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RESUMO

O bagago de azeitona (BA) é um subproduto himido gerado na produgao de azeite, com alta carga organica, e elevada
toxicidade devido a sua composicao em polifendis. A sua produgao pode, assim, constituir um problema ambiental para
os paises produtores de azeite, como Portugal. A compostagem podera ser uma forma de valorizar este subproduto,
sendo os microrganismos os principais agentes deste processo de degradagao aerdbica. O objetivo do presente estudo
foi estudar a evolugao da comunidade bacteriana ao longo do processo de compostagem de BA e isolar e identificar
bactérias com a finalidade de explora-las no futuro como inéculos de compostagem. A compostagem foi realizada em
quatro pilhas de escala industrial com diferentes propor¢des de BA, fonte de azoto, agente estruturante e reviramentos.
Amostras compdsitas foram coletadas nas pilhas em trés momentos: fase inicial, fase mesdfila e fase termdfila. Os
isolados bacterianos, obtidos através de dilui¢des seriadas, foram identificados por sequenciagdo da regidao 16S do
rRNA. Os resultados de composigao e diversidade, mostraram diferengas significativas entre as fases de compostagem
e entre pilhas, sugerindo uma mudanga continua de espécies bacterianas ao longo das diferentes fases do processo de
compostagem do BA.

Palavras-chave: Diversidade, composigao, bactérias, bagaco himido de azeitona.

ABSTRACT

Olive pomace (OP) is a wet by-product generated in olive oil production, with a high organic load, and high toxicity
due to its polyphenol composition. Its production can therefore be an environmental problem for olive oil-producing
countries, such as Portugal. Composting may be a way to valorise this by-product, and the microorganisms are the
main agents of this aerobic degradation process. The aim of the present study was to study the evolution of the bacterial
community along the OP composting process and to isolate and identify bacteria with the purpose of exploring them
in the future as composting inoculums. Composting was carried out in four industrial-scale piles with different
proportions of OP, nitrogen source, structuring agent, and turnings. Compost samples were collected from the piles
at three-time points: initial phase, mesophilic phase, and thermophilic phase. The bacterial isolates, obtained through
serial dilutions, were identified by sequencing the 16S rRNA region. The results of composition and diversity, showed
significant differences among the composting phases and among piles, suggesting a continuous change of bacterial
species throughout the different phases of the OP composting process.

Keywords: diversity, composition, bacteria, wet olive pomace.
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INTRODUCAO

O bagaco de azeitona (BA) oriundo do processo de
extragdo de azeite por centrifugagdo continua em
duas fases é um subproduto de dificil degradagao.
A elevada humidade e fitotoxicidade do BA limi-
tam a sua utilizagdo, sendo necessario encontrar
formas alternativas para a sua valorizagao. Portu-
gal representa 5% da produgao de azeite da Uniao
Europeia, produzindo cerca de 100 mil toneladas
de azeite e 547 mil toneladas de BA anualmente
(GPP, 2020; Hernandez et al., 2021).

O processo de compostagem de BA podera ser uma
alternativa de valorizagao, tendo em vista a obten-
¢ao de compostos que podem ser reintroduzidos no
ciclo de nutrientes, contribuindo para a economia
circular. Os microrganismos sdo os grandes agentes
que promovem a degradacao aerdbica dos residuos,
e podem diferenciar-se de acordo com as condigoes
térmicas da pilha de compostagem (Panaliveloo
et al., 2020), comumente dividas em fase meséfila
ou de ativagao, fase termofila e fase de maturacao
ou arrefecimento. Os grupos mais abundantes de
microrganismos nos processos de compostagem
compreendem bactérias e fungos, e sabe-se que a
atividade da populagao bacteriana é mais intensiva
durante as fases mesofila e termofila devido ao rapi-
do metabolismo das bactérias e a sua rapida adapta-
¢ado as mudancas e condi¢des do substrato durante
a compostagem, enquanto as populagdes fungicas
atuam especialmente quando ocorre a humificagao,
durante a fase de maturacao (Tortosa et al., 2020).

