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RESUMO

A elevada migracdo da populacdo remanescente da zona rural para os
grandes centros urbanos, nas ultimas décadas, ocasionou uma maior produgao
de lixo, principalmente, os organicos de origem domeéstica, alcancando os 55,5mi
de toneladas em 2011. Considerando que aproximadamente 50% do lixo urbano
no Brasil é composto de matéria organica, este poderia ser reaproveitado pelo
processo de compostagem. A compostagem é a transformagé&o do lixo organico
em um produto relativamente estavel e com baixa quantidade de matéria
organica, que pode ser reaproveitado como adubo organico na agricultura ou
como corretivo de solos degradados. Com base nessa problematica, foi proposto
o presente trabalho cujo objetivo foi conhecer a microbiota fungica das diferentes
fases da compostagem, isola-los e reintroduzi-los no processo, buscando uma
aceleracdo da biodegradacdo da matéria organica presente no lixo urbano, a fim
de reduzir os custos de producdo do composto orgdnico, aumentar a aceitacao
da técnica como alternativa ambientalmente correta aos lixées a céu aberto e
gerar uma diminuicdo na quantidade de residuos encaminhada aos aterros
sanitarios. Em testes laboratoriais, o indculo fungico demonstrou melhorar o
processo de compostagem, pela reducdo mais acelerada da matéria organica e
diminuicdo da toxicidade do produto acabado, porém em testes em escala de
pilhas o indéculo ndo apresentou grande variagdo em relagdo a compostagem
tradicional, ndo degradando a matéria organica mais rapidamente, porém

gerando diminuicdo acelerada da toxicidade.

Palavras-chave: Fungos termofilicos. Compostagem. In6culo fangico.

Aceleragéo. Microbiologia ambiental.



ABSTRACT

The high migration of the remaining population from rural to large urban
centers in recent decades, has led to a greater production of waste, mainly
organic, home-grown, reaching 55.5 mi tonnes in 2011. Whereas approximately
50% of urban waste in Brazil is composed of organic matter, this could be reused
by the composting process. Composting is the transformation of organic waste
into a relatively stable and low in organic matter product, which can be recycled
as organic fertilizer in agriculture or as a corrective of degraded soils. Based on
these problems, we proposed the present work aims to better understand the
fungal microbiota of the different stages of composting, isolates them and
reintroduce them in the process, seeking an accelerated biodegradation of
organic matter in municipal waste in order to reduce production costs of organic
compost, increase acceptance of the technique as an environmentally friendly
alternative to open dumps and generate a decrease in the amount of waste sent
to landfills. In laboratory tests, the fungal inoculum was shown to improve the
composting process, the faster decline in organic matter and decrease in toxicity
of the finished product, but in the pile sacale tests inoculum showed no great
variation from the traditional composting, not degrading the organic matter faster,
but generating accelerated decrease of toxicity.

Keywords: Thermophilic fungi. Composting. Fungal inoculum. Composting

acceleration. Environmental microbiology.
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1. INTRODUCAO

A elevada migracdo da populacdo remanescente da zona rural para os grandes
centros urbanos, nas ultimas décadas, ocasionou uma maior producdo de lixo,
principalmente, os organicos de origem doméstica. Em 2011 houve uma producdo de
aproximadamente 55,5 mil de toneladas de lixo no Brasil, com perspectivas de crescimento
acelerado a cada ano.

O aumento na produgcdo de residuos gera discussdes sobre politicas de
sustentabilidade, que visam novas metodologias para minimizar a degradacao ambiental,
como € o caso da compostagem. Esta técnica traz solu¢do para um grande problema
enfrentado no mundo todo, a disposi¢ado final de residuos urbanos.

A compostagem € a transformagdo do lixo organico em um produto relativamente
estavel e com baixa quantidade de matéria organica, que pode ser reaproveitado como
composto organico na agricultura ou como corretivo de solos degradados. Considerando
que aproximadamente 50% do lixo urbano no Brasil é composto de matéria organica, que
pode ser reaproveitada pelo processo de compostagem, esta técnica reduziria pela metade a
quantidade de lixo destinado aos aterros sanitarios e, em alguns casos, lixdes a céu aberto.

Durante o processo de compostagem, a matéria orginica passa por trés diferentes
fases (mesofilica, termofilica e de maturagdo do composto) realizadas pela a¢do de bactérias
e fungos. Os fungos sdo os organismos mais importantes durante a fase termofilica da
compostagem aerdbica.

Apesar da elevada carga microbioldgica presente na matéria organica destinada a
compostagem, o processo total pode demorar até 120 dias, o que, acrescido aos custos de
instalagdes, maquinas € mao de obra, tornam o processo desinteressante economicamente.
Para que possa haver uma reduc@o nos custos e uma maior aceitagdo da técnica de
compostagem, € necessdrio uma aceleracdo do processo, que poderia ser obtido pela
inoculacido de micro-organismos iniciadores de modo a reduzir a chamada fase de atraso
inicial da compostagem e também na fase termofilica, para aumentar a taxa de degradacdo
da matéria organica complexa, que normalmente ocorre nessa fase.

