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RESUMO: A compostagem é um processo de decomposicdo da matéria organica e
que ocorre devido a producdo de enzimas extracelulares provenientes de
microrganismos presentes no sistema. Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo
o isolamento de fungos com capacidade de produzir enzimas amiloliticas com vistas
para futuras aplicagdes biotecnoldgicas. Amostras utilizadas para isolamento fungico
foram provenientes de um tanque de compostagem. Os fungos obtidos a partir da fase
termofilica da compostagem foram avaliados para a producao de enzimas amiloliticas
pelo método de difusdo em gel de agar, em placas de Petri, tendo amido como substrato.
Na fase termofilica foram obtidos 7 isolados fungicos, sendo que os maiores indices
enzimaticos foram verificados para os isolados 1,4 e 7 com valores de 12,5; 11,4 e 12,8,
respectivamente. Os fungos isolados em sistema de compostagem produziram enzimas
amiloliticas e mostraram-se promissores para a producdo destas enzimas em

bioprocessos.
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COMPOSTING: PROSPECTION OF MICROORGANISMS PRODUCEROF
AMYLOLYTIC ENZYMES

ABSTRACT: Composting is a process of decomposition of organic matter and occurs
as result of the production of extracellular enzymes from microorganisms present in the
system. In this sense, this work had as objective the isolation of fungi with capacity to
produce amylolytic enzymes with a view to future biotechnological applications. Samples
for fungal isolation came from a composting tank. The fungi obtained from the
thermophilic phase of the composting were evaluated for the production of amylolytic
enzymes by the agar gel diffusion method in Petri dishes, with starch as substrate. In the
thermophilic phase 7 fungal isolates were obtained, and the highest enzymatic indices
were verified for isolates 1, 4 and 7 with values of 12.5; 11.4 and 12.8, respectively. The
fungi isolated on the composting system produced amylolytic enzymes and were shown

to be promising for the production these enzymes in bioprocess.
Key words: amylase, biotechnological application, fungi, microbial enzymes.

1. INTRODUGAO

Compostagem
A compostagem ¢é definida como uma técnica aplicada no controle da

decomposicao de materiais organicos para a obtencéo, em um curto tempo, do material
estavel, rico em humus e nutriente mineral; com atributos fisicos, quimicos e bioldgicos
superiores aqueles encontrados na(s) matéria(s) prima(s) (1). Sendo também
considerada como uma técnica controlada de decomposi¢cao microbiana, de oxidagao e
de oxigenacdo de uma mistura heterogénea de materiais organicos, sendo
caracterizada por uma fase inicial e rapida de fitotoxidade (2). Em seguida ocorre uma
fase de bioestabilizacdo, e finalmente a terceira fase, ocorrendo a humificacdo ou
maturacao, acompanhada da mineralizagdo de determinados componentes da matéria
orgéanica, como N, P, Ca e Mg, que passam da forma organica para a inorgéanica, ficando
disponiveis as plantas (3).

Sendo assim, a compostagem € um processo bioldgico, aerdbio e controlado de
transformacdo de residuos organicos em substancias humicas por meio de
microrganismos tais como fungos e bactérias (4; 5). Se a compostagem for corretamente
manejada pode proporcionar étimas condicbes na obtencdo da estabilizacdo dos

Sumé-PB, 29 de novembro a 01 de dezembro de 2017


file:///D:/Meus%20documentos/Downloads/TCC_JAQUELINE-14_11_17.docx%23_Toc422422893

[ISENGEBBIO Anais do Il Simpésio de Engenharia de Biotecnologia e
PRI, i3 o L L e Bioprocessos do Semidrido (ISSN: 2359-1153)

PRl B B ETEN
OF 29 OF NOYEMBARD A D1 OF DEZEGRD

componentes poluentes, o que possibilita que os residuos organicos retornem ao solo
como um fertilizante natural, livre de bactérias patogénicas, virus e parasitas (6;3).

As fases da compostagem podem ser classificadas de acordo com a variagao da
temperatura em (7;8):

> Mesofilica predominam as temperaturas moderadas, até 40°C, e com
duracdo média de dois a cinco dias.