Tanto quanto se sabe, existem poucos estudos que
tenham avaliado a comunidade microbiana duran-
te o processo de compostagem de bagaco de azei-
tona (Filippi et al., 2002). Face ao exposto o presente
trabalho tem por objetivos: (I) estudar a evolugao
da comunidade bacteriana ao longo do processo de
compostagem de BA; (II) Isolar e identificar bacté-
rias com a finalidade de explora-las no futuro em
processos de compostagem de BA.

MATERIAL E METODOS

Compostagem

A compostagem foi realizada na empresa
ACUSHLA S.A. azeites biologicos em pilhas trape-
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zoidais (Figura 1) com proporg¢oes de BA: fonte de
azoto: agente estruturante iguais a 4,1:1:8,2 (pilha
A), 41:1:4,1 (pilha B), 1:2:1 (pilha C) e 4,1:1:8,2 (pi-
lha D). As pilhas foram reviradas manualmente,
com excecao da pilha D, que permaneceu estatica
ao longo do processo. Foram recolhidas 5 amostras
compositas de cada pilha em trés fases distintas da
compostagem: T0, correspondente ao tempo ini-
cial; T1, correspondente a fase mesofila, de ativa-
cao; e T2, fase termofila, com excecao da pilha C,
onde a amostragem do T1 nao foi possivel.

Figura 1 - Pilhas de compostagem de BA, em escala indus-
trial.

Isolamento de bactérias

Para o isolamento de bactérias utilizou-se o mé-
todo da diluicao seriada, utilizando uma solugao
tampao fosfato salino (PBS). Dilui¢des de 10> e 10-6
foram utilizadas para inocular placas de petri con-
tendo meio de cultura PCA (Plate Count Agar), em
duplicata. As placas foram incubadas no escuro, a
25 °C (T0), 30°C (T1) e 45°C (T2), para mimetizar as
condicdes térmicas de cada uma das fases de com-
postagem, durante 48h. Ao fim deste tempo proce-
deu-se a contagem do niimero de coldnias de cada
morfotipo, e a obtengao de culturas puras.

Identificacdo das bactérias

A identificagdo das bactérias obtidas foi feita pela
sequenciacao de uma por¢ao do gene 16S do rRNA.
Para tal, procedeu-se a extragao de DNA dos iso-
lados bacterianos utilizando o kit REDExtract-N-
-AmpTM Plant PCR (Sigma-Aldrich), seguindo as
instrucdes do fornecedor. A amplicagao do DNA
foi realizada utilizando o mesmo Kit, no termoci-
clador MyCycler da BioRad, com 20 ul de mistura
final, que possuia a Taq polimerase (1,25 U), os pri-
mers 27F (0,2 uM) e 534R (0,2 pM), dNTP’s (200 uM),



tampao contendo MgCl, (2,5 mM), dgua ultrapura
estéril e 2 uL de DNA bacteriano. Os produtos am-
plificados foram purificados e sequenciados usan-
do os servigos da Macrogen Inc. (Madrid, Espanha).
As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas
utilizando o software informatico BioEdit. Recor-
rendo ao servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) e utilizando o algoritmo BLAST, foi analisa-
da a homologia das sequéncias obtidas com outras
sequéncias presentes na base de dados GenBank.

Andlise estatistica

A diversidade da comunidade bacteriana entre as
pilhas e fases da compostagem foi avaliada pela
riqueza de espécies (n® de espécies) e abundancia
(n?® de isolados). As diferencas entre médias foram
determinadas por analise de varidncia ANOVA e
Tukey, no software PAST 4.10. Para avaliar a simi-
laridade da comunidade microbiana entre pilhas
e fases de compostagem, procedeu-se a elaboragao
de uma ordenacao nao métrica multidimensional
(NMMS) utilizando o coeficiente de similaridade
de Bray-Curtis. Para detetar as diferengas signifi-
cativas, aplicou-se o ANOSIM. Estas duas analises
foram efetuadas recorrendo ao software Commu-
nity Analysis Package v. 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em termos de composigdo, a ordenagao nao métri-
ca multidimensional (Figura 2) e ANOSIM, mos-
tram que a comunidade bacteriana varia signifi-
cativamente (p=0,001) entre as diferentes fases da
compostagem (T0, T1 e T2). Por sua vez, as dife-
rengas de composicao bacteriana entre pilhas fo-
ram significativas (p<0,05) apenas na fase inicial TO
(AvsC, AvsD,BvsCeCvsD)e termofila T2
(AvsC,BvsDeCvsD).