Com base nessa problemética, foi proposto esse trabalho cujo objetivo foi conhecer
a microbiota fungica das diferentes fases da compostagem, isola-los e reintroduzi-los no
processo, buscando uma aceleragao da biodegradacido da matéria organica presente no lixo

urbano, de modo a reduzir os custos de produ¢do do composto organico, proveniente do
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processo de compostagem, aumentar a aceitagdo da técnica como alternativa
ambientalmente correta aos lixdes a céu aberto e gerar uma diminuicao na quantidade de

residuos encaminhada aos aterros sanitarios.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CRESCIMENTO POPULACIONAL E PRODUCAO DE LIXO

A quantidade de residuos sélidos e a de lixo total produzido € diretamente
proporcional ao tamanho da populacdo e ao crescimento das cidades. Nas ultimas cinco
décadas houve em uma intensificacdo da exploragdo de diferentes recursos naturais, devido
a uma rdpida urbanizacdo, industrializacdo e mudancas no estilo de vida da populagao,

resultando em uma grande geracdo de residuos sélidos (SINGH et al., 2011).
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Figura 1. Quantidade de residuo s6lido urbano (RSU) coletado no Brasil 2010/2011.

Com esse grande volume de residuos urbanos e sem uma politica de manejo
adequado, muitos problemas surgiram relacionados aos destinos desse material dentro dos
perimetros urbanos. Segundo dados da ABRELPE (Associagdo Brasileira de Empresas de
Limpeza Publica e Residuos Especiais) em 2011 foram gerados aproximadamente 55 mi de
toneladas de lixo no Brasil (Figura 1) e, deste montante, aproximadamente 42% ainda é
disposto inadequadamente.

Desde o ano de 1989, a porcentagem de residuos destinados a vazadouros a céu
aberto diminuiu significativamente, de 88,2% para 50,8% em 2008. Apesar desta aparente

conscientizacdo, ainda ocorre atualmente a disposi¢do destes residuos em lixdes a céu



aberto, em aterros controlados ou em aterros sanitarios (Tabela 1) (IBGE, 2010). Praticas
condendveis segundo os pontos de vista social, ambiental e de satde puiblica (BARREIRA

et al., 2006) (IBGE, 2010).

Tabela 1. Destino final dos residuos sélidos no Brasil.

Ano Destino final dos residuos sélidos (%)
Vazadouro a céu aberto  Aterro controlado  Aterro sanitario
1989 88,2 9,6 1,1
2000 72,3 22,3 17,3
2008 50,8 22,5 27,7

Fonte: IBGE, Diretoria de pesquisas, Coordenagdo de populacdo e indicadores sociais, Pesquisa
Nacional de Saneamento Basico 1989/2008.

Atualmente, diversas metodologias sdo apresentadas como alternativas para o
tratamento dos residuos, 1) Reciclagem — a reincorporagdo do residuo em novos produtos
(plastico, vidro, metal e papel) apos sua utilizagdo pelo consumidor; 2) Compostagem — um
processo bioldgico de decomposi¢ao da matéria organica; 3) Tratamento de esgoto — o
tratamento de efluentes liquidos com posterior liberagao em rios ou mares, ou o tratamento
de esgoto semissOlido que pode ser utilizado para correcdo de solos; 4) Incineracdo —
processo de combustdo do material, gerando energia e reduzindo o volume de lixo a ser
disposto e 5) Disposi¢do em aterros sanitarios — deposi¢ao do material em uma area definida
(DOMINGO; NADAL, 2009; RUSHTON, 2003) seguindo as normas técnicas para
impermeabilizacdo e controle de emissdes. Tais metodologias devem suprir principalmente
a necessidade de diminui¢@o no espacgo de alocacdo dos residuos nos aterros sanitarios, ou
ainda em casos mais graves, em lixdes a céu aberto, que favorecem a contaminac¢do, nao sé
do lengol fredtico, mas também da populagido, pela proliferacdo de patdgenos, roedores e
insetos que habitam estes ambientes (BARREIRA; JUNIOR; RODRIGUES, 2006).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saneamento Béasico (PNSB), desenvolvida pelo
IBGE em 2010, o nimero de municipios que apresentavam coleta seletiva e trabalho de
reciclagem de materiais avangou desde o surgimento deste tipo de programa em meados de
1980. A PNSB realizada em 1989 identificou a existéncia de 58 programas de coleta
seletiva, registrando um aumento para aproximadamente 994 programas deste tipo na
PNSB de 2008, o que demonstra um aumento na implementagdo da coleta seletiva e o
desenvolvimento de um pensamento voltado para a reciclagem e minimizagao na produgao

de residuos (IBGE, 2010).



Apesar deste grande salto no que diz respeito ao reaproveitamento de materiais
reciclaveis, os residuos organicos urbanos representando 51,4% de todo o lixo coletado,
equivalendo a 28,5mi de toneladas por ano ainda sdo dispostos diretamente nos lixdes,
aterros controlados ou aterros sanitarios (COLON et al., 2010). Essa deposic¢io inadequada
gera maiores gastos para os municipios pois aumenta drasticamente o volume de lixo
depositado e acelera o tempo de saturacdo dos aterros visto que esses residuos sao
facilmente biodegradados e podem gerar composto organico com valor agregado, uma
alternativa vidvel e que pode gerar beneficios

A compostagem € um processo de decomposicdo oxidativo e controlado, que
transforma residuos organicos em um produto estabilizado, com propriedades e
caracteristicas completamente diferentes do material que lhe deu origem (REIS, 2005).
Durante o processo de compostagem, a matéria organica passa por vdrias etapas de
transformacao por acdo de diferentes grupos de micro-organismos, resultando em composto
organico, um material com caracteristicas fisicas e quimicas interessantes para utilizacao
na agricultura, podendo ser utilizado como fertilizante e corretivo de solo (ANDREOLLI,

2001; REIS, 2005).

