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RESUMO 
 
A compostagem é um processo de decomposição da matéria orgânica e que ocorre devido à 
produção de enzimas extracelulares provenientes de microrganismos presentes no sistema. 
Dentre as enzimas produzidas destaca-se as de atividade amilolítica. Essas enzimas são 
amplamente aplicadas em processos biotecnológicos nas indústrias têxteis, papel e celulose, 
couro, detergentes, bebidas destiladas, cervejas, panificação, cereais para alimentação infantil, 
produção de xaropes, ração animal, indústria química e farmacêutica. O presente trabalho teve 
como objetivo o isolamento de fungos com capacidade de produzir enzima amilolíticas, além 
de acompanhar a variação de temperatura em um processo de compostagem. As coletas foram 
realizadas a partir do 10° dia após a montagem da composteira e repetidas a cada 15 dias, 
totalizando sete coletas. No momento da coleta foi feita a aferição da temperatura e foram 
retiradas amostras para isolamento de fungos. A produção das enzimas foi verificada por meio 
do método de difusão em gel de ágar, em placas de Petri contendo amido, para a determinação 
da atividade amilolítica. Foram calculados os índices enzimáticos (IE) por meio da relação 
entre o halo de degradação do substrato e o halo de crescimento fúngico. A temperatura no 
tanque de compostagem variou entre 36°C e 43°C. No decorrer das coletas foram obtidos 36 
isolados fúngicos, sendo que seis foram obtidos na fase termofílica. Os maiores IE foram 
obtidos entre os fungos isolados nas coletas 3, 6 e 7. Diante dos altos valores de IE obtidos 
pode-se afirmar que o tanque de compostagem representa um local potencial para o 
isolamento de microrganismos com capacidade de produzir enzimas de interesse industrial, 
com o consequente desenvolvimento de tecnologias enzimáticas. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Amido. Indice Enzimatico. Composteira. Aplicações 
biotecnológicas. 

 



 

 

ABSTRACT 
 
Composting is a process of decomposition of organic matter and occurs as a result of the 
production of extracellular enzymes from microorganisms present in the system. Among the 
enzymes the amylolytic ones stand out. These enzymes are widely applied in biotechnological 
processes in the textile, pulp and paper, leather, detergent, distilled beverages, beers, baking, 
cereals for infant food, syrup production, animal feed, chemical and pharmaceutical 
industries. The objective of the present work was to isolate fungi capable of producing 
amylolytic enzymes, in addition to monitoring temperature variation in a composting process. 
The collections were performed from the 10th day after the composter assembly and repeated 
every 15 days, totaling seven collections. At the time of collection the temperature was 
measured and samples were taken for fungal isolation. The enzymes production was verified 
by the agar gel diffusion method in Petri dishes containing starch for the determination of the 
amylolytic activity. The enzymatic indices (IE) were calculated by the relationship between 
the substrate degradation halo and the fungal growth halo. The temperature in the composting 
tank varied between 36 ° C and 43 ° C. During the collection, 36 fungal isolates were 
obtained, and six were obtained in the thermophilic phase. The higher IE were obtained 
among the isolated fungi in collections 3, 6 and 7. In view of the high IE values obtained it 
can be stated that the composting tank represents a potential site for the isolation of 
microorganisms with the capacity to produce enzymes of industrial interest , with the 
consequent development of enzymatic technologies. 
 
 
KEYWORDS: Starch. Enzymatic Index. Compostela. Biotechnological applications. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A compostagem é uma técnica controlada de decomposição microbiana, de oxidação e 

de oxigenação de uma mistura heterogênea de materiais orgânicos (KIEHL, 2004). Entre as 

vantagens desse processo destacam-se: a decomposição de matéria orgânica, a reciclagem de 

nutrientes, o aumento da vida útil de aterros sanitários e a redução da emissão de gás metano 

(MASSUKADO, 2008; INÁCIO; MILLER, 2009). 

A eficiência da compostagem é devido a ação e interação dos microrganismos, para a 

decomposição do material lignocelulósico o que requer intensa liberação de enzimas 

extracelulares (GOMES et al., 2007). Alguns dos microrganismos presentes na compostagem 

são fungos produtores de enzimas, as quais têm despertado muito interesse econômico 

(BRAGA; DESTÉFANO; MESSIAS, 1999). Dentre as enzimas produzidas pode-se citar as 

enzimas amilolíticas que podem ser aplicadas nas indústrias de alimentos, sabão em pó e 

detergentes, na fabricação de papel e tecidos, em sínteses orgânicas (SZAKACS,  2004), nas 

indústrias têxteis, couro, bebidas destiladas, cervejas, panificação, cereais para alimentação 

infantil, liquefação e sacarificação do amido, entre outros (BARATTO et al., 2011). 

De acordo com pesquisas feitas pelas empresas Companies and Markets (2012) e The 

Freedonia Group (2014), o mercado mundial de enzimas industriais movimentou 

aproximadamente US$3,74 bilhões no ano de 2015 e, até o período de apresentação desse 

trabalho, havia a perspectiva de aumento em torno de 6,4% para o ano de 2017. Esse 

crescimento se dá por meio da soma de diversos setores econômicos, como de detergentes, 

alimentos, farmacêuticos, biocombustíveis, rações para animais e têxtil que vem empregando 

essa enzima (PANDEY et al. 2011). 

