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RESUMO

A compostagem é um processo de decomposi¢do da matéria organica e que ocorre devido a
producdo de enzimas extracelulares provenientes de microrganismos presentes no sistema.
Dentre as enzimas produzidas destaca-se as de atividade amilolitica. Essas enzimas sdo
amplamente aplicadas em processos biotecnoldgicos nas industrias téxteis, papel e celulose,
couro, detergentes, bebidas destiladas, cervejas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil,
produgdo de xaropes, ragdo animal, industria quimica e farmacéutica. O presente trabalho teve
como objetivo o isolamento de fungos com capacidade de produzir enzima amiloliticas, além
de acompanhar a varia¢do de temperatura em um processo de compostagem. As coletas foram
realizadas a partir do 10° dia apés a montagem da composteira e repetidas a cada 15 dias,
totalizando sete coletas. No momento da coleta foi feita a afericdo da temperatura e foram
retiradas amostras para isolamento de fungos. A produgdo das enzimas foi verificada por meio
do método de difusdo em gel de 4gar, em placas de Petri contendo amido, para a determinagao
da atividade amilolitica. Foram calculados os indices enzimaticos (IE) por meio da relacdo
entre o halo de degradacao do substrato e o halo de crescimento flingico. A temperatura no
tanque de compostagem variou entre 36°C e 43°C. No decorrer das coletas foram obtidos 36
isolados fungicos, sendo que seis foram obtidos na fase termofilica. 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 enzimaéticas.

PALAVRAS-CHAVE: Amido. Indice Enzimatico. = Composteira.  Aplicacdes
biotecnoldgicas.



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 INTRODUCAO

A compostagem € uma técnica controlada de decomposi¢do microbiana, de oxidacdo e
de oxigenacdo de uma mistura heterogénea de materiais organicos (KIEHL, 2004). Entre as
vantagens desse processo destacam-se: a decomposicao de matéria orgénica, a reciclagem de
nutrientes, o aumento da vida util de aterros sanitdrios e a reducdo da emissdo de gds metano

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

A eficiéncia da compostagem € devido a acdo e interacdo dos microrganismos, para a
decomposicdo do material lignocelulésico o que requer intensa liberacdo de enzimas
extracelulares (GOMES et al., 2007). Alguns dos microrganismos presentes na compostagem
sdao fungos produtores de enzimas, as quais tém despertado muito interesse econdmico
(BRAGA; DESTEFANO; MESSIAS, 1999). Dentre as enzimas produzidas pode-se citar as
enzimas amiloliticas que podem ser aplicadas nas industrias de alimentos, sabdo em pé e
detergentes, na fabricacdo de papel e tecidos, em sinteses organicas (SZAKACS, 2004), nas
industrias téxteis, couro, bebidas destiladas, cervejas, panificagdo, cereais para alimentagcdo

infantil, liquefagdo e sacarificacdo 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 bilhdes no ano de 2015 e, até o periodo de apresentagdo desse
trabalho, havia a perspectiva de aumento em torno de 6,4% para o ano de 2017. Esse
crescimento se dd por meio da soma de diversos setores econdmicos, como de detergentes,
alimentos, farmac€uticos, biocombustiveis, racdes para animais e té€xtil que vem empregando

essa enzima (PANDEY et al. 2011).

Nesse contexto, a prospec¢do de microrganismos capazes de produzir enzimas de
interesse industrial, como as amilases, € de extrema relevincia para o desenvolvimento de

processos biotecnoldgicos.
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2 OBJETIVOS

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

de compostagem.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

v" Identificar os fungos com potencial para produgdo de enzimas amiloliticas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 COMPOSTAGEM

Dias (2009) define a compostagem como uma técnica aplicada no controle da
decomposicdo de materiais orgdnicos para a obtencdo, em um curto tempo, do material
estdvel, rico em himus e nutriente mineral; com atributos fisicos, quimicos e bioldgicos

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

Segundo Kiehl (2004), a compostagem € uma técnica controlada de decomposi¢ao
microbiana, de oxida¢do e de oxigena¢cdo de uma mistura heterogénea de material orgénico,
sendo caracterizada por uma fase inicial rdpida de fitotoxidade. Em seguida ocorre uma fase
de bioestabilizacdo, e finalmente a terceira fase, ocorrendo a humificacio ou maturacdo,
acompanhada da mineraliza¢do de determinados componentes da matéria organica, como N,
P, Ca e Mg, que passam da forma orgénica para a inorgénica, ficando disponiveis as plantas

(KIEHL, 1985).