2.2. COMPOSTAGEM

A compostagem pode ser dividida em duas categorias distintas, segundo a natureza
do tipo de processo de decomposicdo. A compostagem anaerdbica ocorre na auséncia de
oxigénio ou quando este € limitado e, portanto, micro-organismos anaerébicos dominam o
processo e produzem metabodlitos como metano, dcidos organicos, sulfeto de hidrogénio
que na auséncia de oxigénio serdo acumuladas. Este processo leva a produgao de odores
fortes e produtos fitotéxicos, além de acarretar um tempo de duragdo maior, quando
comparada a compostagem aerobica (MISRA, ROY & HIRAOKA, 2003).

A compostagem aerdbica, por ocorrer na presenca de oxigénio, 0s micro-
organismos aerdbicos degradam a matéria organica produzindo di6xido de carbono,
amonia, dgua, calor e himus, um composto organico e estavel. Ao longo da compostagem
aerébica, metabdlitos intermedidrios também sdo formados porém, sdo degradados ao
decorrer do processo, produzindo um composto com baixa fitotoxicidade. O calor
metabodlico gerado acelera a degradagao de proteinas, gorduras e carboidratos complexos

como a celulose e hemi-celulose, fazendo com que o tempo de decomposicdo seja menor
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que o da compostagem anaerdbica e eliminando micro-organismos patogénicos (MISRA,
ROY & HIRAOKA, 2003).

Portanto, o processo de compostagem aerdbico tem como principais vantagens a
reducdo dos residuos domiciliares que iriam para os aterros sanitdrios, o aumento da vida
util dos aterros e a reincorporacdo de nutrientes no solo (principalmente P, N e K) pela
degradacdo da biomassa (KIEHL, 2002). Além destas vantagens ambientais, hd ainda as
econOmicas, devido ao fato da possibilidade de comercializacdo do composto organico
gerado no processo e pela geragdo de empregos.

O processo global de compostagem da matéria organica pode ser dividido em quatro
principais e diferentes etapas (Figura 2). A primeira etapa, ¢ denominada fase de atraso
inicial da decomposi¢@o, onde os micro-organismos sofrem um processo de adaptacao as
condi¢des das pilhas de compostagem para entdo iniciar suas atividades metabdlicas. A
segunda fase, mesofilica, corresponde a decomposicdo dos componentes facilmente
biodegraddveis, caracterizada por uma maior atividade de bactérias, principalmente,
actinomicetos. A terceira, termofilica, os materiais complexos como a lignocelulose, sdo
degradados pela atividade de enzimas produzidas pelos micro-organismos, especialmente
fungos. Na quarta e ultima fase, denominada de maturacdo ou estabiliza¢do, material entra
em processo de estabilizacdo e, denominado agora de composto organico, ou simplesmente

composto torna-se apto para aplicacao na agricultura (REIS, 2005).

FASE TERMOFILA
a—

B N ——————— S— ——
é 40 [/ \Q)or"posto bioestabilizado -
S 10 [ '\\ Pl - \\

= N\ - Composto curado
i 0 F—X— FASE MESOFILA } ;

L 20 \\ r /,A

\

10 | s ,./
. | FASE CRIOFILA [~

TEMPO

Figura 2. Curva de temperatura em relacdo ao tempo de compostagem demonstrando as
diferentes fases do processo (KIEHL, 2002)
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2.2.1- FATORES QUE INFLUENCIAM A COMPOSTAGEM AEROBICA

Dentre os diversos fatores que podem influenciar o processo global de compostagem
aerébica, destacam-se aeragdo, temperatura, umidade, pH, relacdo C:N, propor¢cao de

lignocelulose do material e micro-organismos envolvidos.

Aeracdo: A compostagem aerdbica tem grande demanda de oxigénio, particularmente em
seu estagio inicial quando estd ocorrendo o crescimento dos micro-organismos aerébios. A
limitacdo do crescimento destes, resulta em uma baixa taxa de decomposi¢do. Além de
fornecimento do oxigénio, a aeracdo retira o excesso de calor, vapor de dgua e outros gases
que podem ficar presos nas pilhas prejudicando o processo. Desse modo, o revolvimento
das pilhas € indispensavel para a conducdo de um processo de decomposicao eficiente da

matéria organica durante a compostagem (MISRA et al., 2003).

Temperatura: Como citado anteriormente (Figura 2), o processo de compostagem envolve
duas faixas predominantes de temperatura: mesofilica e termofilica. Enquanto a
temperatura ideal para o inicio da compostagem gira em torno da temperatura ambiente
(20-45°C), nos estagios subsequentes, a temperatura atinge 50-70°C inibindo os micro-
organismos mesofilicos favorecendo o desenvolvimento dos termofilicos Altas
temperaturas caracterizam a compostagem aerdbica e indicam uma vigorosa atividade
microbiana. Temperaturas elevadas sdo importantes para a eliminacdo de patégenos,
normalmente eliminados em temperaturas acima de 55°C (MISRA et al., 2003; KIEHL,
2002).

Umidade: A umidade é necessdria para a atividade metabdlica dos micro-organismos. A
matéria organica a ser decomposta no processo deve ter sua umidade mantida entre 40-
65%. Quando as pilhas se encontram excessivamente secas, a compostagem ocorre de
forma mais lenta, porém, se a umidade é excessiva, acima dos 65%, ocorre a diminuicao da
oxigenacao do material devido a compactacdo da matéria organica prejudicando o processo

aer6bio e aumentando o tempo de decomposicdo (MISRA et al., 2003; KIEHL, 2002)
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pH: Apesar do efeito de tamponamento natural que ocorre na compostagem, o valor do pH
nao deve exceder a 8,0. Em pH mais elevados pode ocorrer a formagao de gids amonia que

€ desprendido das leiras contaminando a atmosfera (MISRA et al., 2003; KIEHL, 2002).