Nesse contexto, a prospecção de microrganismos capazes de produzir enzimas de 

interesse industrial, como as amilases, é de extrema relevância para o desenvolvimento de 

processos biotecnológicos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 
Isolar fungos com capacidade de produzir enzimas amilolíticas durante um processo 

de compostagem. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

✓ Identificar as fases térmicas e umidade durante um ciclo de compostagem; 

✓ Identificar os fungos com  potencial para produção de enzimas amilolíticas. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 COMPOSTAGEM 

Dias (2009) define a compostagem como uma técnica aplicada no controle da 

decomposição de materiais orgânicos para a obtenção, em um curto tempo, do material 

estável, rico em húmus e nutriente mineral; com atributos físicos, químicos e biológicos 

superiores àqueles encontrados na(s) matéria(s) prima(s). 

Segundo Kiehl (2004), a compostagem é uma técnica controlada de decomposição 

microbiana, de oxidação e de oxigenação de uma mistura heterogênea de material orgânico, 

sendo caracterizada por uma fase inicial rápida de fitotoxidade. Em seguida ocorre uma fase 

de bioestabilização, e finalmente a terceira fase, ocorrendo a humificação ou maturação, 

acompanhada da mineralização de determinados componentes da matéria orgânica, como N, 

P, Ca e Mg, que passam da forma orgânica para a inorgânica, ficando disponíveis às plantas 

(KIEHL, 1985). 

Assim, a compostagem é um processo biológico, aeróbio e controlado de 

transformação de resíduos orgânicos em substâncias húmicas por meio de microganismos tais 

como fungos e bactérias (KUBITZA; CAMPOS, 2006; INÁCIO; MILLER, 2009). Se a 

compostagem for corretamente manejada pode proporcionar ótimas condições na obtenção da 

estabilização dos componentes poluentes, o que possibilita que os resíduos orgânicos 

retornem ao solo como um fertilizante natural, livre de bactérias patogênicas, vírus e parasitas 

(HAY, 1996; KIEHL, 1998). 

As fases da compostagem podem ser classificadas de acordo com a variação da 

temperatura (BERNAL; ALBUQUERQUE; MORAL, 2009; TRAUTMANN; OLYNCIW, 

2005): 

i. Mesofílica predominam as temperaturas moderadas, até 40°C, e com duração média 

de dois a cinco dias. 

ii. Termofílica: quando o composto atinge a temperatura máxima (>40ºC), sendo assim 

degradado mais rapidamente. Esta fase geralmente tem a duração de poucos dias a vários 

meses, de acordo com as características do material a ser compostado. 

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

ambiente. 
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iv. Maturação: estabilização que produz um composto maturado, altamente estabilizado 

e humificado, livre de toxicidade. 

3.2 FATORES QUE INTERFEREM NO PROCESSO DE COMPOSTAGEM 

3.2.1 Temperatura 

Muitos pesquisadores consideram a temperatura como sendo o mais importante 

indicador da eficácia do processo de compostagem, estando relacionada com a atividade 

metabólica dos microrganismos, que é diretamente afetada pela aeração (LI; ZHANG; PANG, 

2008), teor de umidade (PETRIC; SESTAN; SESTAN, 2009; KUMAR; OU; LIN, 2010; 

KARADG et al., 2013), granulometria (BERNAL; ALBUQUERQUE; MORAL, 2009; 

BERNHARDT; FASINA, 2009; RUGGIERI et al., 2012) e disponibilidade de nutrientes 

(PIOTROWSKA-CYPLIK et al., 2013; VALENTE, 2013). 

De acorso com Kiehl (1985), a variação de temperatura define grupos de 

microrganismos que podem ser classificados em a) criofílicos (temperatura ambiente ~ 

25ºC); b) mesofílicos (30-45ºC); e c) termofílicos (acima de 50ºC). Kiehl (2004) ainda relata 

que em temperaturas superiores a 70ºC a atividade microbiana torna-se reduzida. E 

temperaturas em torno de 80ºC resultam na paralisação do processo e risco de combustão 

espontânea do material compostado. O que reforça a necessidade de aeração do sistema de 

compostagem. 

3.2.2 Umidade 

A umidade é um parâmetro de grande importância a ser controlado, uma vez que é a 

água que promove o transporte de nutrientes dissolvidos, indispensáveis para as atividades 

metabólicas e fisiológicas dos microrganismos (KIEHL, 1985). O valor de umidade 

considerável varia de acordo com as condições do material compostado, com o tamanho das 

partículas e com o estágio de decomposição no qual a leira já se encontra. Entretanto, é 

sugerido que o valor esteja entre 40-70% (KIEHL, 2004). 

Teores de umidade inferiores a 40% devem ser evitados, pois podem fazer com que a 

atividade biológica seja reduzida, retardando o desenvolvimento do processo (VALENTE et 

al., 2009). Assim, se umidade estiver ficando baixa, é necessário que faça irrigação da leira, de 

preferência no período do revolvimento para que a água seja distribuída por igual 

(MASSUKADO, 2008). 
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De acordo com Barreira (2005) e Valente et al. (2009) quando o teor de umidade dos 

resíduos da compostagem estiver muito alto o processo será dificultado, pois o excesso de 

umidade faz com que os poros sejam preenchidos com água. Os residuos decompostos, que 

são hidrofílicos, irão aderir as moléculas de água à superfície, saturando os seus micro e 

macroporos, impedindo a difusão de oxigenio e propiciando condicoes anaerobias. Este 

acontecimento pode ser percebido pelos mal odores. Quando a umidade estiver alta, há a 

necessidade de se fazer injeção de ar ou acrescentar material seco. 