Assim, a compostagem € um processo bioldgico, aerébio e controlado de
transformacao de residuos organicos em substancias himicas por meio de microganismos tais
como fungos e bactérias (KUBITZA; CAMPOS, 2006; INACIO; MILLER, 2009). Se a
compostagem for corretamente manejada pode proporcionar 6timas condi¢des na obtencdo da
estabilizacdo dos componentes poluentes, o que possibilita que os residuos organicos
retornem ao solo como um fertilizante natural, livre de bactérias patogénicas, virus e parasitas

(HAY, 1996; KIEHL, 1998).

As fases da compostagem podem ser classificadas de acordo com a variacdo da
temperatura (BERNAL; ALBUQUERQUE; MORAL, 2009; TRAUTMANN; OLYNCIW,
2005):

i. Mesofilica predominam as temperaturas moderadas, até 40°C, e com dura¢do média
de dois a cinco dias.

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

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

ambiente.
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iv. Maturacao: estabilizacdo 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 eficicia do processo de compostagem, estando relacionada com a atividade
metabolica dos microrganismos, que € diretamente afetada pela aeracdo (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 variacdo de temperatura define grupos de
microrganismos que podem ser classificados em a) criofilicos (temperatura ambiente ~
25°C); b) mesofilicos (30-45°C); e ¢) termofilicos (acima de 50°C). Kiehl (2004) ainda relata
que em temperaturas superiores a 70°C a atividade microbiana torna-se reduzida. E
temperaturas em torno de 80°C resultam na paralisacdo do processo e risco de combustiao
espontanea do material compostado. O que reforca a necessidade de aeracdo do sistema de

compostagem.

3.2.2 Umidade

A umidade é um parametro de grande importancia a ser controlado, uma vez que € a
dgua que promove o transporte de nutrientes dissolvidos, indispensdveis para as atividades
metabdlicas e fisiologicas dos microrganismos (KIEHL, 1985). O valor de umidade
considerdvel varia de acordo com as condi¢des do material compostado, com o tamanho das
particulas e com o estdgio de decomposi¢do no qual a leira ji 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 bioldgica seja reduzida, retardando o desenvolvimento do processo (VALENTE et
al., 2009). Assim, se umidade estiver ficando baixa, € necessario que faca irrigacdo da leira, de
preferéncia no periodo do revolvimento para que a dgua seja distribuida por igual

(MASSUKADO, 2008).
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De acordo com Barreira (2005) e Valente et al. (2009) quando o teor de umidade dos
residuos da compostagem estiver muito alto o processo serd dificultado, pois o excesso de
umidade faz com que os poros sejam preenchidos com dgua. Os residuos decompostos, que
sdo hidrofilicos, irdo aderir as moléculas de dgua a superficie, saturando os seus micro e
macroporos, impedindo a difusdo de oxigenio e propiciando condicoes anaerobias. Este
acontecimento pode ser percebido pelos mal odores. Quando a umidade estiver alta, ha a

necessidade de se fazer injec@o de ar ou acrescentar material seco.

3.2.3 Aeracao

Segundo Fernandes e Silva (1999) a aeragdo de uma leira de compostagem €
responsavel por: (1) aumentar a porosidade do meio, que sofre compactacdo natural devido
seu proprio peso; (2) diminuir o teor de umidade dos residuos; (3) expor as camadas externas
as temperaturas mais elevadas e também (4) eliminar o calor excessivo do interior da leira,
controlando a temperatura do processo. Kiehl (2004) relata que na presenca de oxigénio ha

auséncia de maus odores e o tempo de degradacido € menor.

Os revolvimentos precisam ser feitos obrigatoriamente quando a temperatura estiver
muito elevada (acima do 70°C), quando a umidade estiver acima de 55-60% ou quando ha
presenca de moscas e maus odores (KIEHL, 2004; BARREIRA, 2005; MASSUKADO,
2008). Em condi¢des de aparente normalidade (de temperatura e umidade) € recomendado
fazer o revolvimento para que se introduza ar rico em oxigénio e se libere o ar saturado de gés
carbonico. Ainda € ressaltado que as partes da leira que devem merecer maior atengdo durante
o revolvimento s@o as mais externas, expostas ao sol e ao vento, mais frias e ressecada

(KIEHL, 2004).

