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RESUMO

O Brasil é um dos maiores exportadores de alimentos do mundo e a agricultura é uma das
principais bases da sua economia. Ainda assim, os grandes gargalos que se fazem presente sdo
a taxa de desperdicio, o volume de residuo orgéanico gerado e seu tratamento adequado. Visto
0 grande problema em questao, percebemos a importancia de se reduzir a geracéo de residuos
na origem como primeira alternativa, e ndo sendo possivel, buscar alternativas como a
compostagem para alcangar a sustentabilidade. A degradacdo desse material € normalmente
realizada por processos bioldgicos e por isso se faz importante os estudos quanto a microbiota
presente no processo de compostagem, assim como a influéncia fisico-quimica presente ao
longo do tempo. O trabalho objetiva caracterizar o processo de compostagem quanto aos
parametros microbioldgicos e fisico-quimicos para a producdo de um composto de qualidade
que possa ser reutilizado e que amenize um problema que é o acimulo indevido de residuos.
Conhecer e estudar sua biodiversidade nos diferentes tratamentos: comercial e ndo comercial,
assim como isolar, caracterizar e identificar esses microrganismos. Além de verificar a
otimizagdo do tempo de processo da compostagem entre os tratamentos. Em um primeiro
momento abordaremos o assunto com um referencial tedrico mensurando os principais pontos
e as informacg6es mais relevantes a respeito da técnica, no que tange principalmente a realidade
de Minas Gerais, quanto as usinas de compostagem e em seguida apresentaremos o experimento
conduzido no departamento de Biodiesel da Universidade Federal de Lavras em estufa, sob
condicdes controladas de temperatura, irrigacdo e aeracdo, e as posteriores andlises fisico-
quimicas e microbioldgicas realizadas no Departamento de Microbiologia Agricola. Foi
utilizado como matéria prima, residuos alimentares do restaurante universitario e residuos de
jardinagem, oriundo do paisagismo do campus. As amostras coletadas em triplicata nos tempos
0, 5, 10, 20, 40, 60, 90 e 120 dias, de acordo com as mudancas de fase para realizacdo de
contagem, isolamento e identificagdo de microrganismos através da diluicdo seriada até a 108,
Os isolados foram caracterizados morfologicamente, purificados e submetidos a testes
bioguimicos afim de serem agrupados e testados quanto a oito atividade enzimatica, a saber:
lignolitica, celulolitica, amilolitica, pectinolitica, proteolitica, lipolitica, amonificacdo e
solubilizacdo de fosfato. Foram obtidos 83 isolados de microrganismos mesofilicos que
apresentaram Indice Enziméatico — IE>2 para atividades pectinolitica, proteolitica e
principalmente celulitica. Esses microrganismos, em condices ideais, se estabelecem no meio
e possuem um papel importante na decomposicdo da matéria-prima. Os resultados nédo
apresentaram diferenca significativa entre tratamentos ndo comercial, comercial e controle,
com variagcfes pequenas em relacao aos parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos. Foram
observados isolados dos indculos persistentes ao longo do processo de compostagem que se
apresentaram termotolerantes no inicio do processo. Paralelamente, os tratamentos foram
também testados quanto a fitotoxicidade, seguindo o protocolo de teste germinativo, com
culturas de alface (Lactuca sativa) e berinjela (Solanum melongena). O indice Germinativo foi
maior para alface, quando utilizado o tratamento comercial a concentragdes de 50%. Utilizando
o0 tratamento ambiental, o indice para berinjela foi maior. Em relacdo as maiores concentracfes
dos tratamentos inoculados, o indice de inducéo foi decrescente em sementes de berinjela, o
mesmo n&o ocorreu com o controle.

Palavras-chave: Agricultura Organica. Inoculantes. Microrganismos Eficientes.



ABSTRACT

Brazil is one of the largest exporters of food in the world, and agriculture is one of the main
bases of its economy. Still, the major bottlenecks that are presented are the rate of waste, the
volume of organic waste generated, and its proper treatment. Considering the great problem in
question, we realized the importance of reducing waste generation as a first alternative, and, if
it is not possible, seek alternatives, such as composting, to achieve sustainability. The
degradation of this material is usually carried out by biological processes and, because of that,
the studies for microbiota presented in the composting process is important, as well as the
physical-chemical influence present over time. The objective of this work is to characterize the
composting process in terms of microbiological and physico-chemical parameters for the
production of a quality compound that can be reused, and that can soften the undue
accumulation of residues problem; to know and study its biodiversity in the different treatments:
commercial and non commercial, as well as to isolate, characterize and locate these
microorganisms, and to verify the optimization of the composting process among treatments.
In a first moment, we will approach the subject with a theoretical reference, measuring the main
points and the most relevant information about the technique, in what mainly concerns the
reality of Minas Gerais, as well as the composting plants, and then we will present the
experiment conducted in the Biodiesel Department of the Federal University of Lavras in a
greenhouse, under controlled conditions of temperature, irrigation and aeration, and the
subsequent physical-chemical and microbiological analyzes carried out in the Department of
Agricultural Microbiology. As raw material, it was used food waste from the university
restaurant and the garden waste, from the campus landscaping. The samples were collected in
triplicate at 0, 5, 10, 20, 40, 60, 90 and 120 days, according to the phase changes for counting,
isolation and identification of microorganisms, by 10® serial dilution. The isolates were
morphologically characterized, purified and submitted to biochemical tests in order to be
grouped and tested for the eight enzymatic activities: lignolytic, cellulolytic, amylolytic,
pectinolytic, proteolytic, lipolytic, ammonification and phosphate solubilization. 83 mesophilic
microorganisms were gotten and they presented Index Enzymatic Index - IE> 2 for pectinolytic,
proteolytic and mainly cellulite activities. These microorganisms, in ideal conditions, settle in
the field and play an important role in the decomposition of the raw material. The results showed
no significant difference between non-commercial, commercial and control treatments, with
small variations in relation to physical-chemical and microbiological parameters. Persistent
inoculums of isolates were observed throughout the composting process, which were
thermotolerant at the beginning of the process. In parallel, the treatments were also tested for
phytotoxicity, following the germinative test protocol, with lettuce (Lactuca sativa) and
eggplant (Solanum melongena). The Germination Index was higher for lettuce, when 50%
commercial treatment was used. When using the environmental treatment, the index for
eggplant was higher. In relation to the highest concentrations of the inoculated treatments, the
induction index was decreasing in eggplant seeds; the same did not occur with the control.

Keywords: Organic Agriculture. Inoculants. Efficient Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

Devido ao crescimento populacional e industrial a partir da década de 60, no mundo e
no Brasil, gerou-se uma grande demanda de recursos naturais. O resultado desses processos
produtivos aliados ao consumo mais intenso, ocasionou elevada producdo de residuos. Com
consequente falta de espaco em aterros e regulamentos ambientais mais rigorosos para novos
aterros sanitarios e incineradores, aumentaram as taxas de eliminacdo de residuos em varios
locais (VOBERKOVA et al., 2016), sendo esses muitas vezes improprios. Esse modo de
producdo, o uso dos produtos que resultam dessa transformacdo e a geracdo de residuos,
decorrentes tanto dos processos produtivos quanto do consumo geram enorme descompasso
entre o tempo que a natureza leva para manter o equilibrio em relacdo aos impactos gerados
pela sociedade (KIBLER et al., 2018). Portanto, um dos caminhos para a solucao dos problemas
relacionados com os residuos solidos organicos é a gestdo e o gerenciamento destes, que
consiste em acgdes relacionadas ao controle da geracdo, armazenamento, coleta, transporte,
processamento e disposicdo de residuos solidos de maneira que esteja de acordo com as
melhores condi¢des de saude publica, economia, engenharia e conservacdo dos recursos
naturais (PROIETTI et al., 2016). Um dos grandes problemas da nossa civilizacao, atualmente,
é a banalizacdo de assuntos que devem ser questionados como a destina¢do do nosso “lixo”.
Bauman (1999) sustenta a ideia de que o preco do siléncio é pago na dura moeda corrente do
sofrimento humano e completa dizendo: “Questionar as premissas supostamente
inquestionaveis do nosso modo de vida é provavelmente o servigo mais urgente que devemos
prestar aos nossos companheiros humanos e a nGs mesmos”.

Com a Conferéncia das NacgOes Unidas sobre Sustentabilidade, a Rio+20, o
desenvolvimento sustentavel seguiu em pauta e o plano de Gestdo de Residuos Solidos baseado
na politica nacional (Lei n°12.305/10), procurou instituir um modelo de gestdo, no qual o
Estado de Minas Gerais tem como estrutura. Em Minas Gerais, junto as acdes da Fundagéo
Estadual do Meio Ambiente — FEAM, busca-se fomentar atividades administrativas locais e
regionais para otimizar a gestdo de Residuos Solidos Urbanos — RSU antepondo a reducéo na
geragdo de residuos, o reaproveitamento, reciclagem, tratamento desses residuos e correta
disposicao final dos mesmos.

O destino final dos residuos solidos tem recebido uma atencao especial em varios paises.
Desde 1960, as Usinas de Triagem e Compostagem — UTC no Brasil sdo consideradas uma

opcéo para a destinacdo adequada dos residuos solidos, principalmente quando levamos em
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conta o grande nimero de municipios que apresentam um menor porte e consequente geragao
de residuos em menor quantidade. Essa preocupacdo envolve varias responsabilidades que se
interagem entre si nos seus diferentes papeis: agentes de coleta; condi¢bes de trabalho
(pagamentos, promocao, condi¢des adequadas de trabalho), recursos disponiveis e destinados
a tarefa de coleta, locais apropriados e adequado para destinacdo do residuo, competéncia dos
responsaveis e o tratamento propriamente dito a esses residuos. O tratamento do residuo urbano
descartado pode consistir na separacdo da fracdo organica de materiais inertes e reciclaveis,
como vidro, papel, papeléo e plastico principalmente.

Para mitigacdo dos problemas gerados pela produgdo e mau escalonamento de
alimentos, alternativas praticas para o aproveitamento desses residuos vem sendo desenvolvidas
e aprimoradas. Uma técnica bastante explorada em outros paises e de grande potencial no
Brasil, um pais de clima tropical, é a transformacdo desse residuo em um material que possa
ser reaproveitado, a essa técnica da-se 0 nome de compostagem.

A compostagem é uma técnica utilizada para reducéo e reaproveitamento do residuo
solido organico por um processo bioldégico em que microrganismos transformam a matéria
organica (folhas, resto de comida, casca de vegetal, etc.) em um material semelhante ao solo,
que € denominado composto, e que pode ser utilizado como adubo. Esse processo ao mesmo
tempo que melhora a estrutura e aduba o solo, pode reduzir a presenca de plantas daninhas e
microrganismos, como fungos, que possam prejudicar as plantas, reduzindo assim a utilizacdo
de produtos quimicos (SINGH et al, 2011). E necessério reduzir a quantidade significativa de
descarte de residuos alimentares em aterros, area licenciada por érgdos ambientais, destinadas
a receber os residuos so6lidos urbanos, porque o0 assentamento desses tem aumentado em muitos
municipios do estado de Minas Gerais. Por estas razfes, a disposicdo direta de residuos
alimentares devem ser desviados do aterro para sua utilizacdo mediante a técnica da
compostagem, como alternativa & destinacdo desses residuos. Com isso, somamos a outras
técnicas no objetivo de amenizar os impactos causados pela destinacdo incorreta de residuos
organicos, evitando assim o proliferacdo de animais, controle de microrganismos
fitopatogénicos e redugdo do volume de material.

Quais os principais fatores devemos levar em consideracdo para que ocorra a
compostagem adequadamente? A inoculacdo de microrganismos influencia de fato no
processo? Sem apresentar dados estatisticos em relacdo a biodiversidade de microrganismos de
maneira isolada e em experimentos pontuais, se faz necessario, fazer um compilado de varios

trabalhos desenvolvidos utilizando de sistemas e parametros distintos. I1sso de forma que
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possamos extrair informagdes relevantes e Uteis a serem aplicados com a técnica em questéo,
quando analisados em conjuntos.

Em um segundo momento é apresentado o experimento conduzido dentro da
Universidade Federal de Lavras - UFLA no setor de Biodiesel, em que utilizamos como
matéria-prima residuo organico oriundo do Restaurante Universitario - RU e residuo vegetal do
paisagismo, sem qualquer tratamento prévio, em parceria com o laboratério de Microbiologia
Agricola e o Centro de Estudos em Energia Nuclear - CENA em Piracicaba, S&o Paulo.

O objetivo deste trabalho foi destacar os recentes avangos do processo de compostagem
no que se refere ao uso de microrganismos, em especial, procariotos. Conhecer e estudar sua
biodiversidade em diferentes tratamentos: indculo comercial e ndo comercial, assim como
isolar, caracterizar e identificar esses microrganismos. Averiguar sua aplicacdo guanto ao
potencial biotecnoldgico, podendo ser utilizado pela industria para diversas finalidades. Aferir
a auséncia de toxicidade em relacdo ao uso do composto estabilizado na agricultura. Além de
verificar a otimizag&o do tempo de processo da compostagem entre os tratamentos e viabilidade

econbmica, por consequéncia do uso de inoculantes ndo-comerciais.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

O Brasil se destaca na producdo agricola, um setor que tém grande participacdo no
Produto Interno Bruto (PIB). Segundo a projecdo do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento - MAPA, a taxa anual média de crescimento da producédo de lavouras entre 0s
anos de 2017 e 2027 deveré ser de 29,8%. Com as novas tecnologias e modernizagcdo do campo
voltada para a producdo de alimentos, os sistemas agricolas e agropecuérios tém crescido para
suprir a necessidade da populacéo. Esse avango agricola e industrial também tem gerado grande
quantidade e variedade de residuos, causando sérios problemas ambientais (ROSSOL et al.,
2012). Ademais, uma grande quantidade de residuos organicos é gerada anualmente pela
agricultura para a producdo de alimento, mas principalmente durante o preparo das nossas
refeicbes (KIBLER et al., 2018). Essas projecfes elevam seus numeros consideravelmente,
tendo em vista também o crescimento populacional e a demanda por alimentos.

Um método adequado para a reciclagem de residuos organicos, através da
decomposicdo por meio de microrganismos e controle adequado de alguns parametros tais
como: temperatura, pH, condutividade elétrica e umidade. Util como substrato a ser
reincorporado ao sistema. Entretanto, ainda exige a busca por pilares que permitam um processo
projetado para usar grandes quantidades de residuos (TATANO et al., 2015; TSAVKELOVA
et al., 2018). A fracdo organica pode ser destinada a compostagem, tendo como produto final
um residuo organico humificado com potencial de utilizacdo na agricultura (GABHANE et al.,
2012).

Segundo a lei n° 12.305, que institui a Politica Nacional de Residuos Sélidos - PNRS,
estabelece a implantacdo de um sistema de compostagem para residuos organicos sélidos,
integrado a um plano municipal de gestdo desses materiais. Em 1997, o governo de Minas
Gerais projetou o “Minas Joga limpo”, um programa destinado aos municipios com até 20.000
habitantes com o intuito de instaurar alternativas para os problemas de saneamento, dentre eles,
os residuos sélidos urbanos e teve como parceiro a Secretaria de Estado de Meio Ambiente e
Desenvolvimento Sustentavel — SEMAD, a Fundacdo Estadual de Meio Ambiente - FEAM, o
Banco de Desenvolvimento de Minas Gerais — BDMG, a Companhia de Saneamento de Minas
Gerais - COPASA e a Universidade Federal de Vigosa — UFV, segundo a FEAM.