Nutrientes e relacdo C:N: Os micro-organismos requerem carbono (C), nitrogénio (N),
fésforo (P) e potdssio (K) como macronutrientes principais. E de particular importancia, a
relacdo C:N em materiais a serem compostados, alguns autores como KIEHL (2002) e
RUSSO (2005) afirmam que a relacdo C:N deva estar entre 20:1 e 30:1 no inicio do
processo. Quando essa relacdo é maior que 40:1, o crescimento dos micro-organismos &
limitado pela falta de nitrogénio, resultando em um tempo maior de compostagem. Numa
condic¢do de relagdo C:N menor que 20:1, hd uma subutilizacdo do N presente, resultando
na formagao de amonia ou 6xido nitroso que sdo liberados para a atmosfera. A relagdo C:N
ao final do processo deve estar em torno de 10:1 e 15:1 em funcdo do consumo destes
nutrientes pelos micro-organismos ao longo da compostagem (MISRA et al., 2003; KIEHL,

2002).

Composicdo ligno-celulosica: A lignina € um dos principais constituintes das paredes
celulares das plantas e tem uma estrutura quimica complexa que a torna extremamente
resistente a degradacdo microbiologica (RICHARD, 1996). A lignina diminui a
biodisponibilidade dos outros constituintes do residuo vegetal como a celulose e a
hemicelulose. Por outro lado, a lignina aumenta a porosidade do material, o que cria
condicdes favordveis a compostagem. Portanto, enquanto fungos que decompde a lignina
pode, por um lado aumentar a disponibilidade de C, acelerar a compostagem e reduzir a
perda de N, por outro, pode resultar em um aumento da relacio C:N e diminui¢do da
porosidade, fazendo com que haja um prolongamento do tempo de compostagem (MISRA

et al., 2003; KIEHL, 2002).

2.2.2. FUNGOS FILAMENTOSOS

Uma grande variedade de micro-organismos, mesofilicos e termofilicos aerébicos,
incluindo bactérias e fungos filamentosos e leveduriformes tem sido extensivamente
relatados em compostos e outros materiais organicos (FAURE; DESCHAMPS, 1991;
STROM, 1985; TRELLO BEFFA, 1995). Como ja mencionado, muitos fatores
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determinam a comunidade microbiana durante a compostagem como a temperatura, pH,
umidade e aeracdo das leiras de tratamento sendo que, sob condicdes aerdbicas, a
temperatura € o maior fator determinante da quantidade de micro-organismos, da
diversidade de espécies e a taxa de atividade metabdlica (HASSEN et al., 2001; ISHII;
FUKUTI; TAKIIL, 2000; NARIHIRO, 2004; REBOLLIDO, 2008; SCHLOSS et al., 2003;
XIAO et al., 2009).

Os fungos t€m participacao ativa durante todo o processo de compostagem, desde a
fase mesofilica, quando ha predominincia de temperaturas mais baixas, até a fase
termofilica, quando hé ocorréncia de temperaturas de até 70°C. Durante esta dltima fase os
fungos atuantes serdo os termofilicos, e serdo os responsaveis pela degradacao de residuos
mais complexos, assim como pela eliminagdo de organismos patogénicos nio esporulados
(OLIVEIRA, 2003; SILVA, 2009) .

Alguns estudos realizados em relagao aos organismos envolvidos na decomposi¢ao
da matéria orgdnica na compostagem sugerem a presenca de determinados géneros
especificos de fungos durante o processo. Dias & Carvalho (1999), isolaram grande nimero
de fungos do género Aspergillus em pilhas de compostagem aerébica. Em outro trabalho,
realizado por Martin (2006), que analisou fungos termofilicos em pilhas de compostagem,
foram encontrados os géneros Scopulariopsis, Rhizomucor, Chaetomium, Neosartorya,
com maior predominancia de Aspergillus e Thermomyces.

Para que se consiga uma reducio na fase de atraso inicial, acelerando o inicio do
processo de compostagem, alguns autores apontam a inoculagdo como uma técnica
eficiente, pois introduz uma populacdo de micro-organismos para iniciar e acelerar o
processo de decomposicao da matéria organica (BAHERI; MEYSAMI, 2002; GAUR et
al., 1982; KIEHL, 2002; MAKALY BIEY; MORTIER; VERSTRAETE, 2000).

Um in6culo é uma cultura ou mistura de varias culturas puras produzidas em
laboratério, especifico para a degradacao de um determinado material que pode aumentar
em nimero e diversidade a microbiota das leiras de compostagem, além de poder direcionar
para a degradacdo de um residuo especifico e/ou assegurar uma degrada¢cdo mais completa
dos componentes do material em compostagem (GOMES, 2001).

O inéculo microbiolégico pode ser dividido em dois grupos distintos, o de
inoculagdo simples e o de inoculagdo em massa. A inoculagdo consiste na adicdo minima
de micro-organismos provenientes de cultura pura, enquanto a inoculagdo em massa
consiste do inoculo de uma grande quantidade de organismos, geralmente relacionados ao

material ao qual o indculo serd aplicado. A chamada inoculacdo em massa, usualmente
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utilizada no processo de compostagem, apresenta vantagem na reducdo do periodo de
laténcia.

