problemas do Brasil & o niio
atendimento ao objetive da ONU, pela inexisténeia de politica piblica de saneamento,
apesar da legislagio existir desde 2007. Outre agravante & que a maioria das ETE’s
existentes nfio tratam adequadamente o esgoto, devolvendo para o sistema hidrico
contaminantes orglnicos, inorginicos e microrganismos  patdgenos.  Processos
biogeoquimicos comandados pela anaerobiose microbiana se instalam, acarretando
mudangas nos parimetros fisico-quimicos, que favorecem a perda da bicdiversidade, da
balneabilidade e a reutilizagiio segura da dgua.

Através  do  guorum  sensing, microrganismos  probidticos  estabelecem
mecanismos de aglio para capturar nutrientes, suprimir patbgenos e aderir 4s superficies,
ocupando novos nichos ecoldgicos.

Os microrganismos probidticos, consorciados por bactérias foide ldcticas,
actinobactérias, bacilos, fungos e leveduras, sio efetivos no consumo da maténa organica,
na melhora de parimetros fisico-quimicos da dgua, na degradacio de pesticidas, no
sequestro de metais ¢ tém efeito bactericida sobre os patdgenos. Todos estes processos
faverecerfio a revitalizaclio do sistema hidrico, com consequente instalagio da resiliéneia
e sustentabilidade ambientais. Lactobacillus sp. foram os probidticos mais bem estudados
na salde humana, animal e ambiental, além de eliminarem as bacténias patogénicas ¢

possuirem efeitos imunomoduladores.

A adigio de probidticos a um sistema de tratamento de aguas residuais ou nos corpos
hidricos também ¢€ altamente eficiente no controle do mau odor, devido d sinergia metabolica
das espévies probidticas consorciadas. Esta sinergia favorece a degradagio da matéria
orginica, sem produgie de aménia ¢ de sulfetos, consumo de fGsforo ¢ do particulade, com
consequente melhona das condigbes sanitirias ¢ da qualidade ambiental bem como o
restabelecimento da cadeia irdfica. Além do mais, o custo de instalagio e manutencio desie
processo bistecnologico de remediagio ¢ mfenor aos tmiamentos tradicionais.
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