Em 2001, o Conselho Estadual de Politica Ambiental de Minas Gerais (COPAM) langou
a Deliberacdo Normativa 52/2001, deixando claro uma politica de erradicagdo dos lix6es no
estado. Em 2009, foi publicado a POLITICA ESTADUAL DE RESIDUOS SOLIDOS (LEI
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18.031), que define a Gestdo Integrada dos Residuos Solidos Urbanos, como conjunto
articulado de acdes politicas, normativas, operacionais, financeiras, de educagdo ambiental e de
planejamento desenvolvidas e aplicadas aos processos de geracdo, segregacdo, coleta,
manuseio, acondicionamento, entre outras acdes. Grandes quantidades de residuos solidos
urbanos, e principalmente organicos sdo produzidas na sociedade moderna e sua disposi¢ao
representa graves questdes ambientais, sociais e econdmicas (VOBEKOVA et al., 2017). Em
outros paises como os da Unido Europeia tem-se uma gestao de residuos sélidos baseada num
sistema hierarquico integrado com prevencao de residuos como a mais alta prioridade.

Mais recentemente, a resolugdo CONAMA n° 481, de 03 de outubro de 2017, estabelece
critérios e procedimentos para assegurar o controle e a qualidade ambiental do processo de
compostagem, dos quais residuos organicos in natura ou ap0s passarem por algum
procedimento podem ser compostados. Essa resolucdo também permite a adi¢do de lodos de
estacdo de tratamento de esgoto sanitéario, por exemplo, mediante autorizacdo prévia do 6rgao
competente. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA, o
dimensionamento do processo de compostagem deve ser realizado de forma que o produto final
esteja dentro dos limites estabelecidos e possuam caracteristicas exigidas pela legislacdo
brasileira para fertilizantes organicos.

No pais, existem demandas recorrentes quanto as pesquisas que buscam entender a
evolucdo fisico-quimica e bioldgicas que ocorrem e substancias volateis produzidas durante o
processo de compostagem (JURADO et al., 2014b; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2015). A partir
de maio de 2018, a FEAM dispde de novo Termo de Parceria, formalizado com a instituicdo
também Organizacéo da Sociedade Civil de Interesse Publico (OSCIP) — Instituto de Gestéo de
Politicas Sociais - GESOIS, que objetiva dar apoio as acdes desenvolvidas pela Fundagéo junto
aos municipios mineiros para otimizacgdo das alternativas para gestdo dos seus residuos sélidos
urbanos. Dados recentes mostram como é a atual conjuntura no estado de Minas Gerais (Figura
01):
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1.1.1 A compostagem

A preocupagdo com o desenvolvimento sustentavel, juntamente com a gestdo dos
residuos organicos, representa a possibilidade de garantir mudancas sociopoliticas que nédo
comprometam os sistemas ecoldgicos e sociais nos quais sustentam as comunidades. E cada
vez mais notdria a complexidade desse processo de transformagdo de um cenario urbano nédo
sO crescentemente ameacado, mas diretamente afetado por riscos e agravos socioambientais
(JACOBI, 2003; SPADOTTO E RIBEIRO, 2006). O descarte tradicional de residuos organicos,
de origem animal e vegetal, envolve incineracdo ou deposicdo em aterros sanitarios, o que reduz
a eficiéncia do uso do solo e causa problemas ambientais (GABHANE et al., 2012), propagacgéo
de maus cheiros e incéndios, transmisséo de doencas, além de um resultado visual negativo
(FERNANDEZ et al., 2015).

A preocupacdo com o desenvolvimento sustentavel, juntamente com a gestdo dos
residuos organicos, representa a possibilidade de garantir mudancas sociopoliticas que nédo
comprometam os sistemas ecoldgicos e sociais nos quais sustentam as comunidades. E cada
vez mais notdria a complexidade desse processo de transformacdo de um cenario urbano nédo
sO crescentemente ameacado, mas diretamente afetado por riscos e agravos socioambientais
(JACOBI, 2003; SPADOTTO E RIBEIRO, 2006). O descarte tradicional de residuos organicos,
de origem animal e vegetal, envolve incineracdo ou deposicdo em aterros sanitarios (Tabela
01), o que reduz a eficiéncia do uso do solo e causa problemas ambientais (GABHANE et al.,
2012), propagacao de maus cheiros e incéndios, transmissdo de doencgas, além de um resultado
visual negativo (FERNANDEZ et al., 2015). Como ja foi mencionado, a compostagem é um

processo microbioldgico, que ocorre de maneira mais eficiente quando alguns parametros mais

Tabela 01 - Tipologia de Destinacao dos Residuos Sélidos Urbanos (RSU) entre 2013 e 2017.

2013 2014 2015 2016 2017

Pop. Pop. Pop. Po, Pop.
Tipologia de Destinagao de RSU mE:\:: ?pl urba':m mﬁ:ﬂi ? : urba‘:\a v :l o ) urb‘:::\a i 'd ? g urba‘:m B 'd ? ; urba':na
(IBGE Pt uBge ™Y™MSP' gge ™™P' e ™“™P' (BGE

20100  °° 2010) = 2010) 5 2010 °° 2016)
Lixao 264 2281% 264  2194% 246  1862% 241 1895% 223  17.81%
Aterro Sanitario 101  5127% 80  47.58% 134  5140% 155 5160% 197  5334%
Aterro Sanitario nao Regularizado 13 1,70% 45 7.41% 23 7,76% 29 8.85% 31 9.66%
Aterro Sanitario + UTC 4 0,99% 5 1.06% 11 1.12% 15 124% 18 0.83%
uTC 128  468% 123  468% 106  342% 115 371% 125  4.63%
UTC Nao Regularizada 27 078% 34 1,00% 36 1,75% 3%  166% 24 089%
Aterro Controlado 280 1557% 278  1558% 262  1416% 226 1276% 196  1157%
Fora de MG 3 0,05% 3 0,05% 13 0,46% 6 019% 6 0,17%
AAF's em verificagao 33 215% 21 0,71% 32 1,31% 31 105% 33 | 111%
Somatério 853 100% 853 100% 853  100% 853  100% 853  100%

Fonte: FEAM.
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importantes sdo controlados e conduzidos de maneira que favorega essa microbiota a atuar
degradando a matéria-prima.

Por definicdo, € um processo bioldgico, aerdbico e passivel de controle, onde ocorre a
transformacdo da matéria organica em himus inteiramente por acdo microbioldgica.
Recentemente, o interesse por estudos que envolvam esse processo se tornou maior, como
mostra o grafico (Figura 02), atrelado a diferentes maneiras de condugdo da técnica e

culminando em estratégias para otimizagdo do tempo.

Figura 02 - Gréafico de producdo académica-cientifica que contempla compostagem, ao longo
do tempo.
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A compostagem guando conduzida de maneira correta e sob condi¢des adequadas reduz
o volume do residuo e gera um adubo de alta qualidade (Tabela 02). Para obtermos um bom
resultado se faz necessario mantermos uma temperatura adequada, umidade em torno de 40%,
pH equilibrado e alto teor de minerais para que torne o ambiente favoravel a microrganismos
responsaveis pelo processo de decomposicdo (RAWOTEEA et al., 2017). Os parametros
utilizados séo indicadores quanto a conducéo do processo e podem ser acompanhados por meio
de vaérias técnicas, caso contrario, acarretara alguns prejuizos em relacéo a qualidade do produto

final.
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Tabela 02 - Principais problemas, causas e solugdes durante o processo de compostagem.

Problemas Causas Solucéo

. Falta de nitrogénio Adicionar material ricoem N
Temperatura baixas

Umidade baixa Revolver e molhar
Falta de oxigénio (compactacdo)  Revolver
Falta de oxigénio (encharcamento) Revolver

Revolver e adicionar material
SEco e poroso

Odor desagradavel
Umidade de excesso

Moscas e demais Matéria-prima  utilizada e/ou

o . Revolver
animais manejo
Geracdo de chorume Revolver
Cheiro de amonia S « «
Relacdo C/N impropria Correcdo da relacdo C/N

Os principais objetivos do processo de compostagem, de acordo com EPSTEIN (1997),
sdo: a) decomposicdo de matéria organica potencialmente putrescivel em um estado estavel e
produzir um material que pode ser usado para melhorar o solo; b) decomposicao de residuos
em produtos benéficos, podendo ser economicamente favoravel e ambientalmente mais
aceitavel quando comparado a outros métodos de tratamento de residuos; e c¢) desinfetar
residuos organicos infestados com patdgenos, para que possam ser utilizados de maneira segura.
A compostagem, uma pratica agroecoldgica, é importante nos sistemas agricolas de
producdo devido a sua capacidade de integrar as atividades, além de otimizar a ciclagem da
matéria organica (ECHEVERRIA et al., 2011; SUNADA et al., 2015). Na agricultura, da forma
como ela é praticada, ocorre um empobrecimento do solo que quando ndo ha reposicéo, reduz
os indices de produtividade gradativamente. Entre outros, os métodos biolégicos aerados, como
a compostagem, s@o de particular interesse por sua simplicidade operacional e capacidade de
converter o residuo organico descartado de maneira inadequada em fertilizante de alta
qualidade, rica em matéria organica estabilizada e nutrientes para plantas (ALTIERI E
ESPOSITO, 2008; CHENNAOUI et al., 2016).
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1.1.2 Etapas da compostagem

A geracdo de calor € consequéncia das atividades metabdlicas microbianas e
impulsionam as mudancas fisico-quimicas drasticas da matéria organica em produtos finais de
biomassa, CO e himus e que resultara, no final do processo, em uma mistura complexa e rica
em humus (FEDERICI et al., 2011). Durante esse processo, varias enzimas séo liberadas por
microrganismos durante a evolugdo cronologica desse composto até a maturagcdo. A
populagdo termotolerante e termofilica domina o fase intermediaria, produzindo
enzimas responsaveis pela degradacdo de compostos organicos complexos e a

temperatura aumenta ainda mais (LIMAYE et al., 2017).

A temperatura constitui um dos principais indicadores de eficiéncia do processo de
compostagem (VALENTE et al., 2009), variando de 23°C até 70°C durante todo 0 processo
(Figura 03). Pode ser influenciada pelas caracteristicas da matéria-prima, sistema utilizado,
umidade e controle operacional. O processo se divide em quatro principais etapas, a saber: 1)
mesofilica, fase de aquecimento, 2) termofilica, bio-oxidativa, 3) resfriamento e 4) maturacéo
(LOPEZ-GONZALEZ et al., 2015). A primeira etapa é conduzida por microrganismos
mesofilicos, que atuam na decomposi¢do de componentes rapidamente degradaveis da matéria
organica. Esses sdo responsaveis pelo aumento da temperatura, proximas da ambiente, até em
torno de 45°C, devido ao metabolismo exotérmico, durante a oxidagdo da matéria organica.

Com esse aumento de temperatura a microbiota mesofilica é suprimida e da espacgo para
a segunda etapa, propriamente dita (VALENTE et al., 2009). Comumente denominada
termofilica, a etapa apresenta temperaturas entre 50°C e 65°C e ocorre durante
aproximadamente 40 dias. A segunda fase € o estagio na qual a matéria atinge a humificacédo e
producdo do composto curado. Nessa etapa ocorre a degradacdo ativa da matéria organica,
presenca de bactérias que degradam lipidios; actinobactérias e fungos que contribuem na
degradacdo da celulose e lignina, transformando-as em substancias humicas, que caracterizam
0 composto. Essa € de grande importancia para que diminua o numero de possiveis
microrganismos patogénicos do residuo orgéanico (ORRICO et al., 2018), como plantas
espontaneas, ovos de parasitas e insetos. Temperatura acima de 65°C deve ser evitada, pois
causam a eliminacdo de microrganismos mineralizadores e atuantes na degradagdo dos
residuos. A fase de resfriamento, terceira fase, ocorre com aproximadamente 70 dias em que as
temperaturas atingem valores inferior a 45°C (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2015) e d4 inicio a



26

ultima fase, a de maturacdo do composto, quando as temperaturas se estabilizam e s&o

controladas abaixo de 40°C durante 30 a 60 dias, a depender das condi¢cdes ambientais.

Figura 03 - Mudanca de temperatura em trés pilhas de composto. Detalhe para a evo-

lucdo da temperatura na fase bio-oxidativa.
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O produto da compostagem, hamus, & composto de matéria organica mineralizada e

resistente a decomposicao pelos microrganismos. No solo, vao sendo lentamente decompostas

pelos microrganismos e liberando nutrientes que sdo utilizados pelas raizes das plantas, ao

contrario de adubos sintéticos. Outra importante contribuicdo é a formacdo de pequenos

grénulos que ajudam na retencéo e drenagem da agua e melhoram a aeragéo do solo. Entretanto,

quando se aplica um composto que ndo alcangou a maturidade, pode ocorrer a mineralizagdo
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do nitrogénio, gerar mau cheiro e inibir a germinacao de sementes. A toxidade de um composto,
geralmente esté relacionado a sua concentracdo (YOUNG et al., 2016).

A fase de maturacdo de um composto é o periodo de estabilizacdo que produz um
composto livre de toxidade. Alguns fatores nos indicam se um composto esta maduro e pronto
para utilizar ou néo, por exemplo, valores baixos de pH indicam que o processo ndo chegou ao
fim (CERRI et al., 2008). A utilizagdo de plantas sensiveis em testes bioldgicos informa sobre
o0 potencial fitotoxico do fertilizante (ASSIS et al., 2017), no nosso caso, composto utilizado
para mesma finalidade. A fitotoxidade é uma indicacdo de que o fertilizante ndo se encontra
suficientemente curado ou que contém substancias toxicas e as plantas respondem alterando
seu padrédo de desenvolvimento (CERRI et al., 2008; MONDA et al., 2017). A maturagéo
incompleta do material organico pode resultar em quantidades desproporcionais das fracdes de
baixo peso molecular, a fracdo dos acidos fulvicos. Durante o processo de maturacéo, a matéria
organica se complexa, e substancias himicas vao sendo sintetizadas (SPADOTTO E RIBEIRO,
2006). O composto deve ser incorporado ao solo trinta dias antes da instalagdo da cultura, tanto
em culturas anuais, como perenes. No caso de culturas perenes instaladas (como a do café e das
frutiferas), esse adubo organico devera ser enterrado formando uma coroa ao redor das plantas
(CERRI et al., 2008).

O produto final é diretamente afetado por fatores ambientais e forma geométrica das
leiras ou pilhas de compostagem. O composto deve apresentar ao final do processo uma textura
mais homogénea possivel (SPADOTTO E RIBEIRO, 2006). Quando possivel é feita a
trituracdo do material organico em fragmentos de até 3 cm, antes de ser compostado, de forma
a aumentar a qualidade do produto final, pois melhora a distribuicdo de temperatura e menor

perda de calor da pilha.