3.2.3 Aeração 

Segundo Fernandes e Silva (1999) a aeração de uma leira de compostagem é 

responsável por: (1) aumentar a porosidade do meio, que sofre compactação natural devido 

seu próprio peso; (2) diminuir o teor de umidade dos resíduos; (3) expor as camadas externas 

às temperaturas mais elevadas e também (4) eliminar o calor excessivo do interior da leira, 

controlando a temperatura do processo. Kiehl (2004) relata que na presença de oxigênio há 

ausência de maus odores e o tempo de degradação é menor. 

Os revolvimentos precisam ser feitos obrigatoriamente quando a temperatura estiver 

muito elevada (acima do 70ºC), quando a umidade estiver acima de 55-60% ou quando há 

presença de moscas e maus odores (KIEHL, 2004; BARREIRA, 2005; MASSUKADO, 

2008). Em condições de aparente normalidade (de temperatura e umidade) é recomendado 

fazer o revolvimento para que se introduza ar rico em oxigênio e se libere o ar saturado de gás 

carbônico. Ainda é ressaltado que as partes da leira que devem merecer maior atenção durante 

o revolvimento são as mais externas, expostas ao sol e ao vento, mais frias e ressecada 

(KIEHL, 2004). 

3.2.4 Relação C/N 

A relação entre carbono e nitrogênio é usada para avaliar os níveis de maturação de 

materiais orgânicos (VALENTE et al., 2009). Para o processo da compostagem, alguns 

autores sugerem que no início do processo a relação C/N esteja no entorno de 30/1, ou seja, 

trinta partes de carbono para uma de nitrogênio. Segundo Kiehl (2004) valores entre 26/1 e 

35/1 são considerados como favoráveis. 

Nas etapas da compostagem, o carbono é fonte de energia para os microrganismos 

heterotróficos que degradam o composto, já o nitrogênio é um elemento importante para a 

síntese de proteínas e crescimento das colônias (SHARMA et al., 1997). 
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Durante o processo de compostagem é notada a redução da relação C/N por meio da 

oxidação da matéria orgânica pelos microrganismos (ZHANG; HE, 2006). O tempo 

necessário para estabilização ou a maturação dos resíduos orgânicos esstá relacionado com 

relação C/N inicial dos materiais usados como substratos. O produto final da compostagem 

necessita ser analisado para efeito de qualidade do composto (MOREL et al., 1985). Segundo 

Barreira (2005) no final do processo a relação C/N deve decair chegando próxima a 10/1, 

indicando, assim, que o material será considerado como compostado. 

3.2.5 Granulometria  

O tamanho das partículas dos resíduos é de grande importância no processo para 

reger o movimento de gases e líquidos (KIEHL, 2004). Bidone e Povinelli (1999) relatam 

que a granulometria ideal para a montagem da leira deve ser entre 1 e 5 cm. Porém, Valente 

et al. (2009) afirmam que misturar diversos tipos de resíduos orgânicos é o melhor jeito para 

tentar corrigir o tamanho das partículas, beneficiando a homogeneização da massa em 

compostagem e obtendo uma melhor porosidade. 

3.2.6 Microrganismos 

Material orgânico é o habitat de vários microrganismos, sendo que eles utilizam 

minerais, compostos orgânicos, água e oxigênio para crescimento e atividades metabólicas 

(FIALHO, 2007). Os principais microrganismos presentes na compostagem são bactérias, 

fungos, no entanto, podem aparecer outros organismos como algas, protozoários, 

nematóides, vermes, insetos e larvas, mas isto depende especialmente das características do 

material a ser usado. Os microrganismos geralmente já são encontrados nos resíduos 

utilizados, dessa forma, o processo de compostagem precisa de um ambiente com condições 

favoráveis de umidade, nutrientes e oxigênio, degradação e estabilização da matéria orgânica 

(KIEHL, 2004). 

No processo da compostagem existe uma predominância de microrganismos, que 

variam conforme as características do composto, como o teor de umidade, a disponibilidade 

de oxigênio, a temperatura relação C/N e pH (KIEHL, 1985). 

3.3 RESÍDUOS ORGÂNICOS 

Na compostagem, a composição do material que será usado na mistura é muito 

importante. Material que possui hidratos de carbono, lípidos e proteínas, são fontes ideais de 

carbono e de energia para os microrganismos. Por outro lado, materiais que têm em grande 
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parte da composição a celulose e a lignina e possuem pouco nitrogênio são degradados 

muito lentamente (BATISTA; BATISTA, 2007). 

Dentre o material rico em carbono podemos destacar o material lenhoso como a casca 

de árvores, as aparas de madeira e a serragem, as podas dos jardins, folhas das árvores, palhas 

e fenos, e papel. Entre os compostos nitrogenados podemos citar as folhas verdes, estrumes de 

animais, urinas, solo, restos de vegetais hortícolas, erva, entre outros (BRITO, 2005). 

Mustin (1987) desenvolveu uma classificação de resíduos compostáveis de acordo 

com a origem, natureza química e física. Ele também relata que somente resíduos orgânicos 

de origem biológica são compostáveis, já o material orgânico de origem química não é 

compativel, como por exemplo os plásticos. 