> Termofilica: quando o composto atinge a temperatura maxima (>40°C),
sendo assim degradado mais rapidamente. Esta fase geralmente tem a duracao de
poucos dias a varios meses, de acordo com as caracteristicas do material a ser
compostado.

> Resfriamento: nessa fase ocorre a queda da temperatura para valores
da temperatura ambiente.

> Maturacao: fase em que ha estabilizagdo e que produz um composto
maturado, altamente estabilizado e humificado, livre de toxicidade.

Fatores que interferem no processo de compostagem:

Temperatura

Muitos pesquisadores consideram a temperatura como sendo o mais importante
indicador da eficacia do processo de compostagem, visto que a temperatura esta
relacionada com a atividade metabdlica dos microrganismos, que é diretamente afetada
pela aeragdo (9), teor de umidade (10; 11; 12), granulometria (13; 14; 15) e
disponibilidade de nutrientes (16; 17).

A variacdo de temperatura define grupos de microrganismos que podem ser
classificados em: criofilicos, que tem crescimento 6timo a temperatura préxima de 25°C;
mesofilicos, com crescimento 6timo entre 30 e 45°C; e termofilicos: com crescimento
6timo em temperaturas acima de 50°C (3). Ainda, a literatura apresenta que em
temperaturas superiores a 70°C a atividade microbiana torna-se reduzida. E
temperaturas em torno de 80°C resultam na paralisacdo do processo e risco de
combustao espontadnea do material compostado (2). O que reforca a necessidade de

aeragao do sistema de compostagem para reducao da temperatura.

Umidade

A umidade é um parametro de grande importancia a ser controlado, uma vez que
€ a agua que promove o transporte de nutrientes dissolvidos, indispensaveis para as
atividades metabdlicas e fisioldgicas dos microrganismos (3). O valor de umidade varia
de acordo com as condicées do material compostado, com o tamanho das particulas e
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com o estagio de decomposicdo no qual a compostagem ja se encontra. Entretanto, é
sugerido que o valor esteja entre 40-70% (2). Teores de umidade inferiores a 40%
devem ser evitados, pois podem fazer com que a atividade biolégica seja reduzida,
retardando o desenvolvimento do processo (18). Assim, se umidade estiver ficando
baixa, é necessario que faca irrigacdo do sistema, de preferéncia no periodo do
revolvimento para que a agua seja distribuida por igual (19). Por outra via, quando o
teor de umidade dos residuos da compostagem estiver muito alto ira dificultar a
realizacdo da compostagem, pois 0 excesso de umidade faz com que 0s poros sejam

preenchidos com agua e (18; 20).

Aeracao

A aeracdo de um sistema de compostagem é responsavel por aumentar a
porosidade do meio, que sofre compactagao natural devido ao proprio peso; diminuir o
teor de umidade dos residuos; expor as camadas externas as temperaturas mais
elevadas e também eliminar o calor excessivo, controlando a temperatura do processo.
Sendo que na presenca de oxigénio ha auséncia de maus odores e o tempo de
degradagao € menor (2; 21)

Os revolvimentos precisam ser feitos obrigatoriamente quando a temperatura
estiver muito elevada (acima do 70°C), quando a umidade estiver acima de 55-60% ou
quando h& presenca de moscas e maus odores (2; 20; 19). Em condi¢bes de aparente
normalidade (de temperatura e umidade) é recomendado fazer o revolvimento para que
se introduza ar rico em oxigénio e se libere o ar saturado de gas carbdnico. Ainda, deve-
se ressaltar que as partes da composteira que devem merecer maior aten¢ao durante o
revolvimento sdo as mais externas, que sdo expostas ao sol e ao vento, e ficam mais

frias e mais ressecadas (2).

Relacao C/N

A relacao entre carbono e nitrogénio é usada para avaliar os niveis de maturacao
de materiais organicos (18). Para o processo da compostagem, alguns autores sugerem
que no inicio do processo a relacao C/N esteja no entorno de 30/1, ou seja, trinta partes
de carbono para uma de nitrogénio. Os valores entre 26/1 e 35/1 sao considerados como
favoraveis (2).