1.1.3 Parametros fisico-quimicos

As analises fisico-quimicas, no controle do processo, sdo de grande relevancia
principalmente por serem parametros de qualidade em relacédo a estabilizacdo do mesmo. Um
composto nao estabilizado pode reduzir o teor de oxigénio no solo, imobilizar o nitrogénio,
apresentar cheiro desagradavel e até mesmo inibir a germinacdo de sementes (FERNANDEZ
et al., 2015). No entanto, a compostagem tradicional também tem algumas desvantagens, como
0 longo periodo de tempo e a perda substancial de nitrogénio (N), reduzindo a eficiéncia da

compostagem, e também a disponibilidade de nutrientes (RICH et al., 2018).
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Dentre os fatores principais que determinam as caracteristicas do produto final, como a
temperatura, devemos considerar também a matéria-prima, umidade, pH, condutividade
elétrica, relagdo C/N, concentracdo de sais e concentracdo de nutrientes. De maneira geral,
residuos de origem orgéanica sao descartados de modo inadequado ou reutilizados sem muito
critério. O reaproveitamento desses residuos oriundos do processo produtivo na agricultura,
na pecudria, agroindustria e da urbanizacdo sdo formas de garantir o desenvolvimento
socioeconémico do pais de maneira mais sustentavel (SPADOTTO E RIBEIRO, 2006). As
misturas e uso de residuos exercem influéncia sobre a composicdo quimica do produto final.
Pode-se citar ainda: lodos das estacdes de tratamento de efluentes (ABREU-JUNIOR et al.,
2015), restos culturais, sobras de alimentos, palha de cana-de-agUcar, cultura em que o Brasil
se destaca, entre outros, que quando aplicado diretamente ao solo pode implicar em perdas de
nutrientes, danos fisioldgicos as plantas, entre outros fatores negativos (ABREU-JUNIOR et
al., 2015). A matéria organica é a principal fonte de B dos solos as plantas, por exemplo, um
micronutriente importante na formacdo da parede celular, intervém na absorcdo de céations
como o Ca, florescimento e processo de frutificacdo (FAQUIN, 2015). O composto, em certas
situacOes pode ser a melhor escolha, como fonte de M.O. humificada, tornando o solo mais
aravel, assegurando a conservacdo da umidade e protegendo-o da evaporacdo, frio e calor.
Portanto, solos arenosos e com baixos teores de matéria organica e a ocorréncia de fatores que
diminuem a sua mineralizacao, predispdem as culturas a caréncia do micronutriente (FAQUIN,
2015).

Em grande quantidade, a irrigagdo pode tornar o meio anaerdbico, producdo de
chorume, percolacdo de nutrientes, emitir odores desagradaveis e, portanto atrair animais
indesejaveis e vetores de doencas (CERRI et al., 2008). Por outro lado, quando o fornecimento
de irrigacdo é reduzido, a velocidade de decomposicdo sera menor, ou seja, 0 tempo para obter
um produto final estabilizado serd maior e sua qualidade pode nédo ser tdo boa. A umidade deve
ser mantida entre 40% e 60%, pois quando em valores menores a velocidade do processo de
decomposicdo é bastante reduzida e quando acima a pilha fica muito encharcada a ponto de
gerar uma condicdo de anaerobiose (VALENTE et al., 2009), devido ao preenchimento dos
espacos vazios (porosidade) do material.

Aeracéo é discutida por varios autores (INFORSATO E PORTO, 2016; JURADO et al.,
2014b; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2015; ABREU-JUNIOR et al., 2015); 0s quais sugerem
que ela favoreca a oxigenagéo, secagem e redugdo em volume do material a ser compostado, a

partir do fornecimento de O para atividade microbioldgica (energia), remocao da umidade da
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massa em compostagem e remocdao do calor, diminuindo a temperatura da massa (PASSOS,
2014). Durante todo o processo de compostagem, além de fornecer condi¢es favoraveis a
atividade microbiana, ocorre a remocao de gas carbonico, agua e calor, resultando em reducéo
do volume final do composto em relacéo a quantidade de residuos utilizados na mistura inicial.

Passos (2014) afirma também que a presenca de oxigénio confere elevacdo da
temperatura e aceleracdo do processo. Na primeira etapa da compostagem, como 0S materiais
estdo sobrepostos, ocorre a compactacao natural, provocando a expulsdo do oxigénio existente
entre as camadas. Consequentemente, as temperaturas tendem a ser mais baixas, devido ao
processo aerébico dos microrganismos.

A condutividade elétrica tende a diminuir com a compostagem. Logo, a incorporacao
de compostos organicos mal amadurecidos ao solo aumenta a concentracdo de sais no solo e a
sua condutividade elétrica (C.E.) devido a salinidade do composto. Ao final do processo de
maturacdo a condutividade elétrica ndo deve ultrapassar 4000 ps.m™, pois no decorrer do
processo a fragdo mineral aumenta, enquanto a presenca de sais diminui. A disposi¢édo de lodo
de esgoto, composto de lixo e vinhaga, entre outros residuos organicos, pode aumentar a
condutividade elétrica devido aos altos teores de sais nos residuos (ABREU-JUNIOR, 2015).

O pH, no inicio do processo apresenta valores mais acidos, em torno de 5,0, devido a
formacdo de acidos orgéanicos ou acumulo de &cidos intermedirios, indicando também, falta
de maturacdo no processo ou ocorréncia de anaerobiose no interior da pilha (KIEHL, 2004).
Apbs os primeiros dias, o pH se eleva, a medida que os acidos sdo metabolizados, alcangando
pH em torno de 7,5 a 9,0, ao fim do processo. Durante o processo, pode haver a adigdo de
calcério para elevagdo do pH, mas este aumento pode ocasionar a volatilizagdo do nitrogénio
na forma de amoniaco, gerando odores desagradaveis (COLOMBO, 2016).

A matéria organica do solo esta formado por compostos geralmente incolores e que sdo
exclusivos do solo. A maioria dessas substancias sdo compostos simples, de baixo peso
molecular, utilizado geralmente pelos microrganismos como substrato e necessita sua reposicao
ao solo, esse que é complexo e dinamico (MOREIRA et al., 2006). Entre esses compostos se
encontram proteinas e aminoacidos, carboidratos simples e complexos, resinas, ligninas, alcool,
auxinas, aldeidos e &cidos aromaticos e alifaticos, componentes em maiores ou menores escalas
em um composto pronto. Esses compostos constituem aproximadamente, de 10 a 15% da
reserva total do carbono organico nos solos minerais (GABHANE, 2012).

Os microrganismos variam quanto a suas exigéncias, fatores de crescimento e a

capacidade de utilizarem diferentes substratos que compdem os alimentos. E para sua
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multiplicacdo € necessario que estejam disponiveis: agua, vitaminas, sais minerais, nitrogénio,
e o carbono, que é fonte de energia para que ocorra a respiragdo e atividade microbiana e
representa 50% da massa celular dos microrganismos (VALENTE et al., 2009). A relacdo C/N
considerada ideal no processo de compostagem é 30/1, considerando-se aceitaveis os limites de
25/1 e 35/1 (EPSTEIN, 1997), para proporcionar a intensificacdo da atividade microbiana e
diminuicdo no tempo de compostagem. Essa proporcdo (Tabela 03), esta relacionada com a
transformacéo do residuo organico em adubo e a regulacdo dos microrganismos que atuam na
decomposicéo.

O valor C/N de cada residuo pode ser feito por anélise em laboratdrio, ou ainda pela
equacéo:

(30.Nn)-Cn
Cc— (30— Nc)

PMRC =

Onde, PMRC ¢ a Parte do Material Rico em Carbono; Nn é o teor do material rico em
nitrogénio; Cn, o teor de carbono do material rico em nitrogénio; Cc, o teor de carbono do
material rico em carbono e Nc, o teor de nitrogénio do material rico em carbono.

Assim, quando obtiver uma alta relagdo C/N, sera possivel o retardamento do processo,
ja que os microrganismos ndo serdo capazes de digerir todo carbono presente; e no caso de
baixo C/N, ocorre anaerobiose, pois o oxigénio é consumido rapidamente (GOMES, 2011). O
nitrogénio € essencial para a composicdo das proteinas, que representam metade da biomassa
microbiana e importante para o crescimento da célula de microrganismos heterotréficos,
envolvidos no processo (VALENTE et al., 2009).

Tabela 03 - Composic¢édo de alguns materiais empregados na compostagem (material seco a

110°C).
Material M.O C/N C (g/kg) N (g/kg) P20s(g/kg) K20 (g/kg)
Capim-colonido 910,3 2711 504,9 18,7 5,3 -
Borra de café 867,9 25/1 4775 19,1 1,7 0,2
Esterco de gado 621,1 18/1 345,6 19,2 10,1 16,2
Esterco de galinha 540 10/1 304 30,4 47 18,9
Feijao guandu 959 29/1 5249 18,1 59 11,4
Grama batatais 908 36/1 500,4 13,9 3,6 -
Serragem de madeira 934,5  300/1 519,2 0,6 0,1 0,1

Fonte: (Kiehl, 1985) adaptada.
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A concentracdo de nutrientes no composto varia com a diversificacdo dos residuos
organicos, e consequente populacdo e intensidade da atividade microbiana. Os microrganismos,
conhecidos como autotroficos sdo capazes de obter carbono a partir da sintese do CO2, como
principal ou unica fonte de carbono. Durante a compostagem, alguns componentes da materia
organica sdo utilizados pelos proprios microrganismos para formacao de seus tecidos, outros
sdo volatizados ou sdo transformados biologicamente em uma substancia escura, uniforme e de
aspecto amorfa, rica em particulas coloidais, com propriedades fisicas, quimicas e fisico-
quimicas inteiramente diferentes da matéria-prima original (GOMES, 2011).

Ainda, no inicio da decomposicdo ocorre a formacdo de acidos organicos e a
incorporacdo de carbono orgénico ao protoplasma celular microbiano, o que torna o meio mais
acido em relacdo ao inicial (VALENTE et al., 2009), e posteriormente retoma a pH mais
alcalino. Isso ocorre principalmente devido a grande presenca de microrganismos mesofilos
que elevam a temperatura até 40°C aproximadamente e, em decorréncia de sua atividade,

convertem C organico na forma de CO: para a atmosfera (VALENTE et al., 2009).

1.1.4 Inoculantes bioldgicos e aditivos quimicos

Com o intuito de acelerar o processo de compostagem, obter um composto rico em
nutrientes e livres de agentes patogénicos ou ainda sementes de plantas espontaneas, é comum
o uso de inoculantes bioldgicos e aditivos quimicos favoraveis (SILVA et al., 2017). Os
inoculantes, geralmente sdo uma mistura de diferentes microrganismos presentes em esterco de
animais ou ainda microrganismos isolados, tais como bactérias, actinobactérias e fungos que
possuem alta capacidade de degradacdo de compostos (KARNCHANAWONG E NISSAIKLA,
2014). Os aditivos utilizados variam com a disponibilidade na propriedade, desde cinzas de
carvéo, cinzas de madeira, farinha de 0sso, esterco de animais, nutrientes minerais, ou formas
prontamente disponiveis de carbono, enzimas e compostos que equilibram o pH (GABHANE
et al., 2012). Em condi¢bes de umidade adequada, temperatura, relacdo C/N suficientes e
aeracdo, o tempo para obter um composto pode ser reduzido.

A propria natureza tem a capacidade de manter o seu sistema estavel e em equilibrio.
Isso com a ajuda das plantas, animais e todos os demais organismos que a compdem. Os
microrganismos ambientais, ditos eficientes ou ainda indigenas, nada mais sdo que
microrganismos nativos encontrados em mata, locais com serrapilheira, processos
fermentativos ndo controlados, solos férteis e em plantas, a saber: leveduras, actinobactérias,

bactérias produtoras de acido latico e fotossintéticas (BONFIM, 2011), e que geralmente séo
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responsaveis pela decomposicdo da matéria organica e protecdo das plantas a enfermidades.
Descoberto pelo professor Teruo Higa, da Faculdade de Agronomia da Universidade de
Ryukyus, Japdo, o EM, como é mais conhecido, € o resultado do cultivo composto de
microrganismos anaerobicos, aerobios, e de outras dezenas de microrganismos de diferentes
atuacles (os principais sdo as bactérias produtoras de acido lactico, actinobactérias, as
leveduras, as bactérias fotossintéticas e fungos).

A maioria dos bioinoculantes produzidos atualmente consiste em estirpes microbianas
fermentadas ou cultivadas separadamente gerando o produto final com inoculos puros (CALVO
et al., 2014). Microrganismos Ambientais (MA), como sdo chamados nesse trabalho, é uma
colecdo de microrganismos com alto potencial de biodegradacéo e compostagem encontrados
na serapilheira, em matas. S&o compostos por um coquetel de microrganismos que auxiliam no
processo de decomposicéo e sdo ativados com alguma fonte de energia, como melago ou agucar,
em &gua desclorada. Os inoculantes sdo geralmente misturas contendo microrganismos,
nutrientes minerais ou formas prontamente disponiveis de carbono e enzimas, que balanceiam
0 pH promovendo o aumento da atividade microbiana quando o produto esta em contato com
os residuos (PATLE, 2014). A eficiéncia desses inoculantes ndo estd bem elucidada, ainda que
haja varios produtos comerciais que possam ser utilizados no processo de tratamento de
residuos solidos organicos.

1.1.5 Vantagens dos compostos organicos no solo

A preocupacdo com o desenvolvimento sustentavel representa a possibilidade de
garantir mudancas sécio-politicas que ndo comprometam os sistemas ecoldgicos e sociais nos
quais se sustentam as comunidades (JACOBI, 2003). A compostagem é ambientalmente segura,
e entre as principais vantagens esta: a reducao da quantidade de lixo nos aterros e lixdes, evita
as queimadas que poluem o ar, menores ricos de contaminacdo de rios por lixiviacdo, dentre
outros. Além do mais, o uso do composto auxilia na agregacdo do solo melhorando a sua
estrutura e pode reduzir a necessidade do uso de herbicidas e pesticidas, eliminando também os
possiveis patogenos, melhorando a saude do solo (CARON et al., 2015).

Sdo varios os beneficios oferecidos pelo composto: Enriquece a terra em nutrientes
disponibilizando-os para as plantas de maneira lenta; melhora a drenagem nos solos argilosos
e a retencdo da &gua nos solos arenosos; ajuda na aeracéo e na habilidade de reter agua, pois
aumenta a capacidade de infiltracdo de agua; e melhor condicionamento do solo, reduzindo

assim a erosdo. Com isso realiza uma “adubagdo de disponibilidade controlada”, ou seja,
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permite que os vegetais retirem 0s nutrientes que precisam de acordo com suas necessidades,
ao longo de um tempo maior (VICENTINI et al., 2009).

Aproveitamento agricola da matéria organica ndo é feito apenas pelo agricultor, mas
também pela microbiota do solo. O nimero de minhocas, insetos e microrganismos desejaveis
é aumentado, devido a presenga de matéria organica, o que reduz a incidéncia de doencas de
plantas e também dificulta ou impede a germinacdo de sementes de plantas esponténeas
(CERRI, 2008).