3.2.4 Relacao C/N

A relagdo entre carbono e nitrogénio € usada para avaliar os niveis de maturacdo de
materiais organicos (VALENTE et al.,, 2009). Para o processo da compostagem, alguns
autores sugerem que no inicio do processo a relagdo C/N esteja no entorno de 30/1, ou seja,
trinta partes de carbono para uma de nitrogénio. Segundo Kiehl (2004) valores entre 26/1 e

35/1 sdo considerados como favoraveis.

Nas etapas da compostagem, o carbono € fonte de energia para os microrganismos
heterotréficos que degradam o composto, ja o nitrogénio € um elemento importante para a

sintese de proteinas e crescimento das colonias (SHARMA et al., 1997).
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Durante o processo de compostagem € notada a reducdo da relagdo C/N por meio da
oxidacdo da matéria organica pelos microrganismos (ZHANG; HE, 2006). O tempo
necessdrio para estabilizacdo ou a maturacido dos residuos organicos esstd relacionado com
relacdo 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 relacio C/N deve decair chegando préxima a 10/1,

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

3.2.5 Granulometria

O tamanho das particulas dos residuos é de grande importancia no processo para
reger o movimento de gases e liquidos (KIEHL, 2004). Bidone e Povinelli (1999) relatam
que a granulometria ideal para a montagem da leira deve ser entre 1 € 5 cm. Porém, Valente
et al. (2009) afirmam que misturar diversos tipos de residuos organicos € o melhor jeito para
tentar corrigir o tamanho das particulas, beneficiando a homogeneizacdo da massa em

compostagem e obtendo uma melhor porosidade.

3.2.6 Microrganismos

Material organico € o habitat de varios microrganismos, sendo que eles utilizam
minerais, compostos organicos, dgua e oxigénio para crescimento e atividades metabdlicas
(FIALHO, 2007). Os principais microrganismos presentes na compostagem sao bactérias,
fungos, no entanto, podem aparecer outros organismos como algas, protozoarios,
nematoides, vermes, insetos e larvas, mas isto depende especialmente das caracteristicas do
material a ser usado. Os microrganismos geralmente ji sdo encontrados nos residuos
utilizados, dessa forma, o processo de compostagem precisa de um ambiente com condi¢des
favoraveis de umidade, nutrientes e oxigénio, degradacdo e estabilizacdo da matéria organica

(KIEHL, 2004).

No processo da compostagem existe uma predominancia de microrganismos, que
variam conforme as caracteristicas do composto, como o teor de umidade, a disponibilidade

de oxigénio, a temperatura relacdo C/N e pH (KIEHL, 1985).

3.3 RESIDUOS ORGANICOS

z

Na compostagem, a composicdo do material que serd usado na mistura é muito
importante. Material que possui hidratos de carbono, lipidos e proteinas, sdao fontes ideais de

carbono e de energia para os microrganismos. Por outro lado, materiais que t€ém em grande
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parte da composicdo a celulose e a lignina e possuem pouco nitrogénio sdao degradados

muito lentamente (BATISTA; BATISTA, 2007).

Dentre o material rico em carbono podemos destacar o material lenhoso como a casca
de 4rvores, as aparas de madeira e a serragem, as podas dos jardins, folhas das arvores, palhas
e fenos, e papel. Entre os compostos nitrogenados podemos citar as folhas verdes, estrumes de

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

Mustin (1987) desenvolveu uma classificagdo de residuos compostdveis de acordo
com a origem, natureza quimica e fisica. Ele também relata que somente residuos organicos
de origem bioldgica s@o compostaveis, j4 o material organico de origem quimica nio €

compativel, como por exemplo os plasticos.

