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RESUMO

A compostagem é um processo de oxidacao biolégica em que os microrganismos decompdem
o material lignocelulésico por meio da liberagdo de enzimas extracelulares. Dentre as enzimas
produzidas durante a compostagem destacam-se as celulases, que sdo enzimas de interesse
industrial. Estas enzimas podem ser aplicadas nas industrias de alimentos, detergentes,
farmacéutica, téxtil, celulose e papel, e no tratamento de efluentes e residuos. Além de ser
empregada na hidrélise da biomassa lignoceluldsica para conversdo da celulose em glicose
para a producdo de biocombustiveis. O presente trabalho teve como objetivo o isolamento de
fungos com capacidade de produzir enzima (celulase), além de acompanhar a variacdo de
temperatura em um processo de compostagem. As coletas foram realizadas a partir do 10° dia
ap6s a montagem da composteira e repetidas a cada 15 dias, totalizando sete coletas. No
momento da coleta foi feita a afericdo da temperatura e foram retiradas amostras para
isolamento de fungos. A produgdo das enzimas foi verificada por meio do método de difusdo
em gel de 4gar, em placas de Petri tendo papel de filtro, para a determinagcdo da atividade
celulolitica total. A determinacdo dos indices enzimdticos (IE) foi realizada por meio da
relacdo entre o halo de degradacdo do substrato e o halo de crescimento fiingico. A
temperatura no tanque de compostagem variou entre 36°C e 43°C. No decorrer das coletas
foram obtidos 36 isolados flingicos, sendo que seis foram obtidos na fase termofilica. Dentre
os fungos isolados, os que mais se destacaram foram os isolados 02 e 04 da coleta 5 e o
isolado 1 da coleta 4, com IE de 90, 90 e 76, respectivamente, para a atividade de celulase
total (FPase). Diante dos altos valores de IE obtidos pode-se afirmar que o tanque de
compostagem representa uma fonte de microrganismos produtores de enzimas de interesse
industrial, que podem ser aplicados no desenvolvimento de tecnologias enziméticas.

PALAVRAS-CHAVE: Celulose. Composteira. Indice enzimatico. Isolados fingicos.



ABSTRACT

Composting is a biological oxidation process in which the microorganisms decompose the
lignocellulosic material through the release of extracellular enzymes. Among the enzymes
produced during composting stand out the cellulases, which are enzymes of industrial interest.
These enzymes can be applied in food, detergent, pharmaceutical, textile, cellulose and paper
industries, and in wastewater and waste treatment as well as being used in the hydrolysis of
lignocellulosic biomass for the conversion of cellulose into glucose for the production of
biofuels. The aim of this work was to isolate fungi with the ability to produce enzyme
(cellulase), in addition to monitoring a temperature variation in a composting process. The
collections were performed from the 10th day after a set of the compost equipment and
repeated every 15 days, totaling seven collections. At the time of the collection, the
temperature was measured and samples were taken for fungal isolation. The enzymes
production was verified through e agar gel diffusion method, in Petri plates having filter
paper, for the determination of the total cellulolytic activity. The determination of the
enzymatic rate (ER) was performed by means of the relationship between the substrate
degradation halo and the fungal growth halo. The composting tank temperature varied
between 36 °C and 43°C. During the collections 36 isolated fungi were obtained, where 6
were obtained in the thermophilic phase. Among the isolated fungi, the ones that stand out
most were isolate 02 and isolate 04 of the 5th collection, and isolate 01 of the 4th collection,
with ER of 90, 90 and 76, respectively, for a total cellulase activity (FPase). In view of the
high ER values obtained, it can be stated that the composting tank represents a source of
microorganisms producers of enzymes of industrial interest, which can be applied in the
development of enzyme technologies.

KEYWORDS: Cellulose. Composting equipment. Enzymatic rate. Isolated Fungus.
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1 INTRODUCAO

Segundo Dias (2009), compostagem ¢é utilizada para decomposicdo de materiais
organicos. A técnica da compostagem tem a finalidade de acelerar a estabilizacdo da matéria
organica (COELHO, 2008). Podemos dizer que a compostagem ocorre em trés fases sendo a
primeira fase, a fitotoxicidade, em que a decomposicdo ocorre por oxidacdo, sendo
caracterizada como fase rdpida. A segunda fase é chamada de fase de bioestabilizacdo, e a
terceira fase € conhecida como fase de humificacdo ou maturacio e mineralizacdo dos

componentes da matéria organica (KIEHL, 2002).

A compostagem € um processo biolégico, aerébio no qual ocorrem transformacgdes de
residuos organicos em substancias hiimicas intercedida pelos microrganismos tais como
fungos e bactérias (KUBITZA; CAMPOS, 2006; INACIO; MILLER, 2009). Dentre estes
microrganismos podemos destacar os fungos produtores de enzimas celuloliticas. As enzimas
sdo proteinas especializadas na catdlise de reacdes bioldgicas que aceleram a velocidade de
uma reacdo e que sio aplicadas industrialmente. Os processos catalisados por enzimas sao
geralmente mais rapidos, eficientes e ambientalmente sustentdveis. As celulases sdo enzimas
com a capacidade de quebrar as ligacdes glicosidicas de microfibrilas da celulose, liberando
oligossacarideos, celobiose e glicose (DILLON, 2004), e representam grande interesse
econdmico, visto que possuem inimeras aplicagdes nas industrias, tais como: detergente,
tratamento de residuos agroindustriais, producdo de etanol, producdo de racdo animal,
industria de papel, fabricacdo de vinho e entre outros, nos ultimos anos as importagdes de
enzimas no Brasil tém crescido bastante, de maneira geral hoje o mercado de enzimas ¢é
considerado um dos mais promissores.

Os elementos apresentados justificam a prospec¢do de fungos com potencial para a

producao de enzimas celuloliticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Isolar fungos com capacidade de produzir celulase (FPase) durante um processo de

compostagem realizado no CDSA/UFCG.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a variacdo de temperatura e umidade durante o processo de compostagem

estudado;

Isolar fungos filamentosos durante o processo de compostagem e verificar o potencial

destes em produzir celulase (FPase).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 COMPOSTAGEM

A compostagem é um procedimento exotérmico de decomposicdo microbiana, de
oxidagdo e oxigenacdo de matéria orginica, uma das suas finalidades € a transformacdo dessa
matéria na forma instdvel para estivel denominada composto (FOGARTY; TUOVINEN,
1991; ADAMS; FROSTICK, 2009). A Figura a seguir mostra os principais fatores que afetam

O Processo de compostagem.

Figura 1- Esquema das entradas e saidas do processo de compostagem.

U; —_—
“Relacio C/N Microrganismos
‘Umidade
“Teiiparstug Produgio
.gt:manhn de enzimas

das particulas

Matéria Orgéanica —‘
Cﬂz e profeinas Himus

L 4

H.O + carboidratos
lipldics
Calor + lignina

Fonte: TUOMELA et. al., (2000).

O produto da compostagem que € chamado de composto ou hiimus e possui cerca de
50% a 70% de matéria organica, apresenta coloracdo escura, odor de terra molhada e € rico
em nutrientes (CERRI, 2008).

A agricultura e a pecudria produzem grandes quantidades de residuos, como dejetos de
animais e restos de culturas, palhas e residuos agroindustriais, os quais, em alguns casos,
provocam sérios danos ao ambiente. Muito desses residuos sdo desperdicados, por ndo serem
utilizados para alguma finalidade ou por falta de conhecimento sobre uma finalidade vidvel.
Aplicando uma finalidade correta para esses residuos € possivel até suprir os sistemas
agricolas ou boa parte, sem afetar o solo ou ambiente (TEIXEIRA, 2002).

Nesse sentido, a compostagem mostra se como alternativa para um melhor

gerenciamento de residuos de origem agricola, agroindustriais e industriais, ambientalmente

correto (COSTA et al. 2005).
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3.1.1 Residuos utilizados na compostagem

Os residuos para a montagem da pilha (ou leira) de compostagem podem ser divididos
em duas classes, 0os que sdo ricos em carbono e os ricos em nitrogénio. Os que contém
carbono sao mais lenhosos como detritos de culturas, palhas e cascas (espiga de milho,
palhada do feijdo, vagem, bagaco de cana, palha de carnadba, palha de café, serragem, casca
de coco, entre outros). J4 os nitrogenados sdo as folhas verdes, estercos, urinas, solo, alguns
vegetais como as verduras e outros. Em alguns casos sdo incluidos alimentos de cozinha
(OLIVEIRA et al., 2005; CERRI, 2008). A Figura 2 mostra os diferentes tipos de residuos

organicos potencialmente utilizdveis na compostagem.

Figura 2 - Residuos organicos potencialmente utilizaveis na compostagem.
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Fonte: Cunha Queda, 1999

A compostagem € eficaz na reducio de varios tipos de residuos e geralmente € feita

sem muitos gastos, produzindo composto fertilizante ou hiimus (FREUDENRICH, 2001).

E importante considerar que a pilha de compostagem néo deve conter vidros, plasticos,

tintas, 6leos, metais, pedras etc. nem materiais com excesso de gorduras como a carne (porque
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podem libertar dcidos graxos de cadeia curta como o acético, o propionico e o butirico os

quais retardam a compostagem e prejudicam o composto), 0ssos inteiros (0s 0ssos sO se

devem utilizar se forem moidos), ou outras substdncias que prejudiquem o processo de

compostagem. No caso de conter papel, ndo deve exceder 10% da pilha. O papel encerado

ndo € adequado devido dificil a decomposicdo e o papel de cor tem que ser evitado, pois

contem metais pesados. (OLIVEIRA ; SARTORI ; GARCEZ, 2008)

3.2 FASES DA COMPOSTAGEM

Kiehl (1998) relata que para a formacdo do composto a matéria prima passa por trés

etapas sendo elas:

>

Fase de fitotoxicidade ou de composto cru ou imaturo, marco inicial da
decomposicao bioldgica, duragdo média variando entre 10 e 20 dias. Ocorrem diversas
reacOes 4cidas devidas aos materiais organicos crus, producdo de 4cidos minerais e
organicos que na grande maioria causa danos as plantas;

Fase semicura ou bioestabilizacdo, quase niao acontece decomposi¢do, a matéria
organica nao apresenta ainda as caracteristicas desejadas, ndo causa danos as plantas;
Fase Maturacao ou humificacdo, fase em que ocorrem os processos finais da
humificacdo e a mineralizacdo do composto, fase final da degradacdo (ou cura), na
qual o composto adquire as caracteristicas desejadas (ZUCCONI ;DE BERTOLDI
1986, KIEHL 1998).

As fases da compostagem também podem ser definidas quanto a variacdo da

temperatura, conforme descrito a seguir (BERNAL et al., 1998; TRAUTMANN; OLYNCIW,

2005):

>

Fase 1 - Mesofilica: ¢ a fase que as temperaturas sdo moderadas, chegando até cerca
de 40°C;

Fase 2 - Termofilica: é a fase em que o composto atinge sua temperatura maxima
(>40°C) sendo degradada rapidamente. A duracio dessa fase varia entre poucos dias a
varios meses, dependendo das caracteristicas do material que esteja sendo
compostado;

Fase 3 - Resfriamento: ¢ a fase em que temperatura cai para valores em média de

25°C.
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» Fase 4 - Maturacao: ultima fase, em que € produzido um composto maturado,

altamente estabilizado e humificado, livre de toxicidade.

A primeira fase consiste no rapido crescimento da microbiota mesofilica, em que sdao
degradados, preferencialmente, as fontes de carbono assimildveis e soldveis (acucares,
aminodcidos e 4cidos organicos) ou polimeros de facil acesso. A consequéncia dessa
fermentagdo € a geracdo de calor por meio das reagdes metabdlicas exotérmicas, deixando a
temperatura em torno de 40 °C (INACIO ; MILLER, 2009).

A segunda fase, termofilica, apresenta as mais altas temperaturas do processo, em
torno de 45 a 65 °C, ocasionando a inibi¢do do crescimento de organismos mesoéfilos, que na
grande maioria sdo patogénicos, a0 mesmo tempo estimulando a germinacdo dos esporos dos
fungos e enddésporos das bactérias termofilicas (BARREIRA, 2005). Os microrganismos
termoéfilos, tém os melhores desempenhos, quanto a decomposi¢cdo da matéria organica,
acelerando o processo. As fontes de carbono de facil degradacdo ja estdo escassas, restando
apenas constituintes da biomassa lignoceluldsica e para a degradacdo desses polimeros sdo
necessdrias enzimas extracelulares, que sdo liberadas pelos microrganismos termofilos
presentes. Esta também € a fase em que apresenta o maior consumo de oxigénio do processo e
desprendimento de vapor d’4dgua, calor e gds carbonico (GOMES et al, 2007
MASSUKADO, 2008).

A terceira fase também ¢ identificada como mesofilica, sendo que os valores de
temperatura sofrem uma queda, porém, se mantém acima da temperatura ambiente, causando
a reducdo da atividade microbiana. Nesta fase, as substincias organicas mais resistentes sao
degradadas lentamente quando comparadas com a fase anterior, ocorrendo a perda de
umidade. Ainda predominam fungos e actinobactérias (INACIO ; MILLER, 2009).

Por fim, na quarta e ultima fase ocorre a maturacdo do composto, e, portanto, a
formacdo da matéria estdvel (humificada), ainda possui atividade microbioldgica, entretanto é
muito baixa, consequentemente, a mais baixa do processo no valor da temperatura (PEREIRA

NETO, 1996). A Figura a seguir representa as principais fases da compostagem.
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Figura 3 - Principais fases da compostagem.
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3.3 PRINCIPAIS FATORES QUE INFLUENCIAM NA COMPOSTAGEM

A compostagem tem por finalidade reduzir o tempo de decomposicio da matéria
organica, independente de ser um processo controlado ou ndo, deve levar em consideragdo as
condicdes necessdrias para desenvolvimento dos microrganismos decompositores.
Basicamente, a temperatura, aeracdo, pH, relacdo carbono e nitrogénio, organismos,
granulometria, dimensdo da leira, umidade e nutrientes sdo os fatores que mais interferem no

processo de compostagem (COSTA et al., 2005).

3.3.1 Organismos

O composto formado € resultante da a¢do conjunta dos macro e microrganismos. Os
macrorganismos representam a mesofauna (minhocas, formigas, besouros e 4caros) e os
microrganismos sdo os fungos, bactérias e actinomicetos, que estdo presentes em diferentes
etapas da compostagem. Os primeiros individuos a desempenharem atividades metabdlicas
sd0 0s microrganismos, estes inicialmente convertem o nitrogénio organico em nitrogénio
amoniacal. Dessa forma, parte dessa amoOnia € perdida por volatilizacdo ou convertida em
nitratos pelo processo de nitrificacdo, fendmeno que favorece na acidificagdo do composto
maturado. No entanto, caso exista condi¢des anaerdbias, o nitrato sofre a desnitrificagdo

causando efeito alcalino no composto (OLIVEIRA et al., 2005).

Durante o processo inicial de quebra da matéria organica mediada pelas bactérias,
ocorre a liberacdo de calor da massa em decomposi¢io (CORREA et al., 1982), também
ocorre atuagcdo de fungos, que usa essa matéria ja sintetizada, como fonte de energia

(PEREIRA NETO, 2007). Esses fungos atuam na decomposicdo de agucares, amidos,
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proteinas de facil digestdo, presente na matéria organica. A decomposicao das moléculas mais
complexas para substincias mais simples é realizada através de reacOes enzimdticas. Os
micro-organismos sintetizam enzimas que atacam e decompdem o constituinte organico
(KIEHL, 1998).

Peixoto (1988) afirma que na fase seguinte, devido a liberacdao de calor, ocorre um
aumento brusco da temperatura, ocasionando a morte da microbiota mesofilica,
predominando apenas os actinomicetos, bactérias e dos fungos termofilicos. As bactérias
degradam os lipideos e fracdes de hemicelulose, enquanto que a celulose e a lignina sao
degradadas pelos actinomicetos e fungos (KIEHL, 1985). Essa capacidade de utilizar a
celulose como fonte de carbono e energia (MELO, 2000), é de suma importancia, pois, a
celulose € o polimero mais abundante encontrado na matéria organica vegetal. A lignina é o
ultimo material a ser degradado, devido a sua extrema resisténcia aos ataques dos

microrganismos (KIRK; FARRELL, 1987).

3.3.2 Umidade

Na atividade microbiol6gica a umidade é de suma importancia, pois, entre outros
fatores, os microrganismos tém na constituicdo aproximadamente 90% de dgua sendo
importante ndo s6 para o desempenho das atividades, mas como também, na formacdo de
novas células (ALEXANDER, 1977). Para obter um médximo desempenho quanto a
decomposicdo € necessdrio uma faixa de umidade entre 40 e 60%, pois, promove 0O

crescimento de toda a microbiota envolvida além de garantir um desempenho bioquimico

adequado durante todo o processo (MERCKEL, 1981).

Teores de umidades inferiores a 40% inibem ou reduzem toda a atividade bioldgica
envolvida. Quando os teores de umidade ultrapassam 65%, o excesso de dgua dificulta a
passagem de oxigénio entre os espacos livres, reduzindo entdo toda atividade microbioldgica,

gerando odores, contaminagOes e queda de temperatura. (FERNANDES et al., 1999).

Segundo Carli (2010), os teores de umidade devem ser proporcionais a capacidade de
areacdo da massa de compostagem, tendo em vista as caracteristicas fisicas do material e
sempre almejando satisfazer a demanda microbioldgica por oxigénio. Oliveira (2001), afirma
que durante o processo de compostagem, devido as aeracdes o teor de umidade tende

diminuir, considerando 30% como 6timo para o final do processo.
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3.3.3 Temperatura

A temperatura € um importante indicador do funcionamento da compostagem, pois a
presenca de calor evidencia a degradacdo da matéria organica pela microbiota contida
(MALHEIROS, 1996; VALENTE et al., 2009; PUYUELO et al., 2010). A temperatura da
compostagem deve variar de 40°C a 60°C nos primeiros 30 dias, indicando um bom equilibrio

do ecossistema (PEREIRA NETO; CUNHA, 1995).

O controle da temperatura € de suma importancia, ja que uma variacdo inadequada dos
valores de temperatura pode ocasionar a redugcdo das popula¢des microbianas e impedir a

atividade metabdlica (OLIVEIRA, 2000).

3.3.4 Aeracao

Segundo o Fernandes e Silva (1999), o revolvimento das leiras de duas a trés vezes por
semana € de suma importincia. Indcio e Miller (2009), afirmam que esse procedimento
permite, que as camadas externas da leira sejam expostas as temperaturas no interior, evita a
compactagcdo das particulas, pois, conforme vai ocorrendo a decomposicdo, também vai
aumentando a porosidade da leira, homogeneizar o material, além de controlar a temperatura e

umidade do processo.

O oxigénio € fundamental para a sobrevivéncia e atividade microbiana presente no
sistema de compostagem. A compostagem, na maior parte, € um processo aerobio, mas nao
totalmente aerébio (EPSTEIN, 1997). Também ocorrem condi¢des anaerdbias em algumas
zonas internas, devido ao grande consumo de O; pelos microrganismos para desempenho das

atividades metabdlicas, que chega a superar concentracdo de O, presente mesmo com aera¢ao

forcada (INACIO; MILLER, 2009).

Segundo Brito (2008), os microrganismos necessitam apenas de 5% de oxigénio para a
sua sobrevivéncia, porém, valores abaixo de 10% prejudicam o desenvolvimento da
microbiota envolvida e promovem o aparecimento de zonas anaerdbicas. Segundo Fernandes
et al., (1999), uma aeracdo eficiente depende de diversos fatores como: granulometria do
material, temperatura, umidade, composi¢do quimica e da frequéncia de revolvimento manual

ou mecanico.

Rasapoor et al., (2009), afirmam que a falta de aerag@o ocasiona reducdo nas perdas de

nitrogénio, intensifica a reducdo da relacdo C/N e prolonga a fase termofilica. O excesso por
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outro lado proporciona a producdo de um composto com estabilizacdo incompleta, sendo

insatisfatorio para o processo.

3.3.5 Relacao C/N
O carbono e o nitrogénio sd@o fundamentais no desenvolvimento dos microrganismos,
sendo o carbono uma fonte de energia, enquanto o nitrogénio € responsavel pela sintetizacao

das proteinas (MASSUKADO, 2008).

O tempo de decomposi¢ao da matéria organica estd inteiramente ligado com a relagao
C/N, ou seja, quanto maior for a relacdo C/N, maior serd o tempo para decompor a matéria
organica presente (INACIO; MILLER, 2009). E importante levar em consideracio a
capacidade de absor¢do dos microrganismos decompositores que absorvem o carbono e
nitrogénio na proporcao de 30 partes do primeiro para uma parte do segundo (C/N=30/1), que
também deve ser a relacdo ideal para o residuo (OLIVEIRA ; SARTORI ; GARCEZ, 2008).
Segundo Yuan et al., (2012), conforme vai aumentando a maturacdo do composto, menor vai

ficando a relacdo C/N.

3.3. CELULOSE E CELULASES
A celulose é o biopolimero mais abundante do mundo (RUEGGER; TAUK-

TORNISIELO, 2004), sendo formada por moléculas de glicose ligadas entre si por ligacdes B
— 1,4. A celulose é de grande importancia mundial como matéria-prima industrial e como
fonte de energia renovavel (TEERI, 1997; JOSHI; MANSFIELD, 2007). A figura a seguir

representa a composicao da celulose.

Figura 4- Composicao da celulose.
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Fonte: FERNANDES ZOIA, 2013.

O papel, por exemplo, € um produto composto por celulose. Para fabricagdao do papel a
mdeira deve ser reduzidas em fragmentos bem pequenos e transformadas em polpa, para esse

processo sdo utilizados o hidréxido de sddio e sulfito de sddio para a retirada da hemicelulose,
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da lignina e de certas resinas. Este processo causa vérios problemas ambientais, mas podem

ser diminuidos com a utilizacdo de enzimas que sdo substituidas por esses produtos quimicos

(MUSSATTO, 2007).

N

As celulases sdo pertencentes a classe das hidrolases, enzimas que atuam sobre
constituintes de materiais celuldsicos, gerando a hidrélise destes. Sendo biocatalisadores
atuando para a liberacdo de agicares (OLSSON; HAHNHAGERDAL, 1996; CASTRO;
PEREIRA, 2010).

Segundo Juhdsz et al., (2005), as celulases sdo classificadas em trés classes de enzimas
que atuam na hidrélise da celulose sendo elas: endoglucanases (1,4 PB-
Dglucanglucanohidrolase), exoglucanases (exo 1,4-B-D-glucan-celobiohidrolase) e -

Dglucosidases ou celobiases.

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) iniciam a hidrélise da molécula de celulose, atuando
na regido amorfa da cadeia de celulose, separando ligagdes B — 1,4 na regido central da
molécula, liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizagdo como produto
(DIENES et al., 2004). A carboximetilcelulose € utilizada como substrato para a atividade

dessas enzimas (CAO; TAN, 2002).

As exoglucanases (EC 3.2.1.91) agem nas extremidades da molécula de celulose
microcristalina, com a liberacdo de unidades de celobiose (CAO; TAN, 2002). As B —
glucosidases catalisam a hidrdlise da celobiose a glicose, reduzindo a inibicdo das
endoglucanases e exoglucanases devido a presenca deste dimero (PETROVA et al., 2002). As
celulases possui grande valor econdmico, podendo aplicadas em varias atividades industriais
(BHAT; BHAT, 1997). A figura 5 representa a atuacdo da das enzimas celulase sobre a

estrutura da celulose.
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Figura 5- Atuacio da celulase sobre as estruturas da celulose.
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3.4. APLICACAO DAS CELULASES
As celulases podem ser usadas na industria alimenticia melhorando a qualidade dos

alimentos, como, por exemplo, em alimentos desidratados e sopas prontas, na remog¢ao da
parede celular de vegetais e frutas, e no sabor e aroma (MANDELS, 1985). Também ¢
utilizada na extracdo de componentes do chd verde, proteina de soja, 6leos essenciais e

aromatizantes, producdo de vinagre de laranja e extracdo e clarificacdo de sucos de frutas

citricas (RUEGGER ; TAUKTORNISIELO, 2004).

Na industria de cerveja e vinhos as celulases sdo usadas para filtracdo da cerveja e

melhoria do aroma de vinhos (BEGUIN; AUBERT, 1994).

A aplicacdo das celulases na industria de racdo animal melhora a digestibilidade da
racdo, uma vez que o material lignoceluldsico € pré-tratado e capa protetora dos cereais €
hidrolisado por celulases (MANDELS, 1985). Essas enzimas podem ser adicionadas
diretamente na forma liquida ou em grdos na ragdo, melhorando assim o rendimento do
crescimento animal, devido a disponibilidade de mais acucares do material lignoceluldsico

(TOLAN; FOODY, 1999).

Na industria téxtil as celulases ajudam na remocdo do excesso de corantes em jeans, €
na remog¢do de microfibras em malhas de algodio (MANDELS, 1985; TOLAN; FOODY,
1999).
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As celulases também vém sendo bastante utilizadas na fabricacdo de detergentes,
devido a capacidade de alterar a estrutura das fibras de celulose, facilitando a remocdo da

sujeira e contribuindo para a manuten¢do da maciez, brilho e cor dos tecidos (BHAT, 2000).

As inddstrias quimicas tém estudado as moléculas presentes nos materiais
lignocelulésicos, sendo assim uma drea foi desenvolvida, sendo chamado Biorrefinaria. A
biorrefinaria refere-se ao uso de materiais renovaveis e os residuos derivados, para producio
de combustiveis, produtos quimicos e energia, com a minima geracdo de dejetos e emissdes

poluentes (PEREIRA Jr. et al., 2008).
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4 METODOLOGIA

4.1 TANQUE DE COMPOSTAGEM
Este ¢ localizado no viveiro de mudas, no Centro de Desenvolvimento Sustentavel do
Semidrido (UFCG CDSA), campus de Sumé e a sua manutencdo foi conduzida pelos

estudantes do Programa de A¢des Sustentdveis para o Cariri (PASCAR).

4.2 COLETAS

As coletas foram realizadas a partir do 10° dia apés a montagem da composteira e
foram realizadas 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, nos quais
serdo retiradas amostras de cinco pontos do tanque de compostagem. As amostras foram
misturadas e utilizadas para a contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC),
plaqueamento e isolamento de fungos, bem como para a determinacdo da umidade da
composteira. Na Figura 6 a. estd apresentada a imagem do tanque de compostagem e 4b. a

imagem de uma visao aproximada do composto.

Figura 6- Local que foram coletadas as amostras.

Fonte: Autor.

O material coletado foi acondicionado em sacolas plésticas e levado até o Laboratdrio
de Microbiologia na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no campus Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semiarido (CDSA), na cidade de Sumé, onde todos os

experimentos foram realizados.

4.3 PLAQUEAMENTO

Um (1,0)g do material coletado da composteira foi adicionado a 10,0 mL de 4gua
destilada esterilizada. A suspensdo foi diluida em série até a concentragdo de 10 . sendo que
o volume de um (1,0) mL desta foi usado para inocular as placas de Petri contendo meio de

aveia. As placas inoculadas foram incubadas a 28°C até o crescimento das colonias. Em
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seguida foi feita a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) de cada dilui¢do. Os

testes foram feitos em duplicatas.

Figura 7- Esquema adotado para diluicdo em série.

1 mL 1 mL
1 mL da
amostra
9 mL 9 mL 9 ml.
10 1072 103
Fonte: Autor.
4.4 ISOLAMENTO

As UFCs observadas no meio de aveia foram isoladas em placas de Petri contendo
meio BDA (batata, dextrose e 4gar), substituindo 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 na geladeira em sistema Castellani.

4.5 DETERMINACAO DA UMIDADE

Foram pesadas 3,0g de cada residuo seco em cdpsulas de porcelana previamente
taradas. As cdpsulas contendo as amostras foram colocadas na estufa a 100°C até durante 24
h. Em seguida foram resfriadas em dessecador durante 20 minutos e pesadas em balanca

analitica (BRASIL, 2005). A umidade, expressa em base umida, foi calculada pela Equacgdo 1.

CLCT i A Y S (1)

mi

4.6 VERIFICACOES DA PRODUCAO DE CELULASES E DETERMINACAO DO
INDICE ENZIMATICO (IE)
A produgdo das enzimas no meio de cultura foi verificada por meio do método de

difusdo em gel de dgar, em placas de Petri tendo o papel de filtro, para a determinagdo da
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atividade celulolitica (Tabela 1). As atividades enzimdticas foram caracterizadas por meio da
formacdo de halos de degradacdao do substrato (fonte de carbono). Os ensaios foram
realizados em triplicata. Apds 72 h de incubacdo a 30,0°C as placas foram reveladas com

adicdo de 2,0 mL de solu¢do de iodo.

O halo de degradacdo do substrato, bem como o halo de crescimento fingico foi

medido com auxilio de régua milimetrada.

Os isolados fingicos que apresentaram halo de degradacdo em torno da coldnia
tiveram a producdo da atividade fungica avaliada pelo cdlculo do indice enzimatico (IE), dado
pela relacdo do didmetro médio do halo de degradacdo do substrato pelo didmetro médio da
coldnia, conforme na equacao 2 (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

h
IE = 3;—6 ..................................................................................................................................... 2)

4.7 MEIOS DE CULTURA

4.7.1 Meio de aveia 1
Composicao: 40,0 g farinha de aveia, 20,0 g de dgar e 1000,0 mL de dgua destilada. Modo
de preparo: A farinha de aveia e o dgar foram dissolvidos na dgua destilada, em seguida

colocados em banho-maria a temperatura de 86°C durante 20 minutos.

4.7.2 Meio de aveia 2
Composicao: 150,0 g farinha de aveia e 1000,0 mL de 4gua destilada. Modo de preparo: A
farinha de aveia foi dissolvida na dgua destilada, em seguida colocados em banho-maria a

temperatura de 86°C durante 20 minutos.

4.7.2 Meio BDA

Composicao: 200,0 g de batata, 20,0 g de sacarose, 20,0 g de 4gar e dgua destilada 700,0 mL.
Modo de preparo: As batatas foram colocadas na dgua destilada e conduzidas até a manta
aquecedora. Em seguida, estas foram coadas para a obtencdo do caldo. Neste caldo,

acrescentou-se o dgar, a dextrose e a dgua destilada até completar-se 1000,0 mL.

Ap6s o preparo, os meios de cultura foram esterilizados em autoclave durante 20
minutos a 121°C e 1 atm. Os meios e foram vertidos em placas de Petri (20,0 mL/placa),

previamente esterilizada e apds solidificacao foi introduzido o inoculo.
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4.7.4 Meio diferencial para determinacio da producao de atividade enzimatica

A produgdo de celulase total (endoglucanase e exoglucanase) - FPase em meio de
cultura foi verificada por meio do método de difusdo em gel de dgar, em placas de Petri,
contendo o meio de cultura apresentado na Tabela 1. As placas foram incubadas a 28°C (£°C)
pelo periodo de 72 horas. A revelagdo das placas de Petri foi realizada pela adicdo de 1 mL de
solu¢do de lugol fraco, aguardou-se 1 minuto para a visualiza¢do do halo de degradacdo do

papel de filtro.

Tabela 1- Composicido dos meios de cultivo utilizados, para deteccéo de celulase.

Componente Quantidade

Papel de filtro 20,0g
Agar 20,0g

Agua destilada 1000,0mL

Fonte: Autor.

4.8 VELOCIDADES DE CRESCIMENTO DOS FUNGOS

A velocidade de crescimento dos fungos isolados foi avaliada em Meio de aveia 2. A
inoculacdo foi realizada pontualmente no centro das placas de Petri contendo o meio de
cultivo. As placas foram mantidas em BOD a 30°C por 72 horas. O crescimento dos fungos
foi avaliado a partir da medida dos raios de crescimento fingico a cada 24 horas, utilizando
uma régua milimétrica. Os experimentos foram realizados em triplicata. A velocidade de
crescimento radial foi calculada através da regressao linear dos dados de raio das colonias
versus tempo, segundo a Equagdo 3. A velocidade de crescimento radial (VCR) € o
coeficiente angular da reta obtida a partir da regressao linear dos raios das colonias em fungao
do tempo, portanto, quanto maior a inclina¢do da reta, maior é a velocidade de crescimento
radial, maior o potencial de crescimento do fungo e o potencial de degradacdo da fonte de

carbono adicionada (ROVEDA, 2010).
T(CM) = VORI £ D e e et ettt e e e e e e e et e aeae e e e e e enaraeaeeas 3)

4.9 MANUTENCAO E CONSERVACAO DOS ISOLADOS
Para maior tempo de conservacao dos isolados fingicos, estes foram conservados pelo

método descrito por Castellani (1967), em que coldnias puras de fungos foram colocadas em
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micro tubos previamentes esterilizados, contendo dgua destilada esterilizada. Posteriormente,
os frascos foram selados e identificados para serem guardadas em armdrios mantidos em

temperatura ambiente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETAS, PLAQUEAMENTO E ISOLAMENTO
O processo de compostagem durou de noventa e trés dias. E ao total foram realizadas

sete (7) coletas.

Ao final das sete coletas foram obtidos 36 isolados flingicos. A Tabela 2 apresenta o
nimero de isolados obtidos em cada coleta. Apesar do grande nimero de isolados obtidos,
pode-se afirmar que ndo foram isolados todos os microrganismos presentes no sistema, pois
conforme Miller (1992) o processo de compostagem € marcado por uma continua mudanga
das espécies de microrganismos envolvidos, devido 4s modifica¢des nas condi¢des do meio,

sendo praticamente impossivel identificar todos os presentes.

Tabela 2 - Numeros de Isolados obtidos em cada coleta.

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

Fonte: Autor.

As amostras retiradas do tanque de compostagem foram diluidas em série e plaqueadas
conforme descrito no item Plaqueamento. A Tabela 3 apresenta os valores de UFCs

verificadas em cada coleta.
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Tabela 3 - Nuimeros de col6nias de cada coleta.

COLETAS UFCl/g
01 5,0 x 10°
02 6,0 x 10*
03 3,5x 10*
04 3,0x 10*
05 2,4 x 10*
06 4,7 x 10*
07 3,5x 10*

Fonte: Autor.

5.2 TEMPERATURA E UMIDADE DA COMPOSTEIRA

A temperatura no tanque de compostagem variou entre 34°C e 43°C. Segundo
Trautmann e Olynciw (2005), o processo de compostagem pode ser divido em quatro fases
conforme a variagdo da temperatura. Na Figura 8 estd sendo apresentada a variacdo de
temperatura do tanque de compostagem durante o processo acompanhado. No gréifico 1
podem ser observadas as fases mesofilica que estd situado abaixo da linha vermelha e a fase
termofilica indicada acima da linha vermelha. E possivel observar quatro fases, a primeira
fase sendo a mesofilica com duragdo média de 15 dias, foi possivel realizar duas coletas dessa
fase. A segunda fase a termofilica com dura¢do média de um més gerou apenas uma coleta, a
terceira fase a de resfriamento que teve inicio no momento em que a composteira iniciou a

perda de temperatura. Nesta fase foram realizadas trés coletas. Por ultimo, pode-se identificar

a fase de maturacdo que gerou as duas ultimas coletas.



Grafico 1- Variacdo de temperatura no tanque de compostagem nas sete coletas realizadas (-m-). Os limites

38

superiores e inferiores indicam o desvio padrao. As fases da compostagem estdo representadas por letras, sendo

A: fase mesofilica, B: fase termofilica, C: fase de resfriamento e D: fase de maturag@o.

Temperaturas (°C)

46

44

42

40

38

36

34

32

2 3 4 5 6

Coleta

Fonte: Autor.

No grifico 2 encontram-se os resultados dos teores de umidade referentes a cada

coleta. Como pode ser observado os valores variaram de 3,0% a 6,2%. Segundo Kiehl (1985)

os valores ideais de umidade na compostagem estdo na faixa de 40,0% a 60,0%.

Umidade

7.5
7.0
6,5
6,0
5,5
5,0
45
4,0
35

3,0

Grafico 2-Umidade da amostra verificada apds 24h.

Fonte: Autor.
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A aeragdo € considerada como o principal mecanismo capaz de evitar altos indices de
temperatura durante o processo de compostagem, além de aumentar a velocidade de oxidacao
e de diminuir a liberacdo de odores e reduzir o excesso de umidade de um material em
decomposicdo (PEREIRA NETO, 1994; KIEHL, 2004), dessa forma, os baixos valores de
temperatura e umidade devem-se, provavelmente, ao fato das coletas terem sido realizadas um
dia apds o revolvimento do composto, o que proporcionou diminui¢do da temperatura e da

umidade.
5.3 DETECCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE CELULASE TOTAL (FPase)

5.3.1. Coleta 1

Os quatro (4) isolados fingicos obtidos a partir da primeira coleta, em que foi
verificada temperatura média de 36,5°C foram avaliados quanto a capacidade de producgado de
celulase. Os resultados expressos por meio do indice enzimdtico (IE) para a producdo de
celulase estdo apresentados no gréafico 3. O isolado 2 apresentou o maior valor de IE, sendo

ele 33,17, ja o isolado 1 apresentou o menor IE com valor de 17,0.

Grifico 3- Indice enzimtico (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fingicos obtidos a partir da primeira
coleta, com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C. Incubacdo a 30°C durante 72 h,

utilizando papel de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padrao.
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Indice Enzimatico
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10

1 2 3
Isolado Fungico

Fonte: Autor.
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5.3.2. Coleta 2

Todos os cinco (5) isolados flingicos obtidos a partir da segunda coleta, temperatura
média de 39°C, (4) apresentaram a capacidade de producdo de celulase. Os resultados
expressos por meio do indice enzimdtico (IE) para a producdo de celulase estdo apresentados
no grafico 4. O isolado 1 apresentou o maior valor de IE, de 33,17, ja o isolado 5 apresentou o

menor IE com valor de 12,83.

Grifico 4- Indice enzimitico (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fingicos obtidos a partir da segunda coleta,
com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C. Incubacdo a 30°C durante 72 h, utilizando papel

de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padrio.
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Isolado Fungico

Indice Enzimatico
Celulase

Fonte: Autor.

5.3.3. Coleta 3

Os sete (7) isolados fiingicos obtidos a partir da terceira coleta, fase em que foi
verificada temperatura média de 43,0°C apresentaram potencial de producio de celulase. Os
resultados expressos por meio do indice enzimético (IE) para a producdo de celulase estdo
apresentados no grafico 5. O isolado 7 apresentou o maior valor de IE, de 19,5. O isolado 6
ndo apresentou halo de degradacdo com 72 h de incubacdo, entretanto, o halo de degradacao

pode ser verificado com 120h, tendo sido calculado IE de 7,17.

O método de difusdao em gel de agar baseia-se na capacidade da enzima em difundir-se

pelo meio de cultura, e esse processo deve-se entre outros motivos, ao tamanho da molécula
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da enzima (GIONGO et al.; 2006 e GONCALVES et al.; 2007). Sendo assim, a auséncia de
producdo de halo de degradacdo ndo indica necessariamente que nao ha a producdo da
enzima, tal como observado para o isolado 6. Em trabalho realizado por Heinz et al (2014),
com microrganismos terméfilos, a partir de fungos isolados de residuo de processamento de
papel, tendo CMC e avicel como substrato e sendo incubados durante 5 dias, obtiveram o

valor maximo de Indice Enzimatico de 2,29.

Grifico 5 - Indice enzimético (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fingicos obtidos a partir da terceira coleta,
com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C. Incubacio a 30°C durante 72 h, utilizando papel

de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padrio.

20

Indice Enzimatico
Celulase

1 2 3 4 5 6 7
Isolado Fungico

Fonte: Autor.

5.3.4. Coleta 4

Os seis (6) 1solados fingicos obtidos a partir da quarta coleta, temperatura média de
39,5°C foram capazes de produzir celulase (FPase). Os resultados expressos por meio do
indice enzimadtico (IE) para a produc¢do de celulase estdo apresentados no grafico 6. O isolado
1 apresentou o maior valor de IE (76,67), ja os isolados 2,3 e 4 apresentaram os menores IE

com valores de 8,87; 7 e 3,17.



42

Grifico 6 -Indice enzimitico (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fingicos obtidos a partir da quarta coleta,
com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C . Incubacio a 30°C durante 72 h, utilizando papel

de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padrio.
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Fonte: Autor.

5.3.5. Coleta 5

Os quatro (4) isolados flingicos obtidos a partir da quinta coleta, foi verificada
temperatura média de 38°C foram avaliados quanto a capacidade de producao de celulase. Os
resultados expressos por meio do indice enzimético (IE) para a producdo de celulase estdo
apresentados no grafico 7. Os isolado 2 e 4 , foram os que apresentaram os maior valores de

IE, sendo eles 90 e 90, ja o isolado 3 apresentou o menor IE com valor de 10.
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Grifico 7 -Indice enzimitico (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fingicos obtidos a partir da quinta coleta,
com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C . Incubacio a 30°C durante 72 h, utilizando papel

de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padrio.
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Fonte: Autor.

5.3.6. Coleta 6

Todos os cinco (5) isolados fiingicos obtidos a partir da sexta coleta, temperatura
média de aproximadamente 38°C, apresentaram atividade de celulase (FPase) e os valores dos
IEs estdo apresentados no gréfico 8. Os isolados 3 e 5 foram os que apresentaram maiores

valores de IE, sendo eles 22,33 e 24,5, j4 o isolados 5 apresentou o menor valor de IE 5.
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Grifico 8 - Indice enzimético (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fiingicos obtidos a partir da sexta coleta,
com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C. Incubacio a 30°C durante 72 h, utilizando papel

de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padro.
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Fonte: Autor.

5.3.7. Coleta 7

Dentre os cinco (5) isolados fingicos obtidos a partir da sétima coleta, temperatura
média de 39°C, apenas quatro (4) foram capazes de produzir celulase. Os resultados expressos
por meio do indice enzimético (IE) para a producdo de celulase estdo apresentados no grafico
9. O isolado 2 apresentou o maior valor de IE, de 22,9, o isolado 5 ndo foi capz de degradar o

substrato, nas condi¢cdes avaliadas.
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Grifico 9- Indice enzimatico (IE) para Celulase (FPase) dos isolados fiingicos obtidos a partir da sétima coleta,
com temperatura média no tanque de compostagem de 38,46°C. Incubacdo a 30°C durante 72 h, utilizando papel

de filtro como substrato. Resultados de média + desvio padrio.
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Fonte: Autor.

Os altos valores de desvios padrdes verificados nas Figuras 10 a 16 devem - se a
dificuldade da enzima se difundir no gel de dgar, o que pode ser afetado pela temperatura de
incubacdo, uma vez que esta pode deixar o meio mais ou menos fluido facilitando ou
dificultando da difusdo da enzima pelo meio. Esse e outros fatores como pH temperatura

também podem interferir na expressao do desempenho enzimaético.

5.5 DESEMPENHOS DO TANQUE DE COMPOSTAGEM
A observacao do gréfico 10 indica que este trabalho contribui para o entendimento da
ecologia microbiana durante a compostagem, uma vez que pode-se verificar o perfil de

producdo de celulase no referido processo.

Pode-se afirmar que os microrganismos com os melhores desempenhos médios de
producdo de celulase (FPase) foram encontrados entre a fase de resfriamento e maturagdo. O
fato da maior producgdo de celulase ocorrer ao final do processo de compostagem indica que a

degradacdo de substratos mais facilmente assimildveis, como o amido, por exemplo, ocorre
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nas fases iniciais da compostagem, enquanto a degradacdo de substratos mais complexos,
como a celulose e hemicelulose, ocorre principalmente ao final do processo, quando as

moléculas facilmente assimildveis ja estdo exauridas, o que corrobora com Gomes et al.

(2007).

Na fase termofilica foram verificados baixos indices enzimaticos, provavelmente,
devido as condi¢des ndo serem favordveis para o desenvolvimento dos microrganismos
celuloliticos. O gréfico ainda permite afirmar que os microrganismos com os maiores IE
podem ser organismos termofilicos, pois eles sobreviveram a fase termofilica, mas s6 foram
encontrados na fase final do processo (KIEHL, 2002; HU et al., 1998; MIYASHITA et al,,
2001).

Grifico 10 - Produg@o de celulase média dos microrganismos isolados durante a compostagem. A regido

hachurada indica a regido mesofilica.
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Fonte: Autor.

5.3 VELOCIDADES DE CRESCIMENTO

Considerando que microrganismos isolados em ambientes termofilos sdo capazes de
produzir enzimas termoestdveis que podem ser aplicadas em processos biotecnologicos
exigem altas temperaturas, os microrganismos que foram isolados no tanque de compostagem
na terceira coleta (43°C temperatura maxima verificada) foram avaliados quanto a velocidade

de crescimento, visando projetos futuro. Isso porque segundo Massukado (2008) os
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microrganismos com os melhores desempenhos do processo, sdo encontrados nas maiores
temperaturas, diante disso foram avaliados os microrganismos obtidos na terceira coleta
quanto a velocidade de crescimento. O teste de Tukey indica que ndo houve diferencas

significativas entre o crescimento dos isolados fingicos.

Para a avaliac@o do crescimento dos microrganismos isolados na terceira coleta a altas

temperaturas, novos estudos sao necessarios.

Grafico 11 - Velocidade de crescimento radial em cm por dia (VRC) verificado em meio de aveia 2 a 30°C
durante 72 h. Resultados de média + desvio padrio; Teste de Tukey: letras diferentes indicam diferenca

significativa (p < 0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Fonte: Autor.
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6 CONCLUSOES
Este trabalho levando em consideracdo os resultados obtidos, pode obter as seguintes

conclusoes:

» Este trabalho proporcionou o desenvolvimento de uma cole¢do de fungos filamentosos
com potencial de producdo de enzimas celuloliticas, que podem ser utilizados para
contribuir para o desenvolvimento de tecnologia enzimatica;

» Através da avaliacdo da temperatura foi possivel expressar o comportamento da
temperatura no tanque de compostagem conforme descrito na Figura 8 e identificar as
fases durante todo o processo de compostagem,;

» Todos os 36 isolados flingicos obtidos neste trabalho apresentaram potencial para a
produgdo de celulase (FPase), com excecdo do isolado 5 da sétima coleta que ndo
apresentou atividade de celulase;

» O presente trabalho também possibilitou uma abertura para a realizacdo de novas
pesquisas com o intuito de descobrir mais caracteristicas dos microrganismos, bem

como aplicacdes destes em processos industriais.
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