1.1.6 Procariotos

A presenca de bactérias e outros organismos no solo se faz muito importante para o
equilibrio e resiliéncia do sistema como um todo, por meio de relagdes simbioticas e
antagobnicas, na producdo de enzimas e degradacdo em nutrientes assimilaveis pelas plantas
(MORENQO et al., 2013). Na compostagem, de maneira analoga, a comunidade microbiana
presente em residuos organicos geralmente executa o0 processo de decomposicdo
satisfatoriamente, estabilizando residuos organicos através da degradacdo de componentes
biodegradaveis sob condicdes adequadas. E um processo bioldgico e aerdbico que envolve
microrganismos e vem ganhando destaque na agricultura sustentavel e ética pela praticidade e
demanda de poucos recursos para sua pratica, capaz assim de melhorar a eficiéncia do uso de
nutrientes e a qualidade do produto final.

As actinobactérias € um grupo de microrganismos gram-positivos com alto teor de G+C
(Guanina + Citosina), em torno de até 70% do total de nucleotideos, que compdem o filo
(BREED et al., 1957). Exibem uma grande variedade de morfologias, como cocoide
(Micrococcus) ou cocobacilo (por exemplo, Arthrobacter), ocorre fragmentacéo de hifas (por
exemplo, Nocardia spp.) e podem ser altamente diferenciadas em micélio ramificado (por
exemplo, Streptomyces spp.). Também, exibem diversas propriedades fisiologicas e
metabolicas, tais como a producdo de enzimas extracelulares e a formacdo de uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios (AZUMA, 2011). Sdo amplamente distribuidos em
ecossistemas naturais, desenvolvem micélios aéreos e séo cultivaveis em meios solidos,
representando grande parte da populagdo de microrganismos que vivem no solo (MINOTTO,
2014). Durante o processo de compostagem esse grupo € de grande importancia na degradacéo
de materiais compostos principalmente por celulose e lignocelulose, quando em pH neutro. E
sua caracteristica de formacéo de esporos fazem com que esses microrganismos permanegam

ao longo do processo, ainda que em temperaturas mais elevadas. Algumas cepas podem
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constituir um risco respiratorio para trabalhadores que operam no manejo da compostagem
(OLIVEIRA, 2013), inclusive durante o revolvimento, quando esse for o caso.

As bactérias lacticas estdo compreendidas pela ordem Lactobacillales (Reino Bacteria;
Filo Firmicutes; Classe Bacilli). Essa ordem é, por sua vez, subdividida em 6 Familias:
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e
Streptococcaceae, compreendendo mais de 530 espécies e subespécies. Existem outros
microrganismos gram positivos produtores de acido lactico, mas pertencentes ao Filo
Actinobacteria, 0s géneros Aerococcus, Microbacterium e Propionibacterium (AZUMA,
2011).

As bactérias lacticas sdo essencialmente mesdfilas, com algumas linhagens terméfilas,
sendo capazes de crescer num intervalo de temperaturas de 5 a 45°C. E um grupo heterogéneo,
com cocos e bacilos, gram positivas, ndo formadoras de esporos, anaerdbias e aerotolerantes.
Tém a capacidade de crescer a pH de 3,8 e sdo proteoliticas fastidiosas em relacdo a alguns
aminoacidos. Produzem grande nimero de enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, que
transformam os nutrientes fundamentais do leite e do queijo em compostos com propriedades
sensoriais desejaveis (LIMA, 2009). Também produzem varios fatores antimicrobianos,
incluindo acidos organicos, perdxido de hidrogénio, nisinas, bacteriocinas, diacetilo e
acetaldeido, que atuam favoravelmente nos produtos alimentares, fazendo parte dos

microrganismos capazes de exercer efeitos benéficos ao hospedeiro (LIMA, 2009).

1.1.7 Atividade Enziméatica

A degradacdo de materiais lignocelulésicos até monossacarideos como a glicose néo é
um processo simples. Para melhorar a eficiéncia sao utilizados alguns processos prévios para a
abertura ou rompimento da fibra por meio de ataques fisicos e quimicos (INFORSATO E
PORTO, 2016). As espécies que dominam o processo de compostagem liberam uma gama de
enzimas hidroliticas, em particular, celulases, hemicelulases, proteases, lipases, fosfatases e
arilsulfatases (HE et al., 2013). As enzimas sdo moléculas de natureza proteica que catalisam
as reacOes quimicas e sdo dependentes de fatores como a temperatura e pH. Para cada tipo de
enzima especifica hd uma temperatura 6tima, na qual a velocidade da reacdo é maxima,
permitindo que a desnaturagdo enzimatica ndo ocorra. Uma vez que 0s compostos prontamente
degradaveis serdo esgotados, atividades enzimaticas microbiana decompdem materiais
poliméricos, proporcionando mais compostos soliveis (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2014).

Atualmente, a maioria das lignocelulases comercialmente exploradas e 0s processos comerciais
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de biodegradacdo dependem principalmente de microrganismos fangicos ou bacterianos,
enquanto as actinobactérias sdo relativamente menos explorados para 0 processo de
biodegradacao (Limaye, 2017).

A biodegradacdo de diferentes componentes poliméricos ocorre provavelmente de
maneira simultinea ao longo do processo e ndo de maneira isolada, devido a
multifuncionalidade da microbiota, segundo Lopéz-Gonzalez (2014). Os microrganismos séo a
principal fonte de producdo de amilase, por exemplo, devido aos requisitos de crescimento,
acessibilidade, eficiéncia, eco-friendly e custo-beneficio, em compara¢do com outros recursos
como animais e plantas (PAUL, 2016). As amilases degradam o substrato amido, um composto
organico formado por amilose e amilopectina, que faz parte da composicdo da massa vegetal e
da massa animal e, é decomposto por microrganismos no solo. Considerado a reserva vegetal,
0 amido é o composto organico mais importante, no que diz respeito ao armazenamento de
energia (MINOTTO et al., 2014). As amilases estéo entre as enzimas mais importantes e séo de
grande importancia para a biotecnologia.

As celulases sdo enzimas de estrutura complexa, responsaveis pela degradacdo de
materiais celuldsicos, promovendo sua hidrélise (CASTRO, 2010) e, no solo representa fracao
significativa de carbono organico. A celulose é formada da jungdo de milhares de moléculas de
glicose e € o principal componente da parede celular em plantas, sendo um polissacarideo
altamente resistente e que confere rigidez a estrutura do vegetal. As lipases agem sobre 0s
lipideos e sdo utilizadas no tratamento de efluentes industriais com altos teores de matéria
organica. Hemicelulases sdo formadas por polimeros de hexoses, pentoses e acidos urdnicos,
de forma linear ou ramificada. As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam
substancias pécticas, hidrolisando ligacbes glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica. Podem
ser despolimerizantes ou desesterificantes e sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos,
bactérias e leveduras (UENOJO E PASTORE, 2007). As pectinases sdo usadas pelas industrias
de alimentos no amadurecimento de frutas e estdo presentes em frutas citricas, pera, péssego e
na maca, principalmente.

O monitoramento desses microrganismos em sucessdo € fundamental para o
gerenciamento eficaz do processo de compostagem, taxa de biodegradacdo e qualidade do
composto, uma vez que o aparecimento de alguns microrganismos reflete a maturidade do
composto (CHAN, SELVAM & WONG, 2016). Alguns trabalhos sugerem como estratégia a

inoculagdo com microrganismos externos, que poderia potencialmente melhorar a maneira
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como se processa esses residuos acelerando o periodo de compostagem devido a interagdo com
0s microrganismos, ja ali preestabelecidos.

No inicio do processo, compostos organicos sao facilmente disponiveis e relativamente
abundantes, microrganismos sdo extraordinariamente ativos e crescem rapidamente. Além
disso, varios isolados bacterianos foram encontrados por pesquisadores (INFORSATO E
PORTO, 2016; JURADO et al., 2014a) exibindo uma ampla gama de capacidades metabdlicas,
tais como polimeros (lignocelulose, proteina, lipidios, pectina e amido) decomposicdo e
solubilizacdo de fosfato que podem encontrar muitas aplicacdes biotecnoldgicas.

Por outro lado, organismos patogénicos também séo identificados como o0s géneros
Listeria e Clostridium que podem causar infeccdo alimentar e diarreia, respectivamente,
geralmente eliminados com o aumento da temperatura (CHAN, SELVAM, & WONG, 2016;
MORENO et al., 2013; QIAN et al., 2014). Por isso, se faz importante a conducdo, segundo
critérios pré-estabelecidos como temperatura e uso de determinadas matérias primas, afim de
ndo manter presentes esses microrganismos que possam vir a prejudicar a saude humana.

Nos processos de compostagem em que ha predominancia de atividades bacterianas e
aerobicas, tanto a quantificacdo da taxa de consumo de oxigénio (O2) como a taxa de geracédo
de dioxido de carbono temporal (CO2) podem ser realizadas em ambiente controlado
(SCOTON, BATTISTELLE, BEZERRA, & AKUTSU, 2016), o contrério ndo pode acontecer
em ambientes abertos, em que esse controle é feito com outras alternativas.

Quando em sistemas abertos, foi observado que a comunidade bacteriana foi muito
afetadas pela temperatura da pilha, mas subsequentemente se associaram aos diferentes
tratamentos usados nos processos de compostagem (ZHONG et al., 2018). A microbiota tem
sido tradicionalmente relacionada flutuacdes de temperatura dentro da pilha de compostagem.
Essas alteracBes sdo cruciais para descrever atividade microbiana durante todo o processo e
atingir a estabilidade do material (MORENO et al., 2013; LOPEZ-GONZALEZ,2015). Xie
(2017) aponta que as estirpes do filo Proteobacteria exibiram forte tolerdncia a baixa
temperatura e que é efetivo na degradacdo organica durante a compostagem a baixas
temperaturas. Jurado (2014b) obteve em maioria, isolados procarioticos, firmicutes, seguido
por Actinobacteria enquanto que apenas dois isolados pertenciam a Proteobacteria na fase final.

Ha uma grande diversidade entre os materiais utilizados como base do composto, e
mesmo a proporcao (Carbono/Nitrogénio) foi muito variavel, sendo de 10/1 no trabalho de
Véazquez-Campos (2017) até valores mais altos 62/1 segundo Soares et al. (2017) em um dos

seus tratamentos, o que influencia diretamente na presenca ou ndo de alguns microrganismos
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especificos. O carbono fornece a fonte de energia priméria para 0 metabolismo microbiano, e 0
nitrogénio é critico para o crescimento da populagdo microbiana, alterando a biomassa
microbiologica do composto.

Zhong (2018) em seu estudo observou que as comunidades bacterianas eram mais
filogeneticamente diferentes entre as fases de sucessdo do que entre o0s tratamentos,
demonstrando dessa maneira a forte ligacdo da microbiota com a temperatura como afirma
outros pesquisadores (AWASTHI et al., 2014; QIAN et al., 2014; ZHONG et al., 2018),
apresentando uma rotatividade filogenética similar entre tratamentos.

Podemos observar a eficiéncia quando fazemos a pratica de inoculacdo de bactérias
como Bacilus subtilis, Bacilus thuringiensis (ZHAO et al., 2013); fungos como Coprinopsis
cinerea, Coprinopsis comatus, Trichoderma harzianum e Rhizopus oryzae (ZHAO et al., 2013);
Pseudomonas fragi, Pseudomonas simiae, Clostridium vincentii, Pseudomonas jessenii e
lodobacter fluviatilis (XIE et al., 2017) e cepas de bactérias degradadoras de celulose (WANG
et al, 2014). Esses microrganismos depois de isolados, quando aplicados no composto
apresentam alto potencial na decomposicdo (WANG et al., 2014) e degradacdo da matéria
organica e liberacdo de calor consequentemente. Sucessivamente, com o aumento do calor o
meio se torna favoravel ao surgimento de actinobactérias, bactérias e outros fungos terméfilos
que degradam lipideos, hemicelulose, celulose e lignina, sendo caracterizada desta forma, a fase
de reducdo da massa e volume enleirados (SUNADA et al., 2015).

Nakasaki & Hirai (2017) ao inocular leveduras, Pichia kudriavzevii RB1 a uma
temperatura constante de 40°C por um periodo de tempo até que se estabelecesse no meio,
ocasionou a degradacdo de &cidos organicos antes encontrados na matéria prima e também
daqueles produzidos durante o processo de decomposi¢do do material. (TSAVKELOVA et al.,
2018) obteve isolados de microrganismos principalmente Firmicutes (Acetivibrio sp., Herbinix
sp., Thermoanaerobacterium sp., Tepidanaerobacter sp.) isolados de sedimentos de lagoa,
estrume de bovino e de zebra, confirmou-se a presenca e, assim, o papel proeminente das
bactérias sintroficas oxidantes do acetato em suas interagdes cooperativas com 0S
metanogénicos hidrogenotroficos que fornecem um funcionamento estavel e eficiente da
comunidade microbiana.

Os microrganismos podem mineralizar completamente a matéria organica em dioxido
de carbono e agua, secretando enzimas. Varios estdo envolvidos em Varios processos
bioquimicos em diferentes fases de compostagem. Assim, a estratégia para inocular potenciais
microrganismos (RAHMAN, 2018).
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1.1.8 Identificagdo de microrganismos

A identificacdo de microrganismos pode ocorrer de varias maneiras: Uma delas e
recentemente muito utilizada principalmente em estudos de compostagem € a metagendmica e
extracdo de DNA total de amostras (FERNANDEZ-DELGADO, 2015; MARTINS, 2013),
entretanto além de ser uma técnica onerosa, ela impossibilita o cultivo dos microrganismos
identificados em laboratorio. Isso, em muitas das vezes pode gerar uma dificuldade muito
grande, se o interesse do estudo ndo for puramente o conhecimento da biodiversidade.

Em laboratério é feito o uso de microscépio eletrébnico que pode oferecer informacgdes
visuais como a superficie do organismo, presenca de esporos e micélio, como € o caso de
actinobactérias e sua estrutura (OLIVEIRA, 2003). Testes bioguimicos como catalase,
motilidade e esporulacdo também podem auxiliar e agrupar 0os microrganimos de maneira a
facilitar os estudos e otimizar o tempo, visto que muitas dessas caracteristicas sao comuns entre
0S microrganismos.

O MALDI-TOF é uma ferramenta poderosa para identificacdo rapida e altamente resolutiva
de microrganismos (STETS, 2013). A técnica é baseada na detec¢do do peso molecular das
moléculas celulares mais abundantes (proteinas e peptideos) e usando a informacao de espectro
de massa como impressdo digital para um organismo particular. Os dados sdo gerados em uma
lista de pico usando o software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), a
coleta de pico é realizada com o método centroide do pico, altura de 80%, picocom0,1m/ze
sinal / ruido superior a 3, seguido de um subtracdo e suavizacdo da linha de base (STETS, 2013).
Com essa ferramenta é possivel agrupar os microrganismos e identificados segundo o banco de
dados cadastrado, que pode ser mais amplo conforme a biblioteca utilizada.