Nas etapas da compostagem, o carbono é fonte de energia para os
microrganismos heterotroficos que degradam o composto, ja o nitrogénio é um elemento

importante para a sintese de proteinas e crescimento das colénias (22).
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Durante o processo de compostagem € notada a redugao da relacao C/N por meio
da oxidacao da matéria organica pelos microrganismos (23). O tempo necessario para
estabilizacdo ou a maturacao dos residuos organicos esta relacionado com C/N inicial
dos materiais usados como substratos. O produto final da compostagem necessita ser
analisado para efeito de qualidade do composto (24). No final do processo a relagéo
C/N deve decair chegando préxima a 10/1, indicando, assim, que o material foi
compostado (20).

Granulometria

O tamanho das particulas dos residuos é de grande importancia no processo para
reger o movimento de gases e liquidos (2). A granulometria ideal para a montagem da
compostagem deve ser entre 1 e 5 cm (25). Porém, (18) afirmam que misturar diversos
tipos de residuos organicos é a melhor maneira para tentar corrigir o tamanho das
particulas, beneficiando a homogeneizagdo da massa em compostagem e obtendo uma
melhor porosidade.

Microrganismos

Material organico € o habitat de varios microrganismos, sendo que eles utilizam
minerais, compostos organicos, agua e oxigénio para crescimento e atividades
metabdlicas (26). Os fundamentais organismos presentes na compostagem séao
bactérias e fungos, no entanto, podem aparecer outros organismos como algas,
protozoarios, nematoéides, vermes, insetos e larvas, mas isto depende especialmente
das caracteristicas do material a ser usado. Os microrganismos geralmente ja sao
encontrados nos residuos utilizados, dessa forma, o processo de compostagem precisa
de um ambiente com condi¢cdes favoraveis de umidade, nutrientes e oxigénio,
degradagéo e estabilizagdo da matéria orgéanica (2).

No processo da compostagem existe uma série de predominancia de
microrganismos variando conforme as caracteristicas do composto, como o teor de

umidade, a disponibilidade de oxigénio, a temperatura relagédo C/N e pH (3).

Residuos organicos
A composicao do material usado na mistura da compostagem é muito importante.
Material que possui hidratos de carbono, lipidios e proteinas séo fontes ideais de

carbono e de energia para os microrganismos. Por outro lado, material que tém em
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grande parte da composicao a celulose e a lignina e possui pouco nitrogénio sao
degradados muito lentamente (27).

Dentre o material rico em carbono pode-se destacar o material lenhosos, como a
casca de arvores, as aparas de madeira, a serragem, as podas dos jardins, folhas das
arvores, palhas e fenos, e papel. Entre os compostos nitrogenados podem-se ser
citadas as folhas verdes, estrumes de animais, urinas, solo, restos de vegetais
horticolas, erva, entre outros (28).

Amido e enzimas amiloliticas
Amido
O amido é o maior polissacarideo de reserva das plantas e o segundo mais

abundante depois da celulose (29). Esse polimero é aplicado em varios processos
industriais, incluindo a producdo de material biolégico para alimentos, emulsao
estabilizante e agente substituto de éleo (30). Os derivados do amido também podem
ser aplicados em diversos setores tais como fluidos de perfuragéo de petréleo, adesivos,
papel e revestimentos de algodao, ou gelificantes, emulsionantes e agentes de aumento
de viscosidade em produtos alimentares. Alguns produtos sdo gerados por meio de
hidrélise, como maltodextrinas, xaropes de frutose elevada, tais como xarope de milho
em escala industrial. Sendo que para a aplicagdo do amido em produtos alimenticios,
este é especialmente processado por aquecimento da mistura ou homogeneizagao de
amilose e amilopectina (31). Os xaropes de glicose, que sdo derivados de milho ou
amido de trigo, viraram a matéria-prima basica para a industria de bioetanol (32 e 33).

A amilose é constituida por cadeias lineares helicoidais compostas de glicose
unidas por ligagao glicosidica a-1,4. Ja a amilopectina é constituida por uma estrutura
ramificada, com cadeias de residuos de glicose em ligagao glicosidica a-1,4, das quais
partem ramificagdes com ligacdes a-1,6 (34).