Segundo Cunha Queda (1999) ha uma grande diversidade, quantidade, qualidade e
complexidade de substratos destinados a compostagem, ja que os residuos empregados na
composteira sdo normalmente residuos organicos biodegraddveis de origem agro-pecudria,
agro-industrial e urbana. A Figura 1 mostra diversos residuos potencialmente utilizaveis na

compostagem.
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Figura 1 - Residuos organicos potencialmente utiliziveis na compostagem.
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3.4. AMIDO E ENZIMAS AMILOLITICAS

3.4.1 Amido

Segundo Vieille e Zeikus (2001) o amido € o maior polissacarideo de reserva das
plantas e o segundo mais abundante depois da celulose. O amido é aplicadao em vdrios
processos industriais, incluindo a producdo de material bioldgico para alimentos, emulsdo
estabilizante e agente substituto de 6leo (SYNOWWIECKI, 2007). Os derivados do amido
também podem ser aplicados em diversos setores tais como fluidos de perfuracdo de petréleo,
adesivos, papel e revestimentos de algoddo, ou gelificantes, emulsionantes e agentes de
aumento de viscosidade em produtos alimentares. Alguns produtos sdo gerados por meio de
hidrélise, como maltodextrinas, xaropes de frutose elevada, tais como xarope de milho em
escala industrial. Sendo que para a aplicacio do amido em produtos alimenticios, este €
especialmente processado por aquecimento ou homogeneizacdo de amilose e amilopectina

(VAN DER MAAREL; LEMMHUIS, 2013).

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

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

A amilose é constituida por cadeias lineares helicoidais compostas de glicose unidas
por ligacdo glicosidica a-1,4. J4 a amilopectina é constituida por uma estrutura ramificada,
com cadeias de residuos de glicose em ligacdo glicosidica a-1,4, das quais partem
ramificagdes com ligacdes a-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 polimero linear de moléculas de D-glicose. (B) Estrutura
da amilopectina mostrando um ponto de ramifica¢do. (C) Disposicdo das moléculas de amilose e amilopectina

no grao de amido.

Extremidade Extremidade
nao redutora redutora
(a) Amilose
Ponto de
ramificagao
Ramificacao (a1—6)
Amilopectina Amilose
Extremidades
nao redutoras
Extremidades
redutoras
Cadeia H OH ~ Pontode
principal ramificacao
(a1—6)
(b) © “

Fonte: Nelson e Cox (2014).

z

A hidrdlise enzimdtica do amido € realizada em duas fases: a liquefacdo e a
sacarificacdo. Na liquefacdo, os granulos de amido sido dispersos em solucdo aquosa,
aquecidos (gomificagdo) e hidrolisados parcial e irreversivelmente, com a ajuda da a-amilase.
Ap06s o processo de liquefacdo, a solugdo de maltodextrina é hidrolisada em glicose por meio
de uma enzima desramificante, que pode ser uma endoenzima (isoamilase e pululanase) ou
exoenzima (fB-amilase e glicoamilase). Elas atuam sobre as ligacdes glicosidicas a-1,6 da

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

A atividade e a estabilidade na maioria das amilases usadas nas industrias atualmente
estdo em declinio, pelo fato que as enzimas precisam suportar um pH baixo no processamento
do amido, no entanto o processo de liquefacdao de amido funciona a um pH restrito de cerca de
6,5. Assim, a identificacdo e exploracdo microbiana de amilases termoestaveis e acidofilas

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

Entretanto, a maneira convencional de processamento de amido necessita de um
elevado fornecimento de energia, aumentando o preco dos produtos a base dessa molécula.

Desse modo, estdo sendo feitos esforcos para a producio de enzimas amiloliticas capazes de
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atuar em materiais com pH 4cido, e a temperatura moderada muito abaixo da temperatura de
gelatinizagdo, tornando o processamento do amido mais econdmico para as industrias

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

3.4.2 Enzimas Amiloliticas
Segundo Peixoto et al (2003) as amilases sdo enzimas que hidrolizam ligacdes

glicosidicas a-1,4 da molécula de amido. Essas enzimas sdo usadas pelas plantas para
degradar o amido de algumas raizes; Os animais usam as amilases para a digestdo do amido e
0s microrganismos que utilizam-nas para converter o amido em fonte de carbono.

As amilases atuam como endoenzima ou exoenzima especificas para a quebra do
amido. Estas enzimas degradam o amido em compostos relacionados por meio da hidrdlise

das ligagdes glicosidicas a-(1,4) e/ou a-(1,6) (BRENDA, 2017).