As comunidades microbianas podem executar atividades importantes relacionadas ao
processo de compostagem, principalmente na determinacéo do destino e mobilidade de alguns
elementos no ambiente (VAZQUEZ-CAMPOS et al., 2017) e degradacio de alguns substratos
através de reacGes quimicas. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi compreender a
biodiversidade microbiana de procariotos, sua evolugdo temporal e caracteristicas enzimaticas
importantes durante a compostagem de residuos organicos e sua comparagdo com outros

parametros quimicos, geralmente empregados como indices de qualidade e maturidade do
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composto final. Dessa forma, podemos estabelecer uma relagdo entre a atividade

microbioldgica e degradagdo ao longo do processo.

1.1.9 Ensaios de fitotoxicidade

A aplicacdo de compostos imaturos pode causar deficiéncia de nitrogénio as plantas,
nutriente de extrema importancia, e também torna o meio fortemente redutor, aumentando a
solubilidade de compostos com metais pesados. Além disso, a presenca de certos acidos
organicos, como propidnicos, isobutirico e acético, em teor bem maior quando o composto é
imaturo, inibe a germinacdo ou causa a fitotoxidade. O efeito da salinidade € muito drastico na
fase de germinacdo das plantulas, uma vez que elas sdo muito mais susceptiveis a alteragdes do
ambiente do que plantas em outras fases de desenvolvimento e representa o principal fator
limitante para a germinacdo de sementes e crescimento de plantulas (BUSTAMANTE, 2008
APUD JARA-SAMANIEGO et al.,2017).

Ensaios de fitotoxicidade consideram a germinacdo e crescimento de raizes de espécies
vegetais distintas como indicadores de respostas bioldgicas para a estabilizacdo de biossélidos
(MENDES et al., 2016). Ainda que nao tenha definida qualquer padronizacdo em relacao as
espécies utilizadas, algumas podem ser mais observadas entre os trabalhos em que se pretende
testar a fitotoxidade de substrato como: alface - Lactuca sativa L. (MANAS et al., 2016);
rabanete - Radish (HUANG et al.; ZHANG et al. 2016), agrido - Lepidium sativum L.
(CESARO et al., 2015). Portanto, o teste de germinacdo de sementes tem sido amplamente

aceito para avaliar a qualidade do composto.
1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Processo de compostagem

O experimento foi conduzido no setor de Biodiesel da UFLA, em casa de vegetagédo
coberta por polietileno de baixa densidade, em blocos de alvenaria com volume de 1 m? (cada
célula) e tubos de aeragdo de 5 cm de diametro atravessando as células no sentido horizontal,
pela base das células de compostagem, com orificios de 1 cm de diametro, em 3 pontos (25 cm,
50 cm e 75 c¢cm) do tubo (Figura 04) injetado por um compressor radial da marca Ventbras,
modelo CV-501, com vazédo de 6,3 m3/min, visando a renovacgdo da atmosfera no interior do

composto.
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Consistiram em trés tratamentos (indculo ambiental, in6culo comercial e controle) e
seis repeticOes, totalizando dezoito unidades experimentais em blocos inteiramente
casualizados. Apds a montagem do experimento e durante um periodo médio de 120 dias foi
realizado o monitoramento da temperatura (term6émetro digital PT10 modelo MPT2, Lexitron-
Guemisa, Madrid, Espanha), irrigacdo conforme a temperatura aumentasse e altura de
rebaixamento com uma trena, até que nao houvesse mudancas significativas para os respectivos

parametros e 0s mesmos apresentassem estaticos.

Figura 04 - Representacdo grafica das células de alvenaria para compostagem; células
onde foram conduzidas o experimento.

Fonte: Passos, 2014.

A matéria prima utilizada foi composta por residuos alimentares do Restaurante
Universitario - RU, dentre sobras do almogo e do preparo das refei¢des, como arroz, feijéo
preparados, cascas de abacaxi, alface, beterraba, cenoura, repolho, acelga e residuos do
paisagismo, oriundos da poda e do manejo da flora dentro da universidade, segundo a
composicao:

Tabela 04 - Caracterizagdo inicial dos residuos.

Material Carbono Nitrogénio Relacdo C/N
Residuos Jdg. 39 0,6 65/1
Residuos RU 35,16 2,93 12/1

*Jdg = jardinagem; RU = restaurante universitario.
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1.2.2 Preparo e ativagdo dos inoculos: Ambiental e comercial

Foi utilizado aproximadamente 700g de arroz sem sal preparados em agua destilada, e
apos o cozimento, foi colocado em bandejas de plastico com perfuracGes no fundo a fim de
evitar o acumulo de &gua, e coberto com tela fina visando proteger o contetdo de predadores
ou acgdo de intempéries, como vento e chuva. O recipiente foi colocado em mata nativa dentro
das dependéncias da universidade, segundo os pontos (Figura 05), e a serapilheira que cobre o
solo foi colocada sobre a bandeja, de modo a aproveitar a microbiota natural do ambiente. As
bandejas foram distribuidas na mata em um raio de 20 metros, durante a primeira quinzena de

agosto durante 15 dias.

Figura 05 - Mapa mostrando a localizagdo dos 8 pontos de coleta para obtencdo do indculo
ambiental realizado na UFLA.
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100 m

Créditos: Romualdo J. B.

Ap0s esse periodo, os microrganismos presentes no arroz de coloragdo rosada, azulada,
amarelada e alaranjada, seguiram para o processo de ativacdo, no qual foram colocados em um
recipiente de 20 litros, seguido de homogeneizacdo com 1 litro de caldo de cana-de-agUcar e
agua destilada até completar o volume total de 20 litros (Figura 06). Por um periodo de 20 dias,

o recipiente foi armazenado fechado em local fresco e arejado, até apresentar coloracdo
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alaranjada com cheiro doce agradavel. O preparo do in6culo ambiental foi realizado de acordo

com o Caderno dos Microrganismos Eficientes (COUTINHO, 2011).

Figura 06 - Processo de obtencéo e ativacdo do indculo ambiental.

Numa panela, acrescente700g
de arroz e agua destilada.

r

Cozinhe por 15 minutos em
fogo baixo e até a agua secar.

—J —J

L J

Distribua o arroz nas bandejas.

(a)

Legenda: Procedimentos para preparo do arroz (a); aspecto do arroz contendo os EM’s antes da

ativagdo (b); ativacdo dos EM’s em caldo de cana-de-agucar (c). Fonte: Do autor (2017).

O inoculo comercial foi preparado de acordo com as instrucdes do fabricante. Consistiu

em uma solucgdo obtida através da diluicdo do inéculo concentrado em agua e melaco de cana

nas seguintes propor¢des: 10% de melaco, 80% de &gua e 10% do indculo comercial

concentrado. Foi colocado parte da &gua no galdo de 20 litros, adicionou-se o0 melago e depois

de homogeinizado adicionamos o inéculo concentrado, seguido da agua para completar o

volume. O galdo com o indculo foi acondicionado em local protegido do sol durante o periodo

de uma semana. Ambos foram inoculados durante o processo de montagem do experimento, no

tempo 0, de maneira homogénea com a matéria prima nas células correspondentes. Foram

adicionados 5 litros do respectivo indculo com 15 litros de agua, totalizando 20 litros em cada

célula.
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1.2.3 Coleta e preparo das amostras

Amostras compostas, em diferentes profundidades (20, 40 e 90 cm), foram coletados
com 0, 5, 10, 20, 40, 60, 90 e 120 dias do inicio do processo, obtendo um total de setenta e duas
amostras (Tabela 05). As amostras de aproximadamente 300g foram obtidas através da mistura
e homogeneizacao de subamostras extraidas de cada célula e nomeadas conforme indicado na
Tabela 05. Cada amostra foi dividida em duas partes iguais, uma delas foi mantida a 4°C para
posteriores anélises quimicas e a segunda parte foi utilizada imediatamente para os testes

bioldgicos.

Tabela 05 - Amostras coletadas durante o processo de compostagem e fase temporal.

. Tempo
Amostrast Descricéo (dias?)
la9 Matéria-prima (aumento da temperatura) 0
10a18 Fase termofilica (aumento da temperatura) 5
19 a 27 Fase termofilica (aumento da temperatura) 10
28 a 36 Fase termofilica (CO, MA); mesofilica (ME) 20
37a45 Fase mesofilica (reducdo da temperatura) 40
46 a 54 Fase mesofilica (reducdo da temperatura) 60
55a63 Fase mesofilica (reducdo da temperatura) 90
64a72 Fase mesofilica (estabilizacdo) 120

Legenda: *Amostras em triplicata por coletal; Dias a partir da montagem do experimento.
CO = Controle; MA= Inéculo Ndo-comercial; ME= In6culo Comercial.

1.2.4 Andlises fisico-quimicas

As metodologias utilizadas para as analises fisico-quimicas foram determinadas de
acordo com o Manual de Analises Quimicas de Solos (EMBRAPA, 2011). Determinou-se a
umidade por secagem a 105°C durante 36 horas. O carbono orgéanico foi determinado por
oxidacdo da matéria organica via Umida com dicromato de potassio em meio sulfarico,
empregando-se como fonte de energia o calor desprendido do acido sulfarico e aguecimento, o
excesso de dicromato apés a oxidacdo foi titulado com solugdo padrdo de sulfato ferroso
amoniacal (sal de Mohr). O nitrogénio total (N) foi determinado usando o método Kjeldahl por
camara de difusdo. O teor de matéria orgénica foi avaliado por determinacdo da perda por
ignicdo a 550°C até um peso constante. A Capacidade de Troca de Cations (CTC) e a acidez
trocavel (H + Al) foram determinadas pelo método do KCI 1 mol L, e acidez potencial
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determinada com acetato de calcio tamponado com pH 7,0, determinado volumetricamente com
solucdo de NaOH em presenca de fenolftaleina como indicador. As quantidades de
micronutrientes foram determinadas pelo Método de Mehlich modificado (BARBOSA et al.,
2014).

1.2.5 Anadlises biologicas

As andlises microbiologicas foram realizadas no laboratdrio de FermentacGes, no
Departamento de Biologia. Foram adicionados 259 da amostra em 225 mL de solucéo
peptonada, e sob agitacdo de 120 rotacGes por minuto (rpm) durante 45 min. Em seguida, foram
realizadas diluices seriadas até 108 e plaqueamento com uma aliquota de 0,1 mL da respectiva
suspensdo nas placas identificadas em duplicata. Os in6culos foram plaqueados seguindo 0s
mesmos procedimentos e utilizando os mesmos meios seletivos.

Para o cultivo de bactérias presentes nas amostras, foi realizado plagueamento em
meio de cultivo: 1) Agar Nutriente — AN, constituido por (g L) peptona (5), extrato de carne
(3), extrato de levedura (1), &gar (15) acrescido de nistatina (4) para inibir o crescimento de
fungos; 2) Glucose Yeast Calcium Carbonate - GYC (g L) constituido por glicose (50), extrato
de levedura (10), carbonato de célcio (5), agar (20); e meio de cultura 3) Man, Rogosa e Shape
- MRS Agar, especifico para bactérias do Acido Lactico (BAL) constituido por (g L™*) peptona
(10), extrato de carne (10), extrato de levedura (5), glicose (20), acetato de sddio (5), fosfato
hidrogénio dipotassio (2), citrato de amdnia (2), sulfato de magnésio (0,2), sulfato de manganés
(0,05), Agar (13) e o pH préximo 6,2. Para actinobactérias foi utilizado o meio de cultivo 4)
Aaroson, constituido por (g L) nitrato de potassio (2), caseina (0,8), cloreto de sodio (2),
Fosfato de potéssio dibasico (2); Sulfato de magnésio mono-hidratado (0,05), carbonado de
calcio (0,02), Sulfato de ferro hepta-hidratado (0,04), agar (15). Apds a inoculacdo, as placas
foram incubadas a 35°C por 48 h para o crescimento de bactérias meséfilas e 96 h para o
crescimento de actinobactérias (BREED et al., 1957) e bactérias do &cido lactico.

A anédlise morfoldgica das colbnias incluiu tamanho, dias de crescimento, forma,
elevacdo, borda, superficie, producdo de muco, detalhe optico, cor e presenca ou ndo de halo
em meio GYC e teste bioquimicos: gram, catalase, oxidase, motilidade, esporulacéo, producao
de pigmentos e producgdo de gas para bactérias lacticas. As amostras em agua peptonada foram
preservadas em tubo Falcon contendo glicerol 20% (1:1) e os isolados em criotubos contendo
20% glicerol e meio de cultura nutriente (1:1) e mantidos a temperatura adequada de - 20°C.
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Os dados foram submetidos a analises estatisticas através do software R (R CORE TEAM,
2018).

1.2.6 Anélise Enzimatica

As placas foram inoculadas com 10 ul de gotas de suspensao de biomassa preparadas
em 3 mL de solucéo salina estéril (NaCl 0,9%) a partir de um microrganismo cultivado em &gar
nutriente durante 24h/48h para bactérias e actinobactérias, e a 10 células/mL, de acordo com a
escala de Mc Farland. Os isolados selecionados foram verificados quanto a capacidade
metabolica de interesse biotecnoldgico em relagédo a oito atividades: amilolitica, proteolitica e
solubilizante de fosfato (incubados a 30 °C durante 3 dias), pectinolitica e lipolitica (incubados
por 5 dias), celulolitica e ligninolitica (incubadas por 7-10 dias) e atividade de amonificacéo

(por 15 dias) e verificado a presenca da atividade em meios especificos:

Tabela 06 - Descricdo dos meios de cultura utilizados para determinarmos as respectivas
atividades enzimaticas.

Atividades de

_ Meios de cultura Referéncias
interesse
Lianolitica Meio basico extrato de Widiastuti; Wulaningtyas (2008);
g levedura Pointing (1999)
Celulolitica Meio Agar CMC 1% Limaye (2017)
Amilolitica Meio Amido Agar Buzzini e Martini (2002)
Pectinolitica Meio Mineral MP5 Ferreira et aI.((ZlgtC’s?)); Schwan et al
. . Strauss (2001); Scatamburlo et al.,
Proteolitica Meio YPD (2015)
Lipolitica Meio 1% CaCl» Fucifios et al., 2005
Amonificacao Meio CZAPECK mod. Jana; Roy (1985)
Solubilizagéo de GYC - Glucose Yest
fosfato CacO3 Sylvester-Bradley et al (1982)

A determinacdo enzimatica foi expressa como indice enzimético (IE), por meio da
relacdo entre o didmetro médio do halo de degradacéo e o didmetro médio da colbnia segundo

a formula:

diametro do halo
IE

didmetro da colonia
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Para a avaliacdo do potencial enzimatico, é recomendado um indice enzimatico > 2,0
(TERRA, 2008). Dessa forma, os isolados que exibirem os maiores IE sdo 0s que possuem

maior atividade enzimatica extracelular (OLIVEIRA et al., 2006).