A hidrélise enzimatica do amido é realizada em duas fases: a liquefacao e a
sacarificacdo. Na liquefacao, os granulos de amido sédo dispersos em solugao aquosa,
aquecidos (gomificagcao) e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com a ajuda da a-
amilase. Apos o processo de liguefagdo, a solugdo de maltodextrina € hidrolisada em
glicose por meio de uma enzima desramificante, que pode ser uma endoenzima
(isoamilase e pululanase) ou exoenzima (B-amilase e glicoamilase). Elas atuam sobre
as ligagdes glicosidicas a-1,6 da amilopectina. O resultado dessa etapa é a
sacarificagao (35).
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A atividade e a estabilidade na maioria das amilases usadas nas industrias
atualmente estdo em declinio, pelo fato que as enzimas precisam suportar um pH baixo
no processamento do amido, no entanto o processo de liguefacdo de amido funciona a
um pH restrito de cerca de 6,5. Assim, a identificacdo e exploracdo microbiana de
amilases termoestaveis e acidéfilas sdo de grande demanda (36).

Entretanto, a maneira convencional de processamento de amido necessita de um
elevado fornecimento de energia, aumentando o preco dos produtos a base dessa
molécula. Sendo assim, estdo sendo feitos esforcos para a producdo de enzimas
amiloliticas capazes de atuar em materiais com pH &cido, e a temperatura moderada
muito abaixo da temperatura de gelatinizagao, tornando o processamento do amido
mais econdémico para as industrias (37 e 33).

Enzimas Amiloliticas

As amilases s&o enzimas que hidrolisam ligacdes glicosidicas a-1,4 da molécula
de amido. Essas enzimas sdo usadas pelas plantas para degradar o amido de algumas
raizes; Os animais usam as amilases para a digestdo do amido e 0s microrganismos
utilizam-nas para converter o amido em fonte de carbono (38). Sendo que essas
enzimas atuam como endoenzima ou exoenzima especificas para a quebra do amido
em compostos relacionados por meio da hidrélise das ligagbes glicosidicas a-(1,4) e/ou
a-(1,6) (39).

De acordo com o tipo de hidrélise, as amilases podem ser classificadas como a-
amilases e B-amilases dependendo das ligacbes em que atuam nos substratos (Figura
3). Elas hidrolisam os polissacarideos que possuem trés ou mais unidades de D-glicose,
ou seja, causam a quebra do amido a agucares redutores. Como visto na literatura a
glicoamilase e a a-amilase sdo as enzimas mais importantes empregadas no
processamento de amido (40;41; 42; 43; 44; 45; 46; 47).

Anteriormente, hidrolise do amido era feita por meio da via quimica com alta
temperatura. Essa técnica esta sendo substituida pela hidrélise enzimatica em mais de
75% dos processos (48; 49), pois esse método € um dos mais simples para producao
de carboidratos com propriedades funcionais especiais (50).

Aplicacoes biotecnolégicas das amilases

As amilases podem ser aplicadas em varios processos biotecnologicos e
industriais, que constituem importante complexo enzimatico, totalizando de 25 a 33% da
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producdo mundial de enzimas. Dessa forma, as amilases ocupam o segundo lugar logo
apos as proteases (51; 52; 53; 46; 54; 55; 56).

A produgéao de hidrolisados de amido obtendo-se glicose e frutose € um mercado
com 6timo retorno para aplicagao dessas enzimas. O amido € convertido em xaropes
de milho com alto teor de frutose e, devido a alta capacidade adogante, € bastante usado
como adogante na industria de refrigerantes (52).

Esses dados justificam a importancia da prospeccao de microrganismos capazes
de produzir enzimas amiloliticas. Nesse contexto, esse trabalho teve objetivo de usar a
compostagem como fonte de microrganismos com potencial para a producao de
enzimas com capacidade de degradagdo do amido visando futuras aplicacoes

industriais.

2. Metodologia

As coletas foram realizadas a partir do 10° dia apdés a montagem da composteira
e foram repetidas a cada 15 dias, durante todo o processo de compostagem. No
momento da coleta foi feita a afericdo da temperatura em seis pontos do tanque de
compostagem. As amostras foram retiradas de cinco pontos do tanque de
compostagem. As amostras foram misturadas e utilizadas para plagueamento e
isolamento de fungos, bem como para a determinagdo da umidade da composteira. Na
figura 1 sdo apresentadas as imagens do local de coleta.