Segundo Cunha Queda (1999) há uma grande diversidade, quantidade, qualidade e 

complexidade de substratos destinados à compostagem, já que os resíduos empregados na 

composteira são normalmente resíduos orgânicos biodegradáveis de origem agro-pecuária, 

agro-industrial e urbana. A Figura 1 mostra diversos resíduos potencialmente utilizáveis na 

compostagem. 
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Figura 1 - Resíduos orgânicos potencialmente utilizáveis na compostagem.

 

Fonte: Cunha Queda (1999). 
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3.4. AMIDO E ENZIMAS AMILOLÍTICAS  

3.4.1 Amido  

Segundo Vieille e Zeikus (2001) o amido é o maior polissacarídeo de reserva das 

plantas e o segundo mais abundante depois da celulose. O amido é aplicadao em vários 

processos industriais, incluindo a produção de material biológico para alimentos, emulsão 

estabilizante e agente substituto de óleo (SYNOWWIECKI, 2007). Os derivados do amido 

também podem ser aplicados em diversos setores tais como fluídos de perfuração de petróleo, 

adesivos, papel e revestimentos de algodão, ou gelificantes, emulsionantes e agentes de 

aumento de viscosidade em produtos alimentares. Alguns produtos são gerados por meio de 

hidrólise, como maltodextrinas, xaropes de frutose elevada, tais como xarope de milho em 

escala industrial. Sendo que para a aplicação do amido em produtos alimentícios, este é 

especialmente processado por aquecimento ou homogeneização de amilose e amilopectina 

(VAN DER MAAREL; LEMMHUIS, 2013). 

Os xaropes de glicose, que são derivados de milho ou amido de trigo, viraram a 

matéria-prima básica para a indústria de bioetanol (BAI et al., 2010; ROY et al., 2013). 

A amilose é constituída por cadeias lineares helicoidais compostas de glicose unidas 

por ligação glicosídica α-1,4. Já a amilopectina é constituida por uma estrutura ramificada, 

com cadeias de resíduos de glicose em ligação glicosídica α-1,4, das quais partem 

ramificações com ligações α-1,6 (LASZLO et al., 1986). A figura 2 mostra a estrutura da 

amilose e da amilopectina. 
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Figura 2 – (A) Um pequeno segmento da amilose, um polímero linear de moléculas de D-glicose. (B) Estrutura 

da amilopectina mostrando um ponto de ramificação. (C) Disposição das moléculas de amilose e amilopectina 

no grão de amido. 

 

Fonte: Nelson e Cox (2014). 

 

A hidrólise enzimática do amido é realizada em duas fases: a liquefação e a 

sacarificação. Na liquefação, os grânulos de amido são dispersos em solução aquosa, 

aquecidos (gomificação) e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com a ajuda da α-amilase. 

Após o processo de liquefação, a solução de maltodextrina é hidrolisada em glicose por meio 

de uma enzima desramificante, que pode ser uma endoenzima (isoamilase e pululanase) ou 

exoenzima (β-amilase e glicoamilase). Elas atuam sobre as ligações glicosídicas α-1,6 da 

amilopectina. O resultado dessa etapa é a sacarificação (VAN DER MAAREL et al., 2002). 

A atividade e a estabilidade na maioria das amilases usadas nas industrias atualmente 

estão em declínio, pelo fato que as enzimas precisam suportar um pH baixo no processamento 

do amido, no entanto o processo de liquefação de amido funciona a um pH restrito de cerca de 

6,5. Assim, a identificação e exploração microbiana de amilases termoestáveis e acidófilas 

são de grande demanda (EMTENANI et al., 2015). 

Entretanto, a maneira convencional de processamento de amido necessita de um 

elevado fornecimento de energia, aumentando o preço dos produtos à base dessa molécula. 

Desse modo, estão sendo feitos esforços para a produção de enzimas amilolíticas capazes de 
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atuar em materiais com pH ácido, e a temperatura moderada muito abaixo da temperatura de 

gelatinização, tornando o processamento do amido mais econômico para as indústrias 

(ASOODEH et al., 2010; ROY et al., 2013). 

3.4.2 Enzimas Amilolíticas  

Segundo Peixoto et al (2003) as amilases são enzimas que hidrolizam ligações 

glicosídicas α-1,4 da molécula de amido. Essas enzimas são usadas pelas plantas para 

degradar o amido de algumas raízes; Os animais usam as amilases para a digestão do amido e 

os microrganismos que utilizam-nas para converter o amido em fonte de carbono. 

As amilases atuam como endoenzima ou exoenzima específicas para a quebra do 

amido. Estas enzimas degradam o amido em compostos relacionados por meio da hidrólise  

das ligações glicosídicas α-(1,4) e/ou α-(1,6) (BRENDA, 2017). 

De acordo com o tipo de hidrólise, as amilases podem ser classificadas como α- 

amilases e β-amilases dependendo das ligações em que atuam nos substratos (Figura 3). Elas 

hidrolizam os polissacarídeos que possuem três ou mais unidades de D-glicose, ou seja, 

causam a quebra do amido a açúcares redutores. Como visto na literatura a glicoamilase e a α- 

amilase são as enzimas mais importantes empregadas no processamento de amido (PANDEY 

et al., 2005; TANGPHATSORNRUANG et al., 2005; CARVALHO et al., 2008; FERREIRA- 

NOZAWA et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008;  RAJAGOPALAN; 

KRISHNAN, 2008; SOUZA, MAGALHÃES, 2010; HASHEMI; DARWISH, 2010). 