De acordo com o tipo de hidrdlise, as amilases podem ser classificadas como a-
amilases e B-amilases dependendo das ligagcdes em que atuam nos substratos (Figura 3). Elas
hidrolizam os polissacarideos que possuem trés ou mais unidades de D-glicose, ou seja,
causam a quebra do amido a acucares redutores. Como visto na literatura a glicoamilase e a a-
amilase sdo 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, MAGALHAES, 2010; HASHEMI; DARWISH, 2010).

Figura 3 - Representacdo da atuacdo de alfa-amilase e beta-amilase. As setas indicam as diferentes regides de
atuacdo das enzimas: alfa-amilase atua em qualquer ligagcdo 1,4 da molécula do carboidrato, enquanto beta-

amilase atua em ligacdes 1,4 proximas as pontes da molécula de amido.
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A hidrélise do amido era feita por meio da via quimica com alta temperatura. Essa
técnica estd sendo substituida pela hidrélise enzimdtica em mais de 75% dos processos
(KANDRA, 2003; WANG:; LIANG; LIANG, 2011). Este método € um dos mais simples para
producdo de carboidratos com propriedades funcionais especiais (MOORE; DO CANTO;
AMANTE, 2005).

3.4.2.1 Aplicacoes biotecnolégicas das amilases

As amilases podem ser aplicacadas em vérios processos biotecnoldgicos e industriais,
constituindo importante complexo enzimadtico, que totaliza de 25 a 33% da produ¢do mundial
de enzimas, ocupa o segundo lugar logo apds as proteases (NGUYEN et al., 2002; GUPTA et
al., 2003; EIJSINK et al., 2008; SOUZA; MAGALHAES, 2010; BORGIO, 2011; MARKET
RESEARCH NEWS, 2011; KUMAR; SAHAI BISARIA, 2012).

As amilases, como j4 foi destacado, sdo enzimas com bastante utilizacao nas industrias
de detergentes, alimenticia, téxtil e quimica, na panificacdo, inddstria farmacéutica, na
hidrélise do amido e na produgdo de biocombustiveis (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, MAGALHAES, 2010; CASTRO et al., 2010; WANG et
al., 2011). A produgdo de hidrolisados de amido obtendo-se glicose e frutose € um mercado
com Otimo retorno para aplicacdo dessas enzimas. O amido € convertido em xaropes de milho
com alto teor de frutose e, devido a alta capacidade adocante, € bastante usado como adogante

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

Dentre outras aplicagdes das amilases destacam-se a preparacdo de auxiliares da
digestdo, sucos de frutas, bebidas e produgio de bolos (COUTO, SARNROMAN, 2006). As
a-amilases sdo vastamente empregadas na panificacdo para degradar o amido da farinha em
pequenas dextrinas, que sdo fermentadas pela levedura. O beneficio destas enzimas na massa
resulta no aumento da taxa de fermentacdo e na reducdo da viscosidade, gerando um produto

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

A aplicacdo da amilase na industria téxtil faz com que exista um redimensionamento
dos tecidos mediante a hidrélise do amido (MARYAN, MONTAZER, 2013). Uma

quantidade removivel da pasta de amido aplicada ao fio € removida com o objetivo de

aumentar a resisténcia a friccdo durante o processamento. Quando essa pasta nio € retirada o
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processamento final das roupas fica comprometido (tingimento, clareamento ou outro tipo de

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

Nas inddstrias de papel as amilases sdo empregadas para transformar o amido que é
aplicado como cobertura do papel e fornece prote¢do contra danos mecanicos durante o

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

Cada vez mais vem aumentando a expansdo na drea de aplicagdes de enzimas,

aumentando o desempenho dos detergentes liquidos enzimdticos (MITIDIERI et al., 2006).

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

€ o alto custo. Tendo em vista o valor estimado para aquisicdo de a-amilase de Rhizopus sp

contendo 40 U/mg é de R$ 1.491,00/¢g.