A compostagem pode ser acelerada pela adicdo de indculo tanto na fase mesofilica
quanto na fase termofilica (XI, ZHANG & LIU ,2005; GOMES, 2001; NAKASAKI;
AKIYAMA, 1988) entretanto, varios estudos tem indicado que a inoculac¢io de populacdes
microbianas exdgenas e naturais ao longo de todo o processo é mais eficiente do que o
inoculo em apenas uma das fase (BAHERI; MEYSAMI, 2002; ICHIDA et al., 2001; LEI;
VANDERGHEYNST, 2000; MAKALY BIEY et al., 2000; XI et al., 2005; TIQUIA;
TAM; HODGKISS, 1997; WEI et al., 2007).

Alguns indéculos especializados ou direcionados tem sido aplicados no dia a dia.
Segundo Hatakka e colaboradores (1994) ligninases produzidas por fungos de
decomposicdo branca aceleraram a degradacao da lignina em compostagem.

Apesar da grande carga microbioldgica encontrada em leiras de compostagem, o
tempo total do processo pode chegar a até 4 meses (KIEHL, 2002), o que acarreta gastos
com as instalagdes para montagem, acondicionamento e manutencao das leiras, maquindrio
para revolvimento e humidifica¢do das mesmas e mdo de obra para o pleno acabamento do
produto. Além das vantagens econdmicas, a aceitacdo do processo de compostagem
acarreta mudancas significativas no cendrio politico ambiental do pais e uma diminuic¢ao
da utilizacdo dos aterros sanitdrios, gerando economia aos municipios € uma melhor

utilizacdo dos produtos que hoje sdo tratados como lixo.

2.2.3. ENZIMAS LIGNOCELULOSICAS

A matéria organica destinada a compostagem, na maioria das vezes, é basicamente
constituida por podas de arvores, residuos domiciliares, de jardinagem e bagago de frutas
0s quais constituem a biomassa lignoceluldsica.

De modo geral, a parede celular dos materiais lignoceluldsicos apresentam
aproximadamente 50-60 % de carboidratos na forma de celulose e hemicelulose e 20-30 %
de lignina, além de uma pequena quantidade de extrativos. A celulose ¢ uma molécula linear
formada por unidades de anidro-glicose ligadas covalentemente por um dtomo do carbono
4 de uma molécula ao dtomo do carbono 1 da outra (ligagdes glicosidicas B-1 ,4)

(LUNDQVIST et al., 2002).
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A hemicelulose é uma mistura de varios monossacarideos polimerizados, como
glicose, manose, galactose, xilose, arabinose, 4-0-acido metil glucurdnico e residuos de
acido galacturonico (BALAT et al., 2008). A xilana € o principal componente da
hemicelulose, cuja estrutura corresponde a um polimero de D-xilose unidas por ligacdes [3-
1,4. A xilana de cereais, madeiras macias (como pinho e cedro) e gramineas contém grande
quantidades de L-arabinose e s@o muitas vezes, relacionadas as arabinoxilanas (SUNNA &
ANTRANIKIAN, 1997).

A lignina € um polimero fenilpropandide amorfo composto por unidades de dlcoois
p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Bourbonnais, Paice, 1988; Higuchi, 2004). Entre as
funcoes bioldgicas da lignina destacam-se: dar rigidez e forca a parede celular secundéria
das plantas vasculares; conferir hidrofobicidade a parede celular, o que permite maior
eficiéncia no transporte de dgua pelos tecidos vasculares das plantas e dificultar o ataque
microbiano aos tecidos do vegetal (ONNERUD, et al., 2002). A lignina € um
polimero € de dificil degradagao, pois € interconectado por vérias ligacdes C—C e éter, as
quais nao sdo hidrolisdveis sob condicdes bioldgicas. A estrutura predominante, perfazendo
quase metade do seu total, sdo as de éter com ligacdo B-O-4. A lignina é racémica e,
consequentemente, mesmo um simples dimero com ligacdo B-O-4, com dois carbonos
assimétricos, possui quatro estereoisomeros. Como o nimero de isdmeros aumenta
geometricamente com o nimero de sub-unidades, a lignina forma uma estrutura bem
complexa e sem unidades repetitivas definidas (Hammel, Cullen, 2008).

As enzimas lignoceluldsicas sdo as principais responsdveis pela degradacdo das
moléculas de lignina e celulose presentes nesses residuos sendo as enzimas celulases
(CMCase), hemicelulases (xilanase) e ligninases (lacase) as principais enzimas.

O termo celulase compreende o grupo de enzimas envolvidas na degradacdo
completa das fibras da celulose, ou seja, até a liberagdao de mondmeros estruturais, como a
glicose. Todos os organismos que degradam a celulose secretam sistemas complexos de
celulases, compostos por variedades de enzimas com especificidade e modo de agdo
distintos, as quais agem em sinergia hidrolisando a celulose (BEGUIN, 1990). As celulases
hidrolisam a ligacdo glicosidica entre dois ou mais carboidratos e a classificagdo das
hidrolases de glicosideos € feita com base na sua especificidade ao substrato e no seu
mecanismo molecular (WOLFEF, 2002).

Xilanases microbianas sdo os catalisadores mais utilizados para a hidrélise de xilana

devido a sua alta especificidade (KULKARNI ez al., 1999). As xilanases sdo B-glucanases
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(xilosidades) que hidrolizam ligacdes [B-1,4 presentes na xilana vegetal. Devido a
hemicelulose apresentar varios polimeros em sua estrutura, a sua degradacdo requer a
presenca de um complexo xilanolitico (BEG et al., 2001; POLIZELI et al., 2005),
constituido, em geral, de basicamente seis enzimas diferentes.