As espécies bactérias que mais contribuiram para
a diferenciagdo entre tempos foram Acetobacter cf.
tropicalis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus siamensis,
Bacillus subtillis, Leuconostoc mesenteroides, Myco-
plasma wenyonii, Enterococcus saccharolyticus e Glu-
conacetobacter cf. aggeris.

E importante ressaltar que a espécie Salmonella en-
terica foi detetada somente na fase de ativacgao (T1),
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Figura 2 - Ordenagdo ndo métrica multidimensional (NMMS)
da comunidade bacteriana agrupada por matriz
bioldgica (i.e., fases da compostagem - TO, T1, T2;
e pilha - A, B, C e D), usando o coeficiente de Bray-
Curtis.

provavelmente devido a presenca de estrume de
animais (fonte de azoto), mas que desapareceu na
fase termdfila. Isso demonstra o importante papel
da compostagem no processo de sanitizacdo do
composto, eliminando os organismos patogénicos
(Palaniveloo et al., 2020).

Na fase termofila T2, observou-se uma abundancia
das bactérias Pseudomonas thermotolerans e dos gé-
neros Pseudomonas e Bacillus, que sdo considerados
eficientes na decomposigao de matéria organica e
sua transformagao em humus, e benéficas a melho-
ria das propriedades do solo aquando da aplicagao
do composto (Pant ef al., 2012).

Em termos de diversidade, verificaram-se diferen-
cas significativas (p<0.05) entre fases de composta-
gem. Quer a riqueza (Figura 3) como a abundancia
(Figura 4) de espécies bacterianas foi significativa-
mente superior durante a fase de ativagado (meso-
fila), quando comparado com a fase inicial (T0) ou
mesmo a fase termofila, onde se registou o valor
mais baixo. A comparagao entre pilhas mostra di-
ferencgas significativas (p<0,05) ao nivel da rique-
za e da abundancia de espécies no tempo inicial,
com a pilha C revelando valores maiores e a pilha
D valores menores. De igual modo, durante a fase
termdfila (T2), observaram-se diferencas significa-
tivas na riqueza de espécies entre as pilhas C e D,
apresentando a pilha D um valor superior, tam-
bém observado na abundancia.
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Figura 3 - Grafico Boxplot da riqueza de espécies para as di-
ferentes pilhas (A, B, C e D) e fases da composta-
gem (TO, T1, T2). As barras com letras diferentes
sdo estatisticamente diferentes, p<0,05, entre tem-
pos (maifscula) e entre pilhas (mindscula).
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Figura 4 - Grafico Boxplot da abundancia para as diferentes
pilhas (A, B, Ce D) e fases da compostagem (TO, T1,
T2). As barras com letras diferentes sdo estatistica-
mente diferentes, p<0,05, entre tempos (mailscu-
la) e entre pilhas (mindscula).
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CONCLUSOES

Os resultados observados neste estudo evidenciam
que a comunidade bacteriana evolui de forma dife-
rente ao longo das diferentes fases do processo de
compostagem do bagaco de azeitona. Esta variagao
da comunidade parece ter importancia na trans-
formagao dos residuos organicos em compostos
livres de microrganismos patogénicos e de fitoto-
xicidade. Foram igualmente detetadas diferencas
na composicdo bacteriana entre as quatro pilhas
estudadas. Esforcos futuros serdao direcionados a
exploracao do potencial uso de microrganismos
como bioprodutos, acelerando o processo de com-
postagem e melhorando as caracteristicas do com-
posto final.
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