Figura 3 - Representação da atuação de alfa-amilase e beta-amilase. As setas indicam as diferentes regiões de 

atuação das enzimas: alfa-amilase atua em qualquer ligação 1,4 da molécula do carboidrato, enquanto beta-

amilase atua em ligações 1,4 próximas as pontes da molécula de amido. 

 

Fonte: Gava; Silva; Frias, (2008). 
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A hidrólise do amido era feita por meio da via química com alta temperatura. Essa 

técnica está sendo substituída pela hidrólise enzimática em mais de 75% dos processos 

(KANDRA, 2003; WANG; LIANG; LIANG, 2011). Este método é um dos mais simples para 

produção de carboidratos com propriedades funcionais especiais (MOORE; DO CANTO; 

AMANTE, 2005). 

3.4.2.1 Aplicações biotecnológicas das amilases 

As amilases podem ser aplicacadas em vários processos biotecnológicos e industriais, 

constituindo importante complexo enzimático, que totaliza de 25 a 33% da produção mundial 

de enzimas, ocupa o segundo lugar logo após as proteases (NGUYEN et al., 2002; GUPTA et 

al., 2003; EIJSINK et al., 2008; SOUZA; MAGALHÃES, 2010; BORGIO, 2011; MARKET 

RESEARCH NEWS, 2011; KUMAR; SAHAI, BISARIA, 2012). 

As amilases, como já foi destacado, são enzimas com bastante utilização nas indústrias 

de detergentes, alimentícia, têxtil e química, na panificação, indústria farmacêutica, na 

hidrólise do amido e na produção de biocombustíveis (MOREIRA et al., 1999; NIELSEN et 

al., 2000; VAN DER MAAREL et al., 2002; SUMERLY, 2003; GUPTA et al., 2003; 

DEMIRKAN et al., 2005; PANDEY et al., 2005; SOCCOL et al, 2005; MITIDIERI et al., 

2006; ALVA et al., 2007; SOUZA, MAGALHÃES, 2010; CASTRO et al., 2010; WANG et 

al., 2011). A produção de hidrolisados de amido obtendo-se glicose e frutose é um mercado 

com ótimo retorno para aplicação dessas enzimas. O amido é convertido em xaropes de milho 

com alto teor de frutose e, devido a alta capacidade adoçante, é bastante usado como adoçante 

na indústria de refrigerantes (GUPTA et al., 2003). 

Dentre outras aplicações das amilases destacam-se a preparação de auxiliares da 

digestão, sucos de frutas, bebidas e produção de bolos (COUTO, SARNROMÁN, 2006). As 

α-amilases são vastamente empregadas na panificação para degradar o amido da farinha em 

pequenas dextrinas, que são fermentadas pela levedura. O benefício destas enzimas na massa 

resulta no aumento da taxa de fermentação e na redução da viscosidade, gerando um produto 

final com melhor volume e textura (SOUZA, MAGALHÃES, 2010). 

A aplicação da amilase na indústria têxtil faz com que exista um redimensionamento 

dos tecidos mediante a hidrólise do amido (MARYAN, MONTAZER, 2013). Uma  

quantidade removível da pasta de amido aplicada ao fio é removida com o objetivo de 

aumentar a resistência à fricção durante o processamento. Quando essa pasta não é retirada o 
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processamento final das roupas fica comprometido (tingimento, clareamento ou outro tipo de 

acabamento) (SPIER, 2005; GUANDALINI, 2007). 

Nas indústrias de papel as amilases são empregadas para transformar o amido que é 

aplicado como cobertura do papel e fornece proteção contra danos mecânicos durante o 

processamento, e também para melhorar a qualidade do produto final (GUPTA et al., 2003). 

Cada vez mais vem aumentando a expansão na área de aplicações de enzimas, 

aumentando o desempenho dos detergentes líquidos enzimáticos (MITIDIERI et al., 2006). 

Segundo SIGMA-ALDRICH (2014) um fator limitante para a utilização das amilases 

é o alto custo. Tendo em vista o valor estimado para aquisição de α-amilase de Rhizopus sp 

contendo 40 U/mg é de R$ 1.491,00/g. 

Esses dados justificam a importância da prospecção de microrganismo capazes de 

produzir enzimas amilolíticas. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 TANQUE DE COMPOSTAGEM 

Este é localizado no viveiro de mudas, no Centro de Desenvolvimento Sustentável do 

Semiárido (UFCG CDSA), campus de Sumé e a sua manutenção foi conduzida pelos 

estudantes do Programa de Ações Sustentáveis para o Cariri (PASCAR). 

4.2 COLETAS 

As coletas foram realizadas a partir do 10° dia após a montagem da composteira e 

foram realizadas a cada 15 dias, durante todo o processo de compostagem. No momento da 

coleta foi feita a aferição da temperatura em seis pontos do tanque de compostagem, nos quais 

foram retiradas amostras de cinco pontos do tanque de compostagem. As amostras foram  

misturadas e utilizadas para a contagem das Unidades Formadoras de Colônia (UFC), 

plaqueamento e isolamento de fungos, bem como para a determinação da umidade da 

composteira. Na figura 4 são apresentadas as imagens do local de coleta. 