O material coletado foi colocado em sacolas plasticas e conduzido até o
Laboratério de Microbiologia na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no
campus Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido (CDSA), na cidade de

Sumé, onde todos os experimentos foram realizados.

Figura 1. Tanque de compostagem em que foram coletadas as amostras (A) e
aspecto do composto (B). Fonte: Dados da pesquisa
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Plaqueamento

Um (1,0) g do material coletado da composteira foi adicionado a 10,0 mL de agua
destilada esterilizada. A suspenséo foi diluida em série até a concentragcdo de 10 *, e o
volume de 1,0 mL desta suspensao foi inoculado em placas de Petri contendo meio de
aveia, previamente esterilizados. As placas inoculadas foram incubadas a 28°C até o
crescimento das colénias. Em seguida foi feita a contagem das unidades formadoras de
colénia (UFC) de cada diluicdo. Os testes foram feitos em duplicatas.

Isolamento

As unidades formadoras de colénias (UFC) observadas no meio de aveia foram
isoladas em placas de Petri contendo meio BDA (batata, dextrose e agar), substituindo-
se dextrose por sacarose comercial e foram incubadas a 28°C durante cinco (5) dias,
ou até que as placas fossem preenchidas. Os isolados foram conservados em geladeira
em sistema Castellani.

Verificagdo da produgéo de amilases e determinagéo do indice enziméatico (IE)

A produgéo de enzimas amiloliticas foi verificada por meio do método de difusao
em gel de agar, em placas de Petri, tendo o amido a 1% como substrato. Ap6s 72 h de
incubagao a 30°C as placas foram reveladas com adicao de 2 mL de solugao de iodo.
A atividade amilolitica foi caracterizada por meio da formagéo de halos de degradacao
do substrato (fonte de carbono). Os ensaios foram realizados em triplicata. O halo de
degradacao do substrato, bem como o halo de crescimento fungico, foram medidos com
auxilio de régua milimetrada.

Os isolados fungicos que apresentaram halo de degradagao em torno da colénia
tiveram a producgéo da atividade fangica avaliada pelo calculo do indice enzimético (IE),
dado pela relagao do didametro médio do halo de degradagéo do substrato pelo diametro
médio da colbnia (57).

3. Resultados e discursao
Coletas, plaqueamento e isolamento
O processo de compostagem durou cerca de noventa e trés dias. Ao final das sete

coletas foram obtidos 36 isolados fungicos. A tabela 1 apresenta o nimero de isolados

obtidos em cada coleta.
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Tabela 1 - NUmeros de isolados fungicos obtidos em cada coleta.

COLETAS ISOLADOS OBTIDOS
01 04
02 05
03 07
04 06
05 04
06 05
07 05
Total 36

Fonte: Dados da pesquisa.

Deteccao da atividade enzimatica da amilase

Com excecgao do isolado fungico n° 6, todos os demais isolados fungicos avaliados
apresentaram atividade amilolitica nas condi¢gées avaliadas. Sendo que os maiores
valores de |IE foram verificados para os isolados fungicos n°1, 4 e 7 com valores de 12,5;

11,42 e 12,83, respectivamente.

16 -
14 4
12 4

10

Indice Enzimatico
Amilase

1 2 3 4 5 6 7
Isolado Fungico

Figura 2 - indices enzimaticos (IE) para a atividade amilolitica obtida para os fungos
isolados durante a fase hemofilica da compostagem, com temperatura média de 44 °C
+ 2. Fonte: Dados da pesquisa.
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Os altos valores de desvio padrao verificados na Figura 2 devem - se a dificuldade
da enzima em se difundir no gel de agar, o que pode ser afetado pela temperatura de
incubacao, uma vez que esta pode deixar o meio mais ou menos fluido, facilitando ou

dificultando difusao da enzima pelo meio (58).
4. Conclusoes

A compostagem de residuos lignoceluldsicos, além de representar uma forma
sustentavel de gerenciamento de residuos sélidos orgéanicos, é também uma fonte de
microrganismos produtores de enzimas de interesse industrial como é o caso das
amilases.

Os isolados fungicos obtidos nessa pesquisa apresentam potencial de aplicacao

em processos biotecnologicos.
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