Esses dados justificam a importancia da prospeccdo de microrganismo capazes de

produzir enzimas amiloliticas.
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4 METODOLOGIA

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

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

4.2 COLETAS

As coletas foram realizadas a partir do 10° dia apds a montagem da composteira e
foram realizadas a cada 15 dias, durante todo o processo de compostagem. No momento da
coleta foi feita a afericdo da temperatura em seis pontos do tanque de compostagem, nos quais
foram retiradas amostras de cinco pontos do tanque de compostagem. As amostras foram
misturadas e utilizadas para a contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC),
plaqueamento e isolamento de fungos, bem como para a determinacdo da umidade da

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

Figura 4 — Visdo 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 plasticos e foi conduzido até o Laboratério
de Microbiologia na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semiarido (CDSA), na cidade de Sumé, onde todos os

experimentos foram realizados.
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4.3 PLAQUEAMENTO

Um (1,0)g do material coletado da composteira foi adicionado a 10,0 mL de dgua
destilada esterilizada. A suspensio foi diluida em série (Figura 5) até a concentragio de 10 *,
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 colonias. Em seguida foi
feita a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) de cada dilui¢@o. Os testes foram

feitos em duplicatas.

Figura 5 - Esquema adotado para dilui¢do em série.
1 mL 1 mL 1 mL

1 mL da
amostra
9 mL 9 ml 9 ml 9 ml

10! 102 10-3 10

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 DETERMINACAO DA UMIDADE

Em cédpsulas de porcelana previamente taradas foram medidos 3,0g de cada residuo
seco As capsulas contendo as amostras foram colocadas na estufa a 100°C até durante 24 h.
Em seguida foram resfriadas em dessecador durante 20 minutos € a massa foi aferida em
balanca analitica (BRASIL, 2005). A umidade, expressa em base imida, foi calculada pela

Equacdo 1.
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m F

U(%) = ==L x 100

Sendo:

U: umidade em base tiimida;

m;: massa inicial das amostras (g);
my: massa final das amostras (g).

46 VERIFICACAO DA PRODUCAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS E
DETERMINACAO DO INDICE ENZIMATICO (IE)

A produgdo das enzimas no meio de cultura foi verificada por meio do método de
difusdo em gel de 4gar, em placas de Petri tendo o amido (1%), para a determinacdo da
atividade amilase (Tabela 3). As atividades enzimdticas foram caracterizadas por meio da
formacdo de halos de degradacdo do substrato (fonte de carbono). Os ensaios foram
realizados em triplicata. Apds 72 h de incubagdo a 30°C as placas foram reveladas com adi¢do
de 2 mL de solug¢do de iodo.

O halo de degradacdo do substrato, bem como o halo de crescimento fungico foram
medidos com auxilio de régua milimetrada.

Os isolados fingicos que apresentaram halo de degradacio em torno da coldnia
tiveram a producdo da atividade fungica avaliada pelo calculo do indice enzimatico (IE), dado
pela relacdo do didmetro médio do halo de degradacido do substrato pelo diametro médio da

coldnia, conforme na equacdo 2 (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

—on
IE = o 2)
Sendo que:
®h- didmetro do halo;
Dc- diametro da coldnia.
4.7 MEIOS DE CULTURA:

4.7.1 Meio de aveia



31

Tabela 1 - Composi¢do do meio de cultivo com aveia.

Composicao Quantidade
Aveia 40,0g
Agar 20,0g
Agua destilada q.s.p.1L

Fonte: Dados da pesquisa.

4.7.2 Meio BDA
Tabela 2 - Composicio do meio de cultivo BDA.
Composicao Quantidade
Batata 200,0g
Dextrose 20,0g
Agar 20,0g
Agua destilada g.s.p. 1L

Fonte: Dados da pesquisa.

4.7.3 Meio diferencial para determinacao da producio de atividade enziméatica

Tabela 3 - Composi¢do do meio de cultivo utilizado para detec¢do de amilase.

Composicao Quantidade
Amido 20,0g
Agar 20,0g
Agua destilada 1L

Fonte: Dados da pesquisa.

Apbs 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 ap6s solidificacdo foi introduzido o inoculo.