A lignina é degradada na natureza por varios grupos microbianos, mas
principalmente, por fungos de podriddo branca, na sua maioria basidiomicetos e alguns
ascomicetos. Estes micro-organismos produzem um complexo enzimatico com a presenga
das enzimas lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase, do qual o sucesso da

degradacao depende de suas acdes sinergisticas (TUOMELA et al., 2000).

2.2.4. METODOS DE AVALIACAO DA MATURACAO DO COMPOSTO

Para que o composto organico gerado no processo de compostagem possa ser
utilizado na agricultura, tem-se a necessidade de determinar o grau de maturagao da matéria
organica e avaliar a estabilizacdo do processo. A estabilizacio da compostagem estd
relacionada com a atividade microbioldgica sobre o material que estd sendo decomposto,
enquanto que a maturacao estd associada ao potencial efeito fitotoxico que o composto pode
ter sobre o crescimento das plantas (HUE & LIN, 1995; REIS, 2005).

As principais andlises que podem ser feitas no material em processo de
compostagem para se avaliar o desenvolvimento do processo sdo a granulometria,
coloragdo e a temperatura. A granulometria do material deve diminuir com a evolucao do
processo gerando, ao final, uma massa de baixa granulometria. A coloragao do composto
se altera formando uma massa enegrecida com coloracdo préxima aquela do café (KIEHL,
2002). A temperatura segue o padrdo apresentado na Figura 2, e pode ser utilizada para se
aferir em qual fase do processo de compostagem o material se encontra (REIS, 2005).

Dos métodos de avaliacao que estdo incluidos nas andlises laboratoriais destacam-
se o pH, umidade, quantidade de matéria organica, carbono total, relacdo C:N e testes
bioldgicos de fitotoxicidade. Ao final do processo de compostagem o pH equilibra-se
proximo a 8,0, enquanto que a umidade tende a diminuir, devido a producao de calor ao
longo do processo (MISRA et al., 2003; KIEHL, 2002). A quantidade de matéria organica
sofre decaimento ao longo da compostagem devido a a¢do dos micro-organismos que a
decompde, juntamente com o valor de carbono total que, segundo a legislacdo brasileira,

pode ser estimado pela porcentagem de matéria organica na amostra dividido pelo fator de
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correcao de 1,8 (MISRA er al, 2003). A relacio C:N pode ser utilizada para
acompanhamento do processo de compostagem, evidenciando-se a necessidade de
conhecimento dos valores iniciais desta relacdo para comparagdo. Os testes bioldgicos, ou
de fitotoxicidade, podem ser realizados por meio de plantas indicadoras ou plantas teste, e
demonstram o potencial téxico do composto para estes organismos, indicando a maturagao

do composto pelo desaparecimento da toxicidade (MISRA et al., 2003; KIEHL, 2002)
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAIS

Conhecer a microbiota fungica termofilica envolvida na compostagem de lixo
urbano, isolar esses fungos e reintroduzi-los no sistema, avaliando o efeito dessa inoculacdo
no processo de compostagem aerdbica, com vista a diminuir o tempo global do processo,

buscando reducao de custos, melhor aceitagao e incorporacdo da técnica.

3.2. ESPECIFICOS

Isolar fungos temofilicos de amostras de material de pilhas de compostagem em
diferentes fases do processo, purificar e identificar os isolados.

Inocular os fungos filamentosos isolados em diferentes etapas do processo de
compostagem em ensaios em frascos de laboratdrio e em pilhas na estagdo de tratamento
de lixo urbano de Sdo José do Rio Preto.

Avaliar as varia¢des dos parametros pH, carbono total, nitrogénio total, quantidade
de matéria orgénica e fitotoxicidade do composto resultante da compostagem usando

inoculo, e comparar com o produto atualmente produzido.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO PURIFICACAO E ESTOCAGEM DOS FUNGOS
TERMOFILICOS E TERMOTOLERANTES

Foram coletados 10g de amostras da matéria organica do processo de compostagem
realizado na Constroeste Ambiental de Sdo José do Rio Preto, na superficie e a 60cm de
profundidade de 3 pontos de 4 leiras distintas (Figura 3) ao longo dos 4 meses de
compostagem Tabela 2. O periodo de 4 meses foi determinado para que pudéssemos
amostrar todas as fases da compostagem, o total de 4 pilhas foi selecionado para
acompanhamento para que se fosse possivel amostrar 0 maior nimero de fungos atuantes
No processo.

Em laboratério as amostras foram homogeneizadas e, em seguida, sub-amostras de
Sg foram retiradas e pré-cultivadas em erlenmeyers de 500 mL, contendo 200 mL de meio
minimo com sais minerais: (NH4)2SOs4 - 0,14%; KH:POs4 - 0,2%; CaCla - 0,03%;
MgS04.7H>0 - 0,02%; Uréia - 0,03%; Peptona - 0,2%; Extrato de levedura - 0,2%; Glicose
- 1,0%; Tween 80 - 0,1%; Solucao de elemento trago, e 0,1%; Antibidtico - 2,0% (20 mg/L
de cloranfenicol e ampicilina). Os erlenmeyers foram incubado a 45°C, sob agitacdo de 100
rpm por até 96 horas. Foram tomadas aliquotas de 0,1 mL de amostra sem diluicdo desse
cultivo ap6s 2 e 96h, diluidas ate 10 e inoculadas em meio sélido de sais conforme descrito
acima, acrescido de 2,5% de Agar. As coldnias resultantes foram isoladas com base no
morfotipo (anverso e reverso, tipo de crescimento e cor dos esporos) e, apds a confirmagao
da pureza das culturas, foram armazenadas em criotubos contendo 1,2 mL de glicerol estéril

a20% a -80°C, e tubos de cultivo contendo 6leo mineral e dgua destilada estéreis a 5°C.
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Tabela 2. Cronograma de coleta.