Figura 4 – Visão geral do tanque de compostagem em que foram feitas as coletas (A) e aspecto do composto 

pronto (B). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

O material coletado foi colocado em sacos plásticos e foi conduzido até o Laboratório 

de Microbiologia na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), do Centro de 

Desenvolvimento Sustentável do Semiárido (CDSA), na cidade de Sumé, onde todos os 

experimentos foram realizados. 

A B 
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4.3 PLAQUEAMENTO 

Um (1,0)g do material coletado da composteira foi adicionado a 10,0 mL de água 

destilada esterilizada. A suspensão foi diluída em série (Figura 5) até a concentração de 10 -4, 

e 1,0 mL desta foi usado inocular ar placas de Petri contendo meio de aveia (Tabela 1). As 

placas inoculadas foram incubadas a 28°C até o crescimento das colônias. Em seguida foi 

feita a contagem das unidades formadoras de colônia (UFC) de cada diluição. Os testes foram 

feitos em duplicatas. 

Figura 5 - Esquema adotado para diluição em série. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

4.4 ISOLAMENTO 

As UFCs observadas no meio de aveia foram isoladas em placas de Petri contendo 

meio BDA (Tabela 2), substituindo dextrose por sacarose comercial e foram incubadas a 28°C 

durante cinco (5) dias, ou até que as placas fossem preenchidas. Os isolados foram 

conservados em geladeira em sistema Castellani. 

4.5 DETERMINAÇÃO DA UMIDADE 

Em cápsulas de porcelana previamente taradas foram medidos 3,0g de cada resíduo 

seco As cápsulas contendo as amostras foram colocadas na estufa a 100°C até durante 24 h. 

Em seguida foram resfriadas em dessecador durante 20 minutos e a massa foi aferida em 

balança analítica (BRASIL, 2005). A umidade, expressa em base úmida, foi calculada pela 

Equação 1.  
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..........................................(1) 

Sendo:  
U: umidade em base úmida;  
mi: massa inicial das amostras (g);  
mf: massa final das amostras (g). 
 

4.6 VERIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ENZIMAS AMILOLÍTICAS E 

DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE ENZIMÁTICO (IE) 

A produção das enzimas no meio de cultura foi verificada por meio do método de 

difusão em gel de ágar, em placas de Petri tendo o amido (1%), para a determinação da 

atividade amilase (Tabela 3). As atividades enzimáticas foram caracterizadas por meio da 

formação de halos de degradação do substrato (fonte de carbono). Os ensaios foram 

realizados em triplicata. Após 72 h de incubação a 30°C as placas foram reveladas com adição 

de 2 mL de solução de iodo. 

O halo de degradação do substrato, bem como o halo de crescimento fúngico foram 

medidos com auxílio de régua milimetrada. 

Os isolados fúngicos que apresentaram halo de degradação em torno da colônia 

tiveram a produção da atividade fungica avaliada pelo cálculo do índice enzimático (IE), dado 

pela relação do diâmetro médio do halo de degradação do substrato pelo diâmetro médio da 

colônia, conforme na equação 2 (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).  

�� = фℎф�..............................................(2) 

Sendo que: 
Фh- diâmetro do halo; 
Фc- diâmetro da colônia. 
 

4.7 MEIOS DE CULTURA: 

4.7.1 Meio de aveia  
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Tabela 1 - Composição do meio de cultivo com aveia. 

Composição Quantidade 

Aveia 40,0g 

Ágar 20,0g 

Água destilada q.s.p.1L 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

4.7.2 Meio BDA  

Tabela 2 - Composição do meio de cultivo BDA. 

Composição Quantidade 

Batata 

Dextrose 

200,0g 

20,0g 

Ágar 20,0g 

Água destilada q.s.p. 1L 

Fonte: Dados da pesquisa. 

4.7.3 Meio diferencial para determinação da produção de atividade enzimática 

Tabela 3 - Composição do meio de cultivo utilizado para detecção de amilase. 

Composição Quantidade 

Amido 20,0g 

Ágar 20,0g 

Água destilada 1L 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Após o preparo, os meios de cultura foram esterilizados em autoclave durante 20 

minutos a 121°C e 1 atm. Os meios foram vertidos em placas de Petri (20,0 mL/placa), 

previamente esterilizada e após solidificação foi introduzido o inoculo. 

 

4.8 MANUTENÇÃO E CONSERVAÇÃO DOS ISOLADOS 

Para maior tempo de conservação dos isolados fúngicos, estes foram conservados pelo 

método descrito por Castellani (1931), em que foram colocados colônias puras de fungos em 
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micro tubos, tipo eppendorf, previamente esterilizados, contendo água destilada esterilizada. 

Posteriormente os frascos foram selados, identificados e mantidos em temperatura ambiente. 

4.9 IDENTIFIFICAÇÃO DOS FUNGOS 
 

A técnica de microcultivo utilizada para identificação dos isolados foi baseada na 

Agência de Vigilância Sanitária (2004). Em uma placa de Petri esterilizada foi adicionado 

meio de cultura (BDA) até a solidificação, em seguida uma pequena parcela do meio foi 

transferido para uma lâmina esterilizada, na qual foi colocado o fungo de interesse, em 

seguida foi coberto por uma lamínula também esterilizada. Este conjunto foi inserido em uma 

placa de Petri estéril contendo papel filtro umedecido e dois canudos também esterilizados, 

como suporte (Figura 6). Para cada fungo foi realizado o modelo em triplicata, em seguida, o 

material foi incubado a 25°C, com acompanhamento do crescimento por 72 horas em 

microscopia óptico. As características morfológicas microscópicas foram consideradas para a 

identificação e comparadas com imagens obtidas em literatura especializada. 