1.2.7 Agrupamento dos isolados por MALDI-TOF

Os isolados, apos purificados, foram submetidos a analises do seu perfil de proteinas
ribossomais a fim de realizar um agrupamento e possivel identificacdo da espécie. As colbnias
foram repicadas em placas de Petri com meio AN e incubadas por 48 horas a 32°C, obtendo ao
final colbnias novas que posteriormente foram analisadas em triplicata no equipamento
MALDI-TOF Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics; Bremen, Alemanha). Foi transferido para um
eppendorf aproximadamente 1 pg de biomassa de cada isolado e adicionado 6 pL de uma
solucdo organica (33% etanol, 33% acetonitrila e 33% TFA a 10%) segundo Isabel (2013). As
amostras foram agitadas e sonicadas para permitir a homogeinizacdo das células.
Posteriormente, 1 uL da amostra foi colocado sobre a placa de aco inoxidavel de MALDI-TOF
MS. Quando as amostras se apresentavam quase secas, 1 pL da solucdo de matriz &cido o-
ciano-4-hidroxicindmico (CHCA, Fluka; Buchs, Switzerland) saturada em uma solucdo
organica, foi adicionada sobre as amostras e misturado suavemente. As medi¢des foram
realizadas em modo i6nico linear positivo, um laser de azoto (337 nm) a frequéncia de 50 Hz.
A aceleracéo a tensdo foi de 20 kV, com aquisi¢do de tempo de atraso e faixa de massa de 3000
a 20.000 m / z. A calibracdo externa foi realizada antes para cada analise utilizando uma cepa
de Escherichia Coli K12. Para a avaliacéo dos resultados gerados pelo MALDI-TOF MS foram
considerados os valores de score: > 2,000 Probabilidade alta de identificacdo da espécie; 1,700
- 1,999 Provéavel identificacdo da espécie e < 1,700 lIdentificacdo ndo confiavel. Os
procedimentos de clusterizagao calculam a pontuacéo de similaridade para cada par de listas de

pico, seguida pelo célculo das distancias baseadas nos escores de similaridade.

1.2.8 Teste de Fitotoxicidade

A fitotoxicidade dos produtos finais da compostagem foram avaliados com um ensaio
de germinacdo de sementes como descrito por Zucconi et al. (1981). Alface (Lactuca sativa) e
berinjela (Solanum melongena) foram utilizadas. Amostras finais e frescas de cada tratamento
do composto foram colocadas em agua destilada na proporcao de 1:10 (W/V) e agitadas por 45

minutos, em seguida, foram transferidas para outro erlenmeyer, com papel de filtro para
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remover particulas. Em placas de Petri com 9 cm de didmetro contendo duas folhas de papel de
filtro estéreis foram adicionadas vinte sementes de alface e dez de berinjela em cada placa, com
5 mL dos extratos diluidos a 25%, 50%, 75% e 90% em duplicata e controle (germinadas em
placas contendo agua destilada). A incubacao foi a uma temperatura de 25°C por 7 dias, e 0
namero de sementes germinadas e seus comprimentos de raizes foram determinados.

O desempenho das sementes foi avaliado pelos seguintes testes: Sementes Germinadas
(SG), Germinacao Relativa de Sementes (RSG), Crescimento Relativo da Radicula (RRC),
indice de Germinagéo (GI), Inibidor de Crescimento (IR) (Courtney & Mullen, 2009; Luo et

al., 2018), determinados com as seguintes formulas:

__ (n°de sementes germinadas)

) SG x 100%

n° total de sementes

n° de sementes germinadas da amostra
n° de sementes germinadas do controle

x100%

1) RSG =

total do comprimento radicular da amostra
1) RRC = P x 100%

total do comprimento radicular do controle

IV) GI =RSG x RRC x 100%

ol = GI25% + GI50% + GI75% + GI90%

2 x 100%

comprimento radic. do controle—comprimento radic. da amostra

x 100

V) IR=

comprimento radicular do controle

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Fisico-quimicos

As células de compostagem possuem 1 m® (100 cm de altura), sendo que no final do
processo as alturas eram de aproximadamente 40 cm para os tratamentos controle e comercial
(ME) e 43,3 cm para o tratamento ambiental (MA), ou seja, reduzindo sua altura em 50% para
todos os tratamentos. A reducdo na altura da celula de compostagem pode ser um indicativo de
evolucédo do processo, devido a decomposi¢do do material de origem em particulas menores, 0

que implica na reducéo da porosidade da célula, e consequente reducdo de oxigénio.
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A variacdo da temperatura no interior das células ao longo dos 120 dias do processo
de compostagem encontra-se na figura 07. A temperatura de todos tratamentos chegou a fase
termofilica (>50°C) dentro de dois dias ap6s a montagem das células, refletindo o rapido inicio
do processo, segundo Zhou et al (2016). Tal temperatura ocorre devido a energia dissipada pelo
metabolismo microbiano e reacbes como de oxidagdo no decorrer do processo, pela
decomposi¢do da matéria orgénica facilmente decomposta (MORENO et al., 2013). O consumo
de O foi intenso nas primeiras horas do processo que foram acompanhados por altas
temperaturas, com picos variando em torno de 60°C em todos os tratamentos. Os tratamentos

MA e comercial apresentaram temperaturas acima de 50°C por aproximadamente 27 dias.

Figura 07 - Grafico de mudancas na temperatura (C°) dos trés tratamentos.
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Legenda: (CO=controle, MA= N&o comercial, ME= comercial) e da temperatura ambiente (T.ref.)
durante o processo de compostagem por 120 dias.

MA EM

O controle se manteve nessa fase por 18 dias e alcancou temperatura mais elevadas no
quinto dia, apdés montado o experimento, com 64,38°C. Segundo a literatura e os perfis
relacionados a capacidade de eliminar patdgenos nocivos, a temperatura adequada do composto
deve chegar entre 65 e 70°C (JURADO et al , 2014a; LOPEZ-GONZALEZ et al., 2015;
MICAELA et al, 2017) e foi observada nos primeiros dias do experimento. A temperatura
influencia o processo de compostagem, pois afeta a taxa de degradacdo da matéria organica
para alcancar um produto maduro e estdvel (JURADO et al., 2014b).

Essa fase é caracterizada pela atuagdo das bactérias e fungos denominados termofilicos,
que sobrevivem em ambientes com temperaturas mais elevadas que os mesofilicos e irdo atuar
sobre a matéria orgénica, degradando as moléculas mais complexas. Ap0s esse periodo, 0s

tratamentos entraram na fase mesofilica com 28 dias e se mantiveram até a estabilizacdo com
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temperaturas proximas de 35°C para todos os tratamentos até os 103 dias. As temperaturas
observadas podem ter se dado por dois fatores: a periodicidade de irrigacdo que ocorreram de
acordo com a temperatura mensurada das células e a baixa retencdo de agua influenciada pela
granulometria da matéria-prima utilizada que ndo passou por qualquer processamento de
reducdo das particulas previamente. Particulas de tamanhos menores podem reduzir 0s espagos
dentro da célula, ocasionando reducdo da disponibilidade de Oz, que é necessario a microbiota
e quando limitado, 0 meio se torna anaerdbico e consequentemente favoravel a outros grupos
de microrganismos.

O tratamento MA manteve as maiores temperaturas durante todo o processo, porém na
fase de resfriamento e maturacédo sua estabilidade ocorreu anteriormente ao tratamento controle.
Observa-se que no tratamento controle e MA, as temperaturas eram maiores do que no
tratamento comercial durante todo o processo, apesar disso, nao foram valores significantes em
comparagdo aos outros tratamentos. Quanto a temperatura no interior da estufa, ndo houve
interferéncia nas células em razdo da temperatura dentro de um mesmo tratamento se manter
constante. Em comparacdo ao tratamento controle, as culturas iniciadoras ndo apresentaram
vantagens em relacdo a maior taxa de degradacao de residuos e o processo aconteceu de forma
similar em ambos o0s tratamentos durante o processo de compostagem. A utilizacdo de
inoculantes microbianos com atividade ligno-celulolitica durante a compostagem de residuos
solidos urbanos mostrou que € possivel melhorar a qualidade final do composto, além de
acelerar o seu processo de formacao ( WEI et.al 2010, GABHANE et al., 2012). Entretanto, no
presente trabalho ndo houve alteracdes significativas dentre os tratamentos. A maturacéo se
estendeu por 18 dias, e 0 composto maturado obtido ap6s uma média 120 dias com o final do
experimento na casa de vegetacao.

A irrigacao foi realizada a cada cinco dias (28 vezes ao todo, reduzindo a frequéncia
no tempo), levando em consideracdo a temperatura das células em relacdo a temperatura
ambiente, se mantendo préximas de 64% e 74% de umidade para os tratamentos comercial e
ambiental respectivamente, permanecendo préximo de 60% (WANG et al, 2014) apenas 0
tratamento comercial. Esses valores foram ajustados de forma a ndo ocorrer lixiviados. Assim
que as células foram umedecidas, a temperatura aumentou consideravelmente, 0 que mostra
que ainda havia intensa atividade de microrganismos na compostagem, mas ndo havia
condices ideais de umidade, se reestabelecendo apds a irrigacéo.

Atrelado a irrigacéo, a aeracao se faz necessaria pois 0s microrganismos presentes nas

células de compostagem sdo predominantemente aerobios e necessitam de oxigénio para



50

sobreviver. A injecéo de ar foi feita com a finalidade de evitar temperaturas muito elevadas e
para remogdo da umidade excessiva, ocasionada muitas vezes pelo excesso de irrigacdo e
compactacao das células que no decorrer do processo se da devido a decomposicdo da matéria-
prima em particular menores, resultando na reducdo da porosidade e diminuicdo da
disponibilidade de oxigénio. Com o tempo a retencdo de agua foi reduzindo e exigindo menos
volume para manter a umidade estavel, ocasionado principalmente pela compactacdo dentro
das células e diminuicdo dos espacos vazios de ar. Comportamento semelhante foi observado
em experimentos em que foi utilizado residuo de reciclagem de papel em que a perda de agua
foi reduzida, devido a absor¢éo de agua por esse material (EKINCI et al., 2002).

Um nivel de pH adequado pode permitir que microrganismos atuem sobre 0 composto
de maneira eficaz, retendo nitrogénio efetivo e reduzindo a perda de ions aménio (NHa4+) ao
longo do processo. Contrariando o intervalo de pH, segundo Nakasaki et al. (2017) entre 6,5 e
7,5, que é mais adequado para o crescimento de bactérias e actinobacterias, 0 pH se manteve
dentro dessa faixa somente no inicio do experimento, por 10 dias. A partir de entdo foi
aumentando a valores de 8,2-9,0 até estabilizar aos 120 dias com uma média de 7,6 para todos
os tratamentos (Tabela 07).

Alguns autores apontam para 0 uso de aditivos e uso de aeracdo (fornecimento de Oy)
como alternativa para contornar o baixo valor do pH na fase inicial, e consequentemente reduzir
0 odor da compostagem de residuos organicos (GABHANE et al., 2012), quando for o caso.

Houve uma queda de pH no tratamento controle com 40 e 90 dias reduzindo ainda
mais com 120 dias de maneira gradual. As diminui¢des no valor do pH podem estar
relacionadas com a producdo de acidos organicos ao longo do processo e perda de outros por
volatilizacdo como a amonia. O tratamento comercial apresentou um aumento no valor do pH
até os 60 dias de maneira gradual alcancando seu pico maximo e posteriormente reduzindo até
a estabilizacdo. De maneira semelhante o tratamento com indculo ambiental apresentou uma
pequena queda com 40 dias e voltou a aumentar aos 60 dias para reduzir de maneira também
gradual até os 120 dias.

A evolucdo do N aumentou de maneira pouco expressiva durante a fase de resfriamento
e maturacdo com valor de 1.2% nos trés tratamentos, significando que nao houve perdas de N
durante o processo de compostagem. Em temperaturas mais altas e pH na faixa alcalina, sdo
relatadas grandes perdas da fragdo N, principalmente quando ha pouca resisténcia a degradacédo
(WANG et al., 2015). A relagdo C/N diminuiu ao longo do tempo nos tratamentos MA e
comercial, atingindo um valor final de 11,8/1 e 11,3/1, respectivamente, caracteristica de um
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composto estabilizado (LOPEZ-GONZALEZ, 2015). Apesar do tratamento comercial ter
apresentado perda de C até a fase de resfriamento, o produto final ndo apresentou diferencas
significativas em relacdo ao tratamento EM. Segundo Inacio e Miller (2009), o uso de residuos
de alta C/N na compostagem pode resultar em um produto final com relacdo C/N acima de 20,
devido a remanescéncia destes materiais, geralmente mais grosseiros no produto final. Essa
constatacdo contraria o resultado obtido no experimento, onde material ndo foi processado
previamente e ainda sim obteve relacdo C/N positiva e abaixo do esperado. Entretanto, esses
valores sdo usados como referéncias, e ndo como indicadores absolutos do grau de maturagédo
do composto (EPSTEIN, 1997).

Tabela 07 - Amostras coletadas e parametros fisico-quimicos avaliados durante o processo.

Amostra amDoIs?izfgeem Fase Tem;()g;;;l tura pH C(%) N (%) C/N
CO 0 Material cru 37 5,42 21,6 0.9 24,1/1
CO 5 Terméfila 57,9 6,32 nm nm nm
CO 10 Termofila 65,4 7,95 nm nm nm
CO 20 Termdfila 54,1 8,24 nm nm nm
CO 40 Mesofila 40,8 8,03 nm nm nm
CO 60 Resfriamento 41,7 8,96 15.2 1.2 12.6/1
CO 90 Resfriamento 30,2 9,1 nm nm nm
CO 120 Produto final 39,5 7,47 19.1 1.2 15.9/1
MA 0 Material cru 37 5,04 21.8 0.9 24.2/1
MA 5 Termofila 60,3 5,61 nm nm nm
MA 10 Termdfila 62,8 7,47 nm nm nm
MA 20 Termofila 56,2 8,27 nm nm nm
MA 40 Mesofila 41,9 8,18 nm nm nm
MA 60 Resfriamento 40,7 9,04 19.1 1.2 15.9/1
MA 90 Resfriamento 39 8,5 nm nm nm
MA 120 Produto final 36,3 7,7 13.6 1.2 11.3/1
ME 0 Material cru 37 5,19 24.5 0.9 27.2/1
ME 5 Termofila 57,5 6,47 nm nm nm
ME 10 Termdfila 55,1 7,73 nm nm nm
ME 20 Mesofila 43,3 7,85 nm nm nm
ME 40 Mesofila 36,2 8,15 nm nm nm
ME 60 Resfriamento 36,6 8,96 15.4 1.2 12.8/1
ME 90 Resfriamento 36,6 8,4 nm nm nm
ME 120 Produto final 35,5 7,66 14.2 1.2 11.8/1

*nm = nao mensurado.
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As andlises quimicas (Tabela 08) foram feitas com base na metodologia para solos. Ao
inicio do experimento os tratamentos apresentavam teores de M.O. maiores que ao final. O
tratamento com indculo ambiental decresceu de 21,82 para 13,59%, comercial de 24,49% para
14,22% e controle de 29% para 19,13%. Os teores de P aumentaram progressivamente ao longo
do processo de compostagem com uma média de 305,54 mg/dm? para 577,43 no tratamento
comercial, 545,95 mg/dm? no tratamento ambiental e controle um teor de 423,22 mg/dm?. Os
valores de K oscilaram ao longo do processo, obtendo teores mais altos com 60 dias de
compostagem para todos os tratamentos: ambiental (6.454,06), comercial (6.417,58) e controle
(6.537,50 mg/dm?). Os teores para Ca também apresentaram pouca varia¢ao predominando os
mais altos ao final do processo: 10,27 mg/dm? para o ambiental, 9,31 mg/dm? para o tratamento
comercial e 12,12 mg/dm? para o controle. O contrario ocorreu com os valores de S e Na, que
decresceram em todos os tratamentos ao longo do processo.