a Leira 1
1? Semana .
) Leira 2
Fevereiro -
2% Semana Leira 3
Leira 4
1* Semana Le}ra !
Leira 2
Marco -
2* Semana Leira 3
Leira 4
s Leira 1
emana .
Abril te?ra i
a eira
2* Semana Leira 4
1* Semana Le¥ra !
) Leira 2
Maio -
2* Semana Leira 3
Leira 4
1* Semana Le¥ra 1
Leira 2
Junho -
2% Semana Leira 3
Leira 4

100,0m

Leira Aerada Leira ndo Aerada

— 3,5m —— : 3,5m :/

Leira Aerada

Leira ndo Aerada

X X X

} 100,0m {

Figura 3. Esquematizacdo das amostragens: Pontos vermelhos representam os locais de
coleta, na superficie S e profundidade P.
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4.2. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Para a identificacdo dos fungos, os isolados foram cultivados em Agar Malte 2%
durante 7 dias, a 45° C. Ap6s esse periodo, caracteristicas macrococdpicas (coloragao,
aspecto do micélio e reverso da coldnia) e microscépicas (producdo de esporos, hifas e
corpo de frutificacdo), assim como, caracteristicas morfolégicas e origem do isolamento
foram avaliadas e catalogadas. Essa identificagdo foi feita com colaboragdao com o Prof. Dr.
André Rodrigues da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
campus de Rio Claro.

Para a observacao microscopica, preparagdes a fresco foram realizadas utilizando-
se Glicerol 20% como liquido de montagem das 1aminas e a identificacdo dos isolados em
género e espécie seguiu chaves de identificacdo consideradas cldssicas na literatura,
Samson et al. (2000) Barron (1986), Domsch et al. (1980) e Gams, et al. (1998).

Quando a avaliagdao morfolégica ndo permitiu chegar a espécie ou dividas a respeito
dessa identificacao ocorreu, foram aplicadas técnicas de biologia molecular, seguindo-se o
protocolo desenvolvido pelo grupo de estudos do laboratério do professor André Rodrigues.
O DNA de regido especifica para cada género, foi correlacionado com sequencias do banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) através da ferramenta

BLAST

4.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO PARA AVALIACAO DE
PRODUCAO DE ENZIMAS

Os isolados em culturas puras foram avaliados quanto ao potencial de producdo de
enzimas degradadoras de biomassa vegetal utilizando processo fermentativo em meio
solido com residuo lignocelulésico como substrato.

O pré-indculo para a fermentacao sélida foi produzido em erlenmeyer de 125 mL,
contendo 30 mL de meio modificado de Mandels & Sternberg (1976) como descrito no
item 4.1. Ap6s 72 horas de incubagdo a 45+2°C, acrescentou-se 50 mL de solucao nutriente
mineral (0,3% de KH2POs, 0,05% de MgS04.7H>0, 0,05% de CaCl,, 0,025% de Tween 80
e 0,1% de (NH4)2SO4, pH 5,0) para obten¢do da suspensdo micelial do fungo, sendo 10 mL
usados para inocular 5g de substrato constituido por mistura de bagaco de cana-de-acucar
e farelo de trigo (1:1) contidos em embalagens de propileno fechados com tubo PVC e

vedados com rolha de algodao e incubados em BOD a 45+2°C por 168 horas.
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Para a extracdo das enzimas, foram adicionados 100 mL de dgua destilada ao
material fermentado o qual foi homogeneizado e submetido agitacdo em shaker, a 50 rpm,
por 30 minutos. O material foi entdo filtrado e centrifugado a 10.000 x g por 15 min., a 5°C
e o sobrenadante utilizado como solu¢@o enzimatica bruta para quantificacao da atividade

enzimatica. Na figura 4 € mostrado o esquema desse ensaio.

100mL de solugao salina
Substratos: Farelo de trigo

o> =y
) ‘ /» e bagaco de cana (1:1)
_— = =xa 10mL

&—") 45°C &2’ .

Inoeulo Suspensao de inéculo

100mL de agua

“. = E
“‘. ‘ ? .\
[ ——<>] [———4 [— -3

| 2

::}-.*\_uﬁ_'&)’.' Filtragem em pano v A )
Centrifugacao HEaFanaed
Shaker por 30 min por 10 min em freezer

Figura 4. Esquema de fermentacdo em estado solido e extracdo enzimatica. (Fonte:
Adaptado de EGEA, 2010).