 

Figura 6 – Técnica de Identificação dos fungos. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 COLETAS, PLAQUEAMENTO E ISOLAMENTO 

O processo de compostagem durou noventa e três dias. No total foram realizadas sete 

(7) coletas. Ao final das sete coletas foram obtidos 36 isolados fúngicos conforme 

apresentado na tabela 4. Mesmo com uma grande quantidade de isolados obtidos, pode-se 

afirmar que não foram isolados todos os microrganismos presentes no sistema, pois conforme 

Miller (1992) o processo de compostagem é marcado por uma continua mudança das espécies 

de microrganismos, devido ás modificações nas condições do meio, sendo praticamente 

impossível identificar todos os presentes. 

Tabela 4 - Números de Isolados obtidos em cada coleta. 

COLETAS ISOLADOS OBTIDOS 

01 04 

02 05 

03 07 

04 06 

05 04 

06 05 

07 05 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

As amostras retiradas do tanque de compostagem foram diluídas em série e plaqueadas 

conforme descrito no item Plaqueamento. A tabela 5 apresenta os valores de UFCs verificadas 

em cada coleta. Os números de UFC apresentados indicam que durante todo o processo de 

compostagem ocorreu grande quantidade de microrganismo. De acordo com Rappe e 

Giovannoni (2003) independentes de isolamento e cultivo apenas uma pequana parte dos 

microrganismos (<10% em solo) podem ser isolados e cultivamos. 
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Tabela 5 - Números de colônias de cada coleta. 

COLETAS UFC.g-1 

01 5,0 x 104 

02 6,0 x 104 

03 3,5 x 104 

04 3,0 x 104 

05 2,4 x 104 

06 4,7 x 104 

07 3,5 x 104 

Fonte: Dados da pesquisa. 

5.2 TEMPERATURA E UMIDADE DA COMPOSTEIRA 

A temperatura no tanque de compostagem variou entre 34,0°C e 43,0°C. Segundo 

Trautmann e Olynciw (2005) o processo de compostagem pode ser divido em quatro fases 

conforme a variação da temperatura. Na figura 7 podem ser observadas as fases mesofílica, 

que está situado abaixo da linha vermelha, e termofílica, indicada acima da linha vermelha. 

Ainda, é possível observar 3 (três) fases, sendo a primeira a fase mesofílica (A) com duração 

média de 15 dias, na qual foram realizadas duas coletas, a segunda fase, a termofílica (B) com 

duração média de um mês. Nessa fase foi realizada apenas uma coleta. E a terceira fase, de 

resfriamento e maturação (C) que teve início com a diminuição da temperatura, na qual foram 

realizadas quatro coletas.  
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Figura 7 - Variação de temperatura no tanque de compostagem nas sete coletas realizadas (-■-). Os limites 
superiores e inferiores indicam o desvio padrão. As fases da compostagem estão representadas por letras, sendo 

A: fase mesofílica, B: fase termofílica, C: fase de resfriamento e de maturação. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

Na figura 8 encontram-se os resultados dos teores de umidade referentes ao momento 

de cada coleta. Como pode ser observado, os valores variaram de 3% a 6,2%. Segundo Kiehl 

(1985) os valores ideais de umidade na compostagem estão na faixa de 40% a 60%. 

Figura 8 - Umidade da amostra verificada após 24h. Os limites inferiores e superiores indicam o desvio padrão. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

A aeração é considerada como o principal mecanismo capaz de evitar altos índices de 

temperatura durante o processo de compostagem, além de aumentar a velocidade de oxidação 
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e de diminuir a liberação de odores e reduzir o excesso de umidade de um material em 

decomposição (PEREIRA NETO, 1994; KIEHL, 2004). Dessa forma, os baixos valores de 

temperatura e umidade devem-se, provavelmente, ao fato das coletas terem sido realizadas um 

dia após o revolvimento do composto, o que proporcionou diminuição da temperatura e da 

umidade. 

5.3 DETECÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA AMILASE 

 

Todos os fungos isolados nas coletas 1 e 2 (figura 9A e 9B) apresentaram produção de 

enzimas amilolíticas, sendo que, nas primeira e segunda coletas destacaram-se os isolados 

fúngicos n° 4 e n°2, respectivamente, ambos com IE de 7,33. 

 

Figura 9 - Indices enzimáticos (IE) para a atividade amilolítica obtida para os fungos isolados durante a fase 
mesofilica da compostagem. A: Coleta n°1; B: coleta n° 2. Os limites superiores e inferiores indicam o desvio 

padrão. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

Na terceira coleta (figura 10) com exceção do isolado fúngico n° 6, todos os demais 

apresentaram atividade amilolítica, nas condições avaliadas. Os isolados 1, 4 e 7 apresentaram 

maiores valores de IE, com 12,5; 11,42 e 12,83, respectivamente. 