4.8 MANUTENCAO E CONSERVACAO DOS ISOLADOS
Para maior tempo de conservacdo dos isolados fungicos, estes foram conservados pelo

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

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

4.9 IDENTIFIFICACAO DOS FUNGOS

A técnica de microcultivo utilizada para identificagdo dos isolados foi baseada na
Agéncia de Vigilancia Sanitdria (2004). Em uma placa de Petri esterilizada foi adicionado
meio de cultura (BDA) até a solidificacdo, em seguida uma pequena parcela do meio foi
transferido para uma lamina esterilizada, na qual foi colocado o fungo de interesse, em
seguida foi coberto por uma laminula 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 optico. As caracteristicas morfoldgicas microscépicas foram consideradas para a

identificacdo e comparadas com imagens obtidas em literatura especializada.

Figura 6 — Técnica de Identificacdo dos fungos.

Papel de filtro

Umido Placa de Petri

Meio de Cultura

Lamina

Indculo

P C3
Laminula Canudo

Fonte: Dados da pesquisa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETAS, PLAQUEAMENTO E ISOLAMENTO

O processo de compostagem durou noventa e trés dias. No total foram realizadas sete
(7) coletas. Ao final das sete coletas foram obtidos 36 isolados fungicos conforme
apresentado na tabela 4. Mesmo com uma grande quantidade de isolados obtidos, pode-se
afirmar que ndo foram isolados todos os microrganismos presentes no sistema, pois conforme
Miller (1992) o processo de compostagem € marcado por uma continua mudanga das espécies
de microrganismos, devido 4s modificacdes nas condi¢cdes do meio, sendo praticamente

impossivel identificar todos os presentes.

Tabela 4 - Numeros de Isolados obtidos em cada coleta.

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

Fonte: Dados da pesquisa.

As amostras retiradas do tanque de compostagem foram diluidas em série e plaqueadas
conforme descrito no item Plaqueamento. A tabela 5 apresenta os valores de UFCs verificadas
em cada coleta. Os nimeros 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 - Numeros de coldnias de cada coleta.

COLETAS UFC.g!
01 50x 10°
02 6,0 x 10*
03 3,5x 10*
04 3,0 x 10*
05 2,4 x 10*
06 47 x 104
07 3,5x 10*

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 variacdo da temperatura. Na figura 7 podem ser observadas as fases mesofilica,
que esta situado abaixo da linha vermelha, e termofilica, indicada acima da linha vermelha.
Ainda, € possivel observar 3 (trés) fases, sendo a primeira a fase mesofilica (A) com duragdo
média de 15 dias, na qual foram realizadas duas coletas, a segunda fase, a termofilica (B) com
duracdo média de um més. Nessa fase foi realizada apenas uma coleta. E a terceira fase, de
resfriamento e maturacdo (C) que teve inicio com a diminui¢do da temperatura, na qual foram

realizadas quatro coletas.
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Figura 7 - Variacdo de temperatura no tanque de compostagem nas sete coletas realizadas (-m-). Os limites
superiores e inferiores indicam o desvio padrdo. As fases da compostagem estio representadas por letras, sendo
A: fase mesofilica, B: fase termofilica, C: fase de resfriamento e de maturagio.
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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 estdo na faixa de 40% a 60%.

Figura 8 - Umidade da amostra verificada ap6s 24h. Os limites inferiores e superiores indicam o desvio padrio.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A aeracgdo é considerada como o principal mecanismo capaz de evitar altos indices de

temperatura durante o processo de compostagem, além de aumentar a velocidade de oxidacao
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e de diminuir a liberacdo de odores e reduzir o excesso de umidade de um material em
decomposicdo (PEREIRA NETO, 1994; KIEHL, 2004). Dessa forma, os baixos valores de
temperatura e umidade devem-se, provavelmente, ao fato das coletas terem sido realizadas um
dia apds o revolvimento do composto, o que proporcionou diminuicdo da temperatura e da

umidade.

5.3 DETECCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA AMILASE

Todos os fungos isolados nas coletas 1 e 2 (figura 9A e 9B) apresentaram producdo de
enzimas amiloliticas, sendo que, nas primeira e segunda coletas destacaram-se os isolados

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

Figura 9 - Indices enzimaticos (IE) para a atividade amilolitica 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
padrdo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na terceira coleta (figura 10) com excecao do isolado fingico n° 6, todos os demais
apresentaram atividade amilolitica, nas condi¢Oes avaliadas. Os isolados 1, 4 e 7 apresentaram
maiores valores de IE, com 12,5; 11,42 e 12,83, respectivamente.