Em relagdo aos micronutrientes os teores de Zn aumentaram de maneira constante com
valores finais de 13.4 mg/dm?, 14.0 mg/dm® e 12.3 mg/dm?3, nos tratamentos ambiental,
comercial e controle, respectivamente. Nao houve diferencas expressivas para os teores de B e
os valores de Mn apresentaram um aumento com valores iniciais de 61.6 mg/dm?3, 44.2 mg/dm?,
87.5 mg/dm? e finais de 80.6 mg/dm?, 84.2 mg/dm® e 94.0 mg/dm?® para os tratamentos
ambiental, comercial e controle. Os teores de Cu iniciais foram maiores em relacéo ao final do
composto que apresentou teores em torno de 0,8 mg/dms3. Os valores de Fe, apresentaram
valores mais altos no inicio da compostagem, e ao final de 25,9 mg/dms, 27,31mg/dm3 e 26.2
mg/dm? para o tratamento ambiental, comercial e o controle, se mantendo préximos entre si.

Os residuos de jardinagem eram de cor castanha clara com tamanho de particulas
superiores a 5cm e os residuos organicos apresentavam mal cheiro e também tamanhos
variados. As amostras finais de composto mostraram cor marrom-escura, produto solto e
granular sem odor e sem presenca de mosquitos, indicando que o processo de compostagem
ocorreu de maneira satisfatoria. Ainda que fosse observado alguns materiais mais resistentes
ndo foram compostados: como galhos com diametro de até 1cm, residuos ndo organicos que

porventura estavam misturados e cascalhos mais grosseiros.
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Tabela 08 - Andlise quimica do composto no inicio do experimento, com 60 e 120 dias.

Id. M.O  P- Mehlich K S Na Ca B Cu Fe Mn Zn
Amostra % mg/dm? (cmol/dm3) mg/dm3
CO-TO 29 379,2 598273 152,12 224,64 1195 2,71 2,17 699 8752 9,7
CO-T60 15,18 3941 6,537.50 24,97 249,98 7,46 1,33 0,95 28,25 94,66 11,71
CO-T120 19,13 423,22 6,060.54 39,74 192,3 12,12 2,71 0,87 26,27 93,96 12,31
MA-TO 21,82 2454 458293 120,27 303,66 10,55 187 196 49,13 6164 7,1
MA-T60 19,13 257,63 6,454.06 21,04 202,84 10,25 1,33 0,84 2151 99,6 12,21
MA-120 13,59 54595 4,796.33 42,34 224,14 10,27 131 08 259 8055 1341
ME-TO 24,49 292,03 4,136.63 100,85 399,9 7,89 184 2,06 37,37 44,17 10,69
ME-T60 15,43 318,24 6,417.58 37,94 237,51 8,15 169 123 3185 858 11,18
ME-T120 14,22 577,43 5,233.63 31,18 208,47 9,31 1,38 0,98 27,31 84,21 14

Legenda: CO = Tratamento Controle, MA = Tratamento N&o-comercial, ME= Comercial, nos tempos
TO=inicio do processo, T60=meio do processo e T120=final do processo.

As alteracdes fisico-quimicas confirmaram que o processo ocorreu de forma esperada
com temperaturas mais elevadas ao inicio do experimento e passagem para a fase mesofilica
até a estabilizacdo. As alteracGes que ocorreram na temperatura em detrimento da umidade e
aeracdo principalmente, dentre outros fatores, influenciam diretamente a presenca/auséncia de
grupos de microrganismos e sua atividade no processo de decomposic¢do e mineralizacdo da
matéria organica. Esses sdo os parametros de grande importancia para a condugdo de uma

compostagem adequada.

1.3.2 Colecéo de isolados

Em resumo, o processo de plagueamento e purificacdo consistiu 1964 isolados (64%
bactérias, 21% actinobacterias e 14% bactérias lacticas) inicialmente. Essa perda observada ao
transferir de uma placa com meio de cultura para outra foi observada também por outros autores
(LOPEZ-GONZALEZ,2015) e vem de encontro ao que Stewart (2012) propdem quando afirma
que a fatores que sdo encontrados somente no meio de isolamento original como a
disponibilidade de nutrientes, condi¢cbes osmoticas e a presenca de outros microrganismos,
acarretando a perda de sua capacidade de crescimento. O isolamento em meio de cultivo exige
que a composi¢do do meio forneca nutrientes e condi¢fes necessarias para 0 crescimento de

microrganismos.



54

A contagem de bactérias e actinobactérias foram semelhantes entre os tratamentos
durante todo o processo, e se mantiveram estaveis durante o processo, sem diferengas
significativas entre os tratamentos. Diversos microrganismos estdo envolvidos em varios
processos bioquimicos em diferentes fases da compostagem (AWASTHI et al., 2018) e a
microbiologia precisa desenvolver metodologias que torne os meios de cultura jé estabelecidos
ainda melhores, para um melhor entendimento da biologia e fisiologia dos microrganismos
isolados de amostras ambientais, conforme o caso. A populacdo de bactérias no indculo
ambiental foi de 5.322 log UFC/g, sendo que no inoculo comercial a contagem foi superior,
com 6,80 log UFC/g. As fun¢des da popula¢do microbiana e as caracteristicas bioquimicas da
maioria destes aditivos comerciais durante o processo de compostagem ainda ndo sdo bem
elucidados (SASAKI et al. 2003) e ndo sdo identificados por seus fabricantes. O mesmo ocorreu
com a populacdo de actinobactérias, que foi de 3.939 log UFC/g no indculo ambiental e de
6.431 log UFC/g no indculo comercial.

A populacdo de microrganismos no indculo comercial se mostrou superior ao inéculo
ambiental. Khalig, Abbasi, & Hussain (2006), em seu trabalho, identificou Microrganismos
Eficientes, no caso do presente trabalho referidos como ambientais, na qualidade de uma cultura
mista de microrganismos benéficos, incluindo uma predominante populagdo de bactérias do
acido lactico (Lactobacillus sp.) e levedura (Saccharomyces sp.) e uma pequena proporcao de
bactérias fotossintéticas (Rhodopseudomonas sp.), actinomicetos e fungos.

As contagens de bactérias foram semelhantes dentre os tratamentos durante todo o
processo (Figuras 08, 09 e 10), com populacgdo inicial de em média 8.097 log UFC/g, que se
manteve estavel durante todo o processo de compostagem, sem diferencas significativas entre
os tratamentos, na fase de maturacdo os niveis diminuiram levemente, com populacdo média

entre os tratamentos de 7.873 log UFC/g.
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Figura 08 - Grafico de quantificacdo microbioldgica para o tratamento controle ao longo

do tempo.
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Houve presenca de bactérias em todos os tratamentos decrescendo a quantidade ao
longo do tempo de maneira geral, entretanto com um aumento significativo entre os tempos 10

e com 20 dias.

Figura 09 - Gréafico de quantificacdo microbioldgica para o tratamento comercial ao
longo do tempo.
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Figura 10 - Grafico de quantificacdo microbioldgica para o tratamento ambiental ao longo do
tempo.
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As populages iniciais de actinobactérias, cultivadas em meio Aaronson (AR) e
apresentadas nos graficos nao foram significativamente diferentes entre os tratamentos, com
populacdo média de 8,45 log UFC/g, 7,86 log UFC/g e 8,52 log UFC/g para o tratamento
comercial, ambiental e controle, respectivamente. Alguns dias ap6s o inicio do processo, na
fase termdfila, a contagem da populagdo de actinobactérias no tratamento controle, 5,26 log
UFC/qg, foi inferior a populacdo dos tratamentos ambiental e comercial, com popula¢des de 7,07
log UFC/g e 7,34 log UFC/g.

Durante essa fase ocorreu a diminuicdo gradual dos niveis de actinobactérias,
chegando a 4,35 log UFC/g, 4,45 log UFC/g e 6,69 log UFC/g, para controle, tratamento
ambiental e comercial, mostrando que a populacdo de actinobactérias € sensivel a temperaturas
mais altas. Muitos microrganismos, entre bactérias e actinobactérias, podem retardar sua taxa
de crescimento ou parar diretamente de crescer, mas ndo perdem sua capacidade de crescer sob
a alta temperatura, ou seja, acima de 50°C (LOPEZ-GONZALEZ et al.,2015). Na fase mesofila,
as populacdes se mantiveram estaveis entre os tratamentos, com populag@es de em média 8,07
log UFC/g. Ja no periodo de resfriamento as popula¢6es foram maiores no tratamento controle
em relacdo aos tratamento ambiental e comercial, com populacdes de 8,04 log UFC/g, 7,71 log
UFC/g e 5,17 log UFC/g, respectivamente. Durante a maturagéo, os niveis das populacgdes se

mantiveram altos, porém estaveis em ambos 0s tratamentos, com média de 8,54 log UFC/qg.
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Além disso, os efeitos da temperatura e do pH possivelmente influenciaram as actinobactérias
a decompor o material organico (ZHANG & SUN, 2018; ORRICO et al., 2018). Alguns autores
também relataram maior diversidade na fase de maturacdo em comparacdo com a fase termofila
(FERNANDEZ, et al., 2015). Em relacdo aos inoculos: o ambiental foram obtidos apenas 6
isolados de actinobacterias que corresponde a 3,50 log UFC/g e 13 isolados de bactérias
correspondente a 5,71 log UFC/g. Quando o plagueamento foi feito para o inoculo comercial
obtivemos 6,02 log UFC/g de bactérias representadas por 2 isolados.

Foram feitos testes bioquimicos, como gram, catalase, oxidase e motilidade (Figura 11),
esporulacdo e producdo de gas (homofermentativos ou heterofermentativos) para bactérias
lacticas e testes morfoldgicos (tamanho, forma, elevacéo, borda, superficie, producéo de muco,
detalhe optico, cor, presenca de halo), conforme o anexo | e Il, a fim de agrupar esses

microrganismos para serem testados quanto ao potencial enzimatico.

Figura 11 - Testes bioquimicos para caracteriza¢do de microrganismos.

o y @ (®),
Legenda: Coloracdo de gram (a), oxidase (b) e motilidade (c). Fonte: Do autor (2017).

Dentre esses, foram selecionados 654 isolados, excluindo aqueles que apresentavam ser
semelhantes morfologicamente entre si, ainda que se faziam presentes em areas diferentes, para
serem testados quanto a atividade enzimatica identificando-os quanto a presenca ou ndo de halo,
conforme a figura 12.
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A matéria organica (MO) contém uma grande quantidade de substancias, como
proteinas, celulose, hemicelulose e agucares, que fornecem fontes de carbono e nitrogénio para
o crescimento de microrganismos (SHAN et al, 2017). As espécies que dominam o processo de
compostagem liberam uma gama de enzimas hidroliticas, em particular, celulases,

hemicelulases, proteases, lipases, fosfatases e arilsulfatases (HE et al., 2013). As enzimas sdo

moléculas de natureza proteica que catalisam as reagGes quimicas e sdo dependentes de fatores
como a temperatura e pH. Foi observado que 69,87% desses isolados apresentaram IE>2 para
degradacédo da celulose, que é formada da juncdo de milhares de moléculas de glicose e é o
principal componente da parede celular em plantas, sendo um polissacarideo altamente
resistente e que confere rigidez a estrutura do vegetal.

Figura 12 - Placas com meio de cultura especifico utilizados para o teste.

B (a) (b) © (@

Legenda: Placas com meio de cultura especifico utilizados para o teste de atividade enzimatica, séo
eles: ligninolitica (a), lipolitica (b), amonificacéo (c), proteolitica (d), amilolitica ap6s inundar com
solucdo de lugol (e), celulolitica ap6s inundar com solucéo de iodo (f), solubilizante de fosfato de
calcio (g) e pectinolitica ap6s inundar com solucgdo de lugol (h). Fonte: Do autor (2017).

Foram encontradas grandes quantidades de isolados com atividade celuliticas na fase
termofilica, presumivelmente devido a natureza termotolerante da enzima com maior atividade
hidrolitica em altas temperaturas, ja que a celulose possui estrutura mais complexa para a
degradacdo (HORIKOSHI, 2001). Foram observados também 27,71% para amilase, 32,53%
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proteinase, amonificagdo 18,07%, 16,86% solubilizadoras de fosfato e apenas 4,81% para
degradacéo de pectina. As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias
pécticas, hidrolisando ligacGes glicosidicas ao longo da cadeia carbénica. S&o usadas pelas
industrias de alimentos no amadurecimento de frutas e estdo presentes em frutas citricas, pera,
péssego e na macd, principalmente. Para cada tipo de enzima especifica hd uma temperatura
6tima, na qual a velocidade da reacdo € maxima, permitindo que a desnaturagdo enzimatica ndo
ocorra.

A maioria dos estudos com compostagem focam em inoculacdo de microrganismos
especificos (VOBERKOVA et al., 2016; NAKASAKI E HIRAI, 2017; ZHONG et al., 2018),
que deveriam ser inoculados a depender da matéria-prima, devido a sua composic¢do. O mais
comum, nos rétulos descritos por fabricantes de inoculantes, € 0 aumento da taxa de degradacéo
e consequente reducdo do tempo de compostagem, porém o0 experimento nao apresentou
diferenga entre os tratamentos inoculados e o controle.

A identificacdo inicialmente daqueles que apresentaram qualquer atividade enzimatica,
ainda que menores que o IE, se deu pela técnica de MALDI-TOF, afim de agrupar os isolados
por espectrometria de massa, poucos isolados foram identificados e conferidos em relacéo a sua

presenca ao longo do processo conforme a caracterizacdo morfoldgica (Figura 13).
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Figura 13 - Dendograma de agrupamento de isolados segundo o MALDI-TOF e localizagéo
dos principais isolados identificados.
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Alguns trabalhos tem relatado que as atividades microbianas séo inibidas ou reduzidas com
0 aumento da temperatura (JURADO et al., 2014; NAKASAKI E HIRAI, 2017), entretanto
podemos observar a presenca de microrganismos mesofilicos em fases com temperaturas mais
elevadas (Tabela 09), ainda que em quantidade menores. Embora os isolados sejam
considerados mesofilicos e cultivados a uma temperatura de 32°C, a maioria entre 0s que
degradam proteina como Arthrobacter creatinolyticus, Micrococcus luteus, ambos
identificados em outros trabalhos com compostagem (LOPEZ-GONZALEZ, 2015) e Bacillus
sp., dentre outros que degradam pectina foram isolados da fase termofilica da compostagem.
Isso pode ter ocorrido devido a formagdo de “ilhas de temperatura”, que significa ambientes
dentro da pilha com temperaturas diferentes, seja mais alta ou baixo, que o restante da célula,
mantendo assim a microbiota caracteristica de fases anteriores, na fase amostrada. As
Arthrobacter apresentam col6nias circulares, lisas e amareladas em agar nutriente com
didmetro de cerca de 1-15 mm ap0s 24 h de cultura em temperatura adequada, sendo possivel

sua identificag&o.