Figura 10 - Indices enzimáticos (IE) para a atividade amilolítica obtida para os fungos isolados durante a fase 
termofilica da compostagem: coleta n° 3. Os limites superiores e inferiores indicam o desvio padrão. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Na quarta coleta (figura 11A) os isolados 1 e 5 apresentaram de IE 9,5 e 8,8, 

respectivamente, enquanto os isolados n° 4 e n°6 não apresentaram essa atividade. Na quinta 

coleta (figura 11 B) apenas o isolado fúngico n° 2 foi capaz de degradar o amido, com IE 

determinado em 5,53. Nas sexta e sétima coletas (figura 11 C e 11 D) os maiores valores de 

IE foram de 16,83 e 16,33 produzidos pelos isolados fúngicos n°5 e n° 3, respectivamente. 

Os altos valores de desvio padrão nas figuras 9 a 11 devem - se a dificuldade da 

enzima em se difundir no gel de ágar, o que pode ser afetado pela temperatura de incubação, 

uma vez que esta pode deixar o meio mais ou menos fluido, facilitando ou dificultando 

difusão da enzima pelo meio (GIONGO et al.;2006 e GONÇALVES et al. 2007). 

Figura 11 - Indices enzimáticos (IE) para a atividade amilolítica obtida para os fungos isolados durante a fase de 
resfriamento e maturação. A: coleta n° 4; B: coleta n° 5; C: coleta n° 6; D: coleta n° 7. Os limites superiores e 

inferiores indicam o desvio padrão. 
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Fonte: Dados da pesquisa 

Os resultados comprovam que os microrganismos presentes na compostagem são 

capazes de produzir enzimas amilolíticas e que essas enzimas participam da degradação da 

matéria orgânica. 

5.4 PRODUÇÃO DE AMILASE DURANTE O PROCESSO DE COMPOSTAGEM 

Na figura 12 está apresentada a média de produção de enzimas amilolíticas (IE) 

verificadas para os isolados fúngicos obtidos nesse estudo. Verifica-se nesse figura que os 

fungos produtores de enzimas degradadoras do amido participam de todo o processo de 

compostagem, sendo que a maior expressão dessa atividade foi verificada nos fungos isolados 

da fase termofílica (coleta n° 3), e da fase de maturação (coletas 6 e sete). Possivelmente, a 

presença desses microrganismos em todo processo indica que inicialmente ocorre degração do 

amido livre e nas fases subsequentes, esses microrganismos passam a degradar o amido que 

anteriormente estava disposto no interior das células vegetais, e que foi liberado para o meio 

externo devido a degradação de polímeros mais complexos como a celulose. Visto que em 

trabalho realizado anteriormente (DELGADO, 2017) verificou-se um pico de atividade de 

celulases na coleta nº5. 

 

 

 

D 
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Figura 12 -  Produção de amilase média dos microrganismos isolados durante a compostagem. A região 
hachurada indica a região mesofílica. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

5.5 IDENTIFIFICAÇÃO DOS FUNGOS 

Após a detecção da produção de enzimas, os melhores produtores de enzimas 

amilolícas foram submetidos a identificação.  
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Figura 13 -  Estrutura microscópicas dos isolados A (primeira coleta isolado 1-72h), B (segunda coleta isolado 
2-24h), C e D (terceira coleta isolados  1 e 7 - 48h), E (quarta coleta isolado 1 –72h), F (quinta coleta isolado 2- 

48h), G (sexta coleta isolado 5-48h) e H (sétima coleta isolado 3-48h). 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Diante das imagens obtidas os fungos foram identificados como pertencentes ao 

gênero Aspergillus. A figura 13 representa as estruturas microscópicas na qual pode ser 

identificado o gênero dos maiores produtores de amilase. 

O gênero Aspergillus possui cerca de 260 espécies (SAMSON; VARGA, 2009). Este 

gênero é considerado cosmopolita e vastamente encontrado na natureza (KLICH, 2002; PITT; 

HOCKING, 1997). Em relação à morfologia dos Aspergillus, as colônias possuem uma 

variação na coloração, sendo esta a fundamental característica macroscópica para 

classificação. As colorações geralmente são em tons de verde, amarelo, cinza, marrons, preto 

e branco (KLICH, 2002; VARGA et al., 2004). 

As espécies possuem um conidióforo, asseptado e com a base geralmente no formato 

de “T” ou “L”, sendo chamado de “célula pé”, acoplada a uma hifa vegetativa. O conidióforo 

vai da célula pé até à vesícula, na qual as células conidiogênicas métulas e fiálides são 

constituídas (KLICH, 2002; KOZAKIEWICZ, 1989; RAPER; FENNELL, 1965). 
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6 CONCLUSÕES 
 

➢ Este trabalho proporcionou a elaboração de uma coleção de fungos filamentosos com 

potencial de produção de enzimas amilolíticas; 

➢ O estudo da temperatura permitiu identificar as fases mesófila e térmica do processo 

de compostagem acompanhado;  

➢ Dos trinta e seis (36) isolados fúngicos obtidos, vinte e seis (26) apresentaram 

potencial para a produção de amilase; 

➢ Todos os fungos isolados durante o processo foram identificados como pertencentes 

ao gênero Aspergillus, que é considerado como um gênero cosmopolita. 

➢ O presente trabalho trás a possibilidade de desenvolvimento de bioprocessos, visando 

a produção de enzimas amilolíticas, bem como aplicações em processos industriais. 
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