Figura 10 - Indices enzimaticos (IE) para a atividade amilolitica obtida para os fungos isolados durante a fase
termofilica da compostagem: coleta n° 3. Os limites superiores e inferiores indicam o desvio padrao.

Indice Enzimatico
Amilase

1 2 3 4 5 6 7
Isolado Fungico

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 nio apresentaram essa atividade. Na quinta
coleta (figura 11 B) apenas o isolado fingico 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 fingicos n°5 e n° 3, respectivamente.

Os altos valores de desvio padrdao nas figuras 9 a 11 devem - se a dificuldade da
enzima em se difundir no gel de dgar, o que pode ser afetado pela temperatura de incubacao,
uma vez que esta pode deixar o meio mais ou menos fluido, facilitando ou dificultando
difusdo da enzima pelo meio (GIONGO et al.;2006 e GONCALVES et al. 2007).

Figura 11 - Indices enzimadticos (IE) para a atividade amilolitica obtida para os fungos isolados durante a fase de

resfriamento e maturagdo. A: coleta n° 4; B: coleta n° 5; C: coleta n° 6; D: coleta n® 7. Os limites superiores e
inferiores indicam o desvio padrio.
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Indice Enzimatico
Amilase

1 2 3 4 5
Isolado Fungico

Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados comprovam que os microrganismos presentes na compostagem sao
capazes de produzir enzimas amiloliticas e que essas enzimas participam da degradacdo da

matéria organica.

5.4 PRODUCAO DE AMILASE DURANTE O PROCESSO DE COMPOSTAGEM

Na figura 12 estd apresentada a média de producdo de enzimas amiloliticas (IE)
verificadas para os isolados flingicos 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 expressao dessa atividade foi verificada nos fungos isolados
da fase termofilica (coleta n° 3), e da fase de maturacdo (coletas 6 e sete). Possivelmente, a
presenca desses microrganismos em todo processo indica que inicialmente ocorre degragdo 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 degradagdo de polimeros mais complexos como a celulose. Visto que em
trabalho realizado anteriormente (DELGADQO, 2017) verificou-se um pico de atividade de

celulases na coleta n°S.
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Figura 12 - Producdo de amilase média dos microrganismos isolados durante a compostagem. A regido
hachurada indica a regido mesofilica.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 IDENTIFIFICACAO DOS FUNGOS
ApoOs a deteccdo da producdo de enzimas, os melhores produtores de enzimas

amilolicas foram submetidos a identificacao.
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Figura 13 - Estrutura microscépicas 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
género Aspergillus. A figura 13 representa as estruturas microscopicas na qual pode ser

identificado o género dos maiores produtores de amilase.

O género Aspergillus possui cerca de 260 espécies (SAMSON; VARGA, 2009). Este
género € considerado cosmopolita e vastamente encontrado na natureza (KLICH, 2002; PITT;
HOCKING, 1997). Em relacdo a morfologia dos Aspergillus, as col6nias possuem uma
variacdo na coloracdo, sendo esta a fundamental caracteristica macroscopica para
classificac@o. As coloragdes geralmente sdo em tons de verde, amarelo, cinza, marrons, preto

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

As espécies possuem um conidiéforo, asseptado e com a base geralmente no formato
de “T” ou “L”, sendo chamado de “célula pé”, acoplada a uma hifa vegetativa. O conidiéforo
vai da célula pé até a vesicula, na qual as células conidiogénicas métulas e fidlides sdo

constituidas (KLICH, 2002; KOZAKIEWICZ, 1989; RAPER; FENNELL, 1965).
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6 CONCLUSOES

» Este trabalho proporcionou a elaboragdo de uma colecio de fungos filamentosos com
potencial de produ¢do de enzimas amiloliticas;

» O estudo da temperatura permitiu identificar as fases mesoéfila e térmica do processo
de compostagem acompanhado;

» Dos trinta e seis (36) isolados fungicos obtidos, vinte e seis (26) apresentaram
potencial para a producdo de amilase;

» Todos os fungos isolados durante o processo foram identificados como pertencentes
ao género Aspergillus, que é considerado como um género cosmopolita.

» O presente trabalho tras a possibilidade de desenvolvimento de bioprocessos, visando

a producdo de enzimas amiloliticas, bem como aplicagdes em processos industriais.
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