4.4. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

44.1 XILANASE E CARBOXIMETILCELULASE (CMCase)

As atividades de xilanase e carboximetilcelulase (CMCase) foram determinadas
ambas em mistura reacional contendo 0,1 mL da solu¢do enzimética e 0,9 mL de solugao
tampao acrescido de substrato (1,0% de xilana em tampao acetato, 0,1M e pH 5,0 para
xilanase e 2,0% de CMC em tampao acetato, 0,1M e pH 5,0 para CMCase). A mistura de
reacdo foi mantida a 60°C por 10 minutos e, entdo, interrompida pela adi¢ao de 1,0 mL do
reagente DNS (4cido 1,3-dinitrosalicilico) para a quantificacdo dos acucares redutores
liberados, como proposto por Miller (1959), a partir da curva padrdo de xilose e glicose.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade necessaria para liberar

1,0 pmol de agtcar redutor, por minuto, sob as condi¢des de ensaio citadas.
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44.2 LACASE

A atividade de lacase foi determinada utilizando metodologia descrita por Buswell
et al. (1995), baseada na oxidacdo do substrato sintético ABTS (2,2'-azino-bis-
etilbentiazolina). A reac¢do foi acompanhada a 420 nm, apds incubagao de 1 minuto a 40°C,
com 0,9 ml de tampao acetato de sédio (100mM e pH 3.5), 0,03% de ABTS e 0,1 ml da
solug@o enzimatica.

Uma unidade de atividade enzimaética foi definida como a quantidade de enzima que
oxida Ipmol de ABTS, por minuto, considerando € para o ABTS oxidado de 3,6.104 M~

lem™,

4.5. SELECAO DOS FUNGOS E INOCULO NA COMPOSTAGEM

4.5.1-FUNGOS

Foram selecionadas 10 cepas fungos, de diferentes géneros, com base na velocidade

de crescimento e na maior producdo de CMCase, xilanase e lacase.

4.5.2- ENSAIOS DE COMPOSTAGEM

A partir de material fornecido pela Empresa Constroeste foram realizados ensaios de
compostagem em 3 niveis: um ensaios inicial em escala de laboratério utilizando 120g de
material, um ensaios laboratorial em escala utilizando 2Kg do material e um ensaio piloto,

feito na planta industrial.

4.5.2.1-Matéria organica para a compostagem

A matéria organica utilizada foi proveniente do lixo sélido urbano da cidade de Sao
José do Rio Preto/SP, constituida, em sua maioria, por residuos de frutas, folhas e residuos
de jardinagem. O material foi mantido nos mesmos padrdes encontrados nas pilhas de
compostagem da empresa Constroeste Ambiental, responsédvel pela captagao do residuo

solido urbano da cidade. O material obtido apds a separacdo de inertes como pléstico, vidro
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e metais na planta de recebimento e separacdo do lixo na Empresa, foi utilizado para os
ensaios de compostagem. Este foi inoculado com mistura de esporos dos fungos
selecionados, incubados e o processo de biodegradacdo foi monitorado com base nos

parametros quimicos e fisicos-quimicos conforme descritos a seguir.

4.5.2.2- Teste inicial em escala laboratorial

Os fungos selecionados para o teste foram cultivados em meio salino descrito por
Mandels & Sternberg (1976) com modificagdes, (NH4),SO4 - 0,14%; KH2PO4 - 0,2%;
CaCls - 0,03%; MgS04.7H20 - 0,02%; Uréia - 0,03%; Peptona - 0,2%; Extrato de levedura
- 0,2%; Glicose - 1,0%; Tween 80 - 0,1%; Solucao de Sais - 0,1%; Agar —2.5% até o inicio
da produgdo de esporos. Apds o crescimento flingico, adicionou-se uma solu¢@o nutriente
contendo KH>PO4 — 0,3%; MgS04.7H20 - 0,05%; CaCl; — 0,05%; Tween 80 — 0,025%;
(NH4)2SO4 — 0,1%; para a suspensao de esporos, que serviu de indculo para os tratamentos.

Foram conduzidos testes em escala laboratorial para se avaliar o potencial do
indculo fungico no processo de compostagem. Para este experimento, foram utilizados, 6
erlenmeyers de 1L contendo 120g de matéria organica descrita no item 4.5.2.1, sendo 3
frascos para controle (sem adi¢cdo dos fungos) e 3 experimentais (experimento em
triplicata). Os frascos foram incubados a 45+2°C, por 30 dias, sendo os erlenmeyers aerados
e retirando-se 5g de amostra a cada sete dias. A umidificacdo dos frascos foi realizada
sempre que necessdrio, com a adicdo de aproximadamente 5 mL de dgua destilada
autoclavada. O experimento consistiu na inoculacdo tinica de um total de 107 esporos,
aproximadamente 360uL da suspensao homogeneizada dos fungos selecionados para o
tratamento.

Para avaliacdo da interferéncia do inéculo na maturagdo do composto, foram
avaliados os parametros pH, carbono total, nitrogénio total, matéria organica e

fitotoxicidade.
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4.5.2.3-Compostagem laboratorial em escala e na planta industrial

Apos o teste inicial, foram realizados os testes em escala industrial e laboratorial
aumentada. Os testes em escala laboratorial aumentada foram conduzidos em 6 recipientes
plasticos contendo 2 kg de matéria organica, sendo 2 frascos para controle (sem adi¢cao dos
fungos), 2 frascos com adi¢do de indculo tnico (suspensdo de todos os fungos na primeira
semana de compostagem) e mais 2 recipientes experimentais (com inoculagdo sequencial,
ao longo de duas semanas). Os frascos foram incubados a 45+2°C, por 30 dias, sendo os
recipientes aerados e amostrados (aproximadamente 10g de amostra) a cada duas semanas.
A umidificagdo dos frascos foi realizada sempre que necessdrio, com a adi¢do de
aproximadamente 10 mL de dgua destilada autoclavada. O experimento consistiu na
inoculacdo tnica de um total de 107 esporos, aproximadamente 4mL da suspensio
homogeneizada dos 10 fungos selecionados para o tratamento.

Para os ensaios de compostagem em escala industrial, foram montadas 3 leiras
experimentais no pdtio de compostagem