Tabela 09 - Microrganismos persistentes isolados da compostagem nas diferentes fases, de
acordo com a similaridade morfoldgica.

Tempo (em dias)
Cod. Tratamento Isolado*
0 5 10 20 40 60 90 120

ON13  Comercial A Klebsiella sp.
ON15 ME In6culo Micrococcus sp.
Arthrobacter
ON16 ME Inéculo sp.
Pseudomonas
ON41 Comercial B sp.
ONG6 Controle A Bacillus sp.
ON9 Controle A Bacillus sp.
OR11 Controle A - Citrobacter sp.
OR12 MA Inéculo Bacillus sp.
IN79 MATA A Bacillus sp.
5M83  Comercial A Enterspcoccus
Acinetobacter
5N26 .
Comercial C sp.

1IN18 Controle B
1IN91 MATA B

Micrococcus sp.
Acinetobacter

sp.
*Identificacdo atribuida de acordo com Maldi-Tof.
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Citrobacter sp. € um género de bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae
identificada em outros trabalhos por Guan (2004), Calvo (2014), Lépez-Gonzalez (2015),
comum em agua e no solo, produzem odores desagradaveis e sdo importantes em relacdo a
salde publica, por algumas espécies serem patogénicas, podendo causar infeccdes do trato
urinério e outras em humanos e animais (COLLINS AND LYNE’S, 2004). A seguir as imagens

de alguns dos microrganismos isolados durante o processo de compostagem, em placa:

Figura 14 - Isolados obtidos do processo de diluigcdo seriada e ao longo do tempo, testados
guanto a atividade enzimatica.

F,

Legenda: Isolados obtidos e testados quanto a atividade enzimética: (2)6M7:1245 e ON16:124; b)
1N46:124 e 1N69; (c) 9R9:1,4,5,6 e 9R4:1,2,4,5,6; (d) 1N29:124 e 1N25:124; (e) 5M70 e 5M84; (f)
5N16:124 e 1N87, onde celulitica (1); amilase(2), pectinase(3), proteinase (4), amonificacdo (5) e
solubilizadora de fosfato(6). Fonte: Do autor (2017).
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Dentre 0s géneros identificados, a comunidade do género Bacillus sp. se mostrou
predominante principalmente nas fases iniciais da compostagem. Esse género produzem
enddsporos e toleram as altas temperaturas encontradas no inicio do processo, podendo crescer
e se reproduzir mesmo em temperaturas de 80°C (ZHAO, 2016), fator de grande relevancia e

preponderante para diminuicdo da biodiversidade de outras espécies.

1.3.3 Teste de germinacéao

A taxa de germinacao de sementes para cultivares de alface aumentou progressivamente
com o0 aumento da concentracao do cha de composto com indculo ambiental até 75% e depois
diminuiu com concentragéo de 90%. Em relagdo aos tratamentos controle e comercial, o teste
néo apresenta uma linearidade ocorrendo uma melhor germinagao nas concentragdes de 25% e
75% para sementes de alface.

Em sementes de berinjela o tratamento com indculo ambiental e comercial apresentaram
poucas diferencas entre as concentracdes de 50% e 90%. O tratamento comercial teve resposta
semelhante ao tratamento ambiental com valores decrescentes de SG: 0,4>0,2>0,15>0,15 para
proporcoes respectivas, 0%, 25%, 50%, 75% e 90%. Nagda (2006) constataram que, quando se
trata de efluente industrial em maior concentracéo, a eficiéncia de germinacdo das sementes
diminui, resultados semelhantes ao do experimento, em relacdo a concentragcdes maiores. O
indice germinativo (IG) para berinjela teve valores decrescentes para os tratamentos com
indculos ambiental e comercial em relagdo ao aumento das concentragdes. Com o tratamento
controle o IG apresentou os seguintes valores: 0,512>0,002<0,004<0,007, para as

concentragdes 25%, 50%, 75% e 90% respectivamente, conforme a tabela:

Tabela 10 - indice germinativo para alface e da berinjela nas seguintes concentragdes.

indice de Germinacéo

Tratamentos Alface Berinjela
25% 50% 75% 90% 25% 50% < 75%  90%
Co 014 01 0,38 0,1 0,51 0 0 0,01
AM 0,07 0,18 051 022 222 0,01 0,02 0,01
EM 029 07 022 049 201 0,01 0 0

A pressdo osmotica do composto aumenta com concentracfes mais elevadas de sais
totais, dificultando a inibicéo e retardando a eficiéncia da germinagdo (LAVEZO et al., 2015).

A Germinagdo Relativa de Semente (RSG) para sementes de alface apresentou melhores
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resultados para o tratamento comercial com valores de 1,2<1,5>1,3<1,5 para as concentrac0es
25%,50%, 75% e 90% respectivamente, enquanto para berinjela somente o tratamento
comercial a concentracdo de 25%. Quanto ao indice de germinacdo total - IG total, os
tratamentos com inoculo comercial em sementes de alface e o tratamento com inoculo
ambiental em sementes de berinjela obtiveram valores mais altos de 0,425 e 0,566.

A capacidade de germinacdo das sementes sob alta pressdo osmdtica difere com a
variedade e também com a espécie. O tratamento controle atrasou a germinacao das sementes
tanto de alface como nas sementes da berinjela com maiores valores de IR, com valores mais
altos de IR nas concentracdes de 50% e 75% em sementes de berinjela. Isto pode ser devido a
uma baixa de umidade que poderia elevar o teor de salinidade (JARA-SAMANIEGO et al.,
2017). Os valores mais altos do indice RRC sdo encontrados nos tratamentos comerciais e

ambientais e no controle, conforme a tabela a seguir:

Tabela 11 - Taxa de Crescimento Relativo da Radicula — RRC nas diferentes concentracfes
para alface e berinjela.

Crescimento relativo de radicula — RRC

Tratamentos Alface Berinjela

25% 50% 75% = 90% 25% 50% 75% 90%
Controle 0,14 0,12 0,38 0,14 0,77 0,01 0,01 0,01
Ambiental 0,11 0,18 0,36 0,24 1,33 0,01 0,02 0,01
Comercial 0,24 047 0,17 0,33 1,51 0,01 0,01 0,01

14 CONCLUSAO

O estudo ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos com e sem
inoculagdo, quanto a quantificacdo da microbiota. Com isso, foi possivel constatar que o uso
do inoculante ambiental com acompanhamento técnico na prépria propriedade, pode ser tdo
eficiente quanto o uso de inoculante comercial, com base nos parametros fisicos, que possam
favorecer a conducdo do processo adequadamente. Algumas bactérias presentes durante o
processo de compostagem apresentaram tolerancia térmica em relacdo as mudancas de fase,
observado em ambos os tratamentos tal caracteristica. A maxima biodiversidade se da no inicio
e no meio do processo e a microbiota tem um papel determinante na compostagem, exibindo
um potencial biotecnoldgico provado com IE superiores aos encontrados como referéncia na

literatura. A toxicidade do extrato do composto passa a prejudicar a planta apenas quando as



65

concentragcOes sdo maiores, apresentando um maior indice germinativo em concentragdes mais

baixas.
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1.6 ANEXOS

1.6.1 ANEXOI

Cad. Isolados Tam [Za colonia — Halo D,eta}lhe Cor Gram  Forma

(mm) Forma Elevacdio  Borda  Superficie optico

OM2  EMO(-5)A2 2 circular convexa lisa concentrica ausente fosca amarela + COCO0S
OM22 EMO(-5)B3 1 circular convexa lisa concentrica brilhante translucida + cOCos
0M29 MAO(-4)A5 1 circular ~ achatada lisa concentrica ausente  brilhante translucida + COCO0S
OM30 COO0(-6)A2 1 circular convexa lisa concentrica ausente  brilhante translucida + cOCos
OM5 EMO(-6)Al 2 irregular  achatada crenada  concentrica ausente fosca creme + cOCos
0OM9 EMO(-3)C1 2 circular ~ cume crenada  concéntrico ausente fosca creme + bacilos
ON12 COO0(-4)12 1 circular  achatada lisa concéntrica ausente fosca rosa + bacilos
ON13 EMO(-3)A4 2 circular convexa lisa concentrica presente  brilhante creme + COCO0S
ON15 EMP(-3)6 2 circular convexa lisa concentrica ausente fosca branca + COCO0S
ON16  EMP(-3)5 2 circular convexa lisa concentrica ausente  brilhante amarela + cOCos
ON41 EMO(-4)B11 1 circular  achatada lisa concentrica ausente  brilhante amarela - COCO0S
ONG6 COO0(-4)6 15 circular  achatada lisa concéntrica ausente fosca c halo branca - bacilos
ON9 CO0(-4)9 1  puntiforme achatada lisa concéntrica ausente  brilhante branca + COCO0S
OR11 COO0(-4)Al10 1 circular elevada crenada granulosa presente fosca cinza + COCO0S
OR12  MAP(-3)1 1 circular ~ achatada lisa granulosa ausente  brilhante branca + cOCos
OR15 MAP(-3)4 1 irregular  achatada  ondulada  granulosa ausente brilhante creme + cocos
OR16 MAP(-3)5 1 irregular  achatada crenada granulosa ausente brilhante creme + cocos
OR17  MAP(-3)6 1 circular ~ achatada lisa granulosa  ausente fosca creme + COCOS
OR31 EMO(-4)A5 1 circular achatada lisa granulosa presente fosca amarela + coCos
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1.6.2 ANEXO Il

céd. Isolados Testes bioquimicos Indice Enzimatico

Catalase Motilid. Esporul. Pigmentos (Cel) (Ami) (Pec) (Pro) (Lip) (Amo) (Sol)
0mM2 EMO(-5)A2 + + - - 33 00 00 00 00 25 00
OM22  EMO(-5)B3 + + - - 00 00 00 00 00 00 30
OM29  MAO(-4)A5 + + - - 00 00 00 00 00 00 80
OM30  COO0(-6)A2 + + - - 30 32 20 10 00 15 00
O0M5 EMO(-6)Al + + - - 21 20 00 15 00 10 00
omM9 EMO(-3)C1 + + - - 16 23 00 10 00 15 00
ON12 CO0(-4)12 + + - - 30 00 00 20 00 00 00
ON13  EMO(-3)A4 + + - - 25 10 00 00 00 25 00 Klebsiellapneumoniae
ON15 EMP(-3)6 + - - - 25 13 00 21 00 00 0,0 Micrococcus luteus
ON16  EMP(-3)5 ¥ : i i 29 03 00 24 00 00 00 Arthrobacter

creatinolyticus

ON41  EMO(-4)B11 - + - - 30 20 00 00 00 00 0,0 Pseudomonasboreopolis
ON6 COO0(-4)6 + - - - 24 00 03 07 00 00 0,0 Bacillus subtilis
ON9 COO0(-4)9 + - - - 33 30 00 00 00 25 00 Bacillus sp.
OR11  COO0(-4)A10 + - - - 00 00 00 00 00 40 00 Citrobacter koseri
OR12 MAP(-3)1 + - - - 50, 05 00 30 00 00 00 Bacillus sp.
OR15 MAP(-3)4 + - - + 42 05 00 34 00 00 00
OR16 MAP(-3)5 + - - - 40 05 00 35 00 00 00
OR17 MAP(-3)6 - - - - 00 00 00 41 00 00 00
OR31 EMO(-4)A5 + - - - 50 11 00 20 00 00 00
OR32 EMO(-4)A6 + - - + 50, 15 00 32 00 00 00
OR49 EMO(-4)C6 + - - + 30 00 00 00 00 00 00
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+
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+ +
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1,7
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0,0
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3,1
2,2
4,1
1,6
3,8
8,0
6,0
3,3
4,0
1,6
2,3
3,7
2,5
2,2

0,1
0,0
9,5
0,8
1,8
1,5
1,8
0,0
1,8
2,4
2,3
0,0
2,0
0,0
1,5
3,3
1,5
0,5
4,0
0,0
1,4
2,0
2,0
2,0
2,0
0,0
2,0

0,0
0,0
13,5
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,0
0,0
0,0
1,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
2,5
1,0
0,0
2,7
0,0
4,0
4,0
0,0
2,7
0,0
1,3
3,3
2,5
2,5
50
0,0
3,2
2,5
2,4
3,0
0,0
0,0
1,5

0,0
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0,0
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0,0
0,0
0,0
10,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
2,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
2,3
0,0
0,0
0,0
0,0
2,1
0,8
0,0
0,0
0,0
2,3
0,0
1,5
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Bacillus subtilis
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2N28
2R26
2R40
4M6
SM21
SM23
SM50
S5SM52
SM57
SMG67
S5SM83
5SM89
5N16
S5N23
S5N26
5N34
S5N36
5R1
5R15
5R16
5R38
S5R42
5R45
5R58
SR6
5R65
6M21

CO20(-6)B7
CO20(-5)A17
EM20(-6)B4
CO40(-6)C4
EM5(-4)AL
EM5(-4)A3
CO5(-4)C2
CO5(-4)C4
CO5(-6)B4
EM5(-5)C3
EM5(-5)A5
CO5(-6)A2
MAS5(-5)B3
MAS(-4)B8
EM5(-3)C1
MA5(-3)B1
MAS5(-5)C1
CO5(-3)Al
CO5(-6)C5
CO5(-6)C6
MAS(-4)AL
MA5(-5)A3
MAS5(-4)B2
MAS(-4)A3
CO5(-3)B1
MA5(-4)B3
MAGO(-6)A3

+ + + + + + + + + + + o+ A+ A+ 4+

+

+ + + 4+ + + 4+ + + +

3,0
3,0
0,0
9,2
3,0
2,6
0,0
3,0
0,7
0,0
0,0
0,0
2,5
3,0
0,0
0,0
0,0
1,5
4,1
1,5
10,4
4,6
0,0
50
7,1
50
31

1,0
1,2
0,0
4,0
0,7
3,1
6,0
3,6
3,1
4,2
1,3
2,3
2,0
1,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,1
0,0
1,1

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,5
0,0
3,0
0,5
0,0
3,0
1,5
0,0
0,0
0,0
0,0
1,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
1,5
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,1
2,5
0,0
0,0
0,0
0,0
4,1
0,0
2,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
50
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
4,0
3,0
2,5
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
3,2
0,0
0,0
0,5
1,8

0,0
0,0
0,0
6,0
0,2
0,4
0,0
0,0
0,0
6,0
2,4
0,5
0,0
2,5
3,5
2,0
0,0
0,0
2,0
0,0
0,0
0,0
1,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Enterococcus faecium

Acinetobacter baumannii
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6M4
6M7
9N15
9N36
9R12
9R19
9R4
9R9

CO60(-6)C1
EM60(-6)A1
CO9(-6)C2
EM9(-6)C4
EMO(-6)A2
EM9(-6)C3
CO9(-6)B3
CO9(-6)C1

+ +

+ + + + +

4,6
3,7
2,1
2,2
1,0
2,6
2,2
7,0

1,9
1,0
0,0
0,0
0,0
0,5
0,3
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

2,7
1,8
1,2
3,0
0,0
1,6
1,0
2,9

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
1,2
0,0
0,0
4,0
2,0
1,3
2,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
2,0
0,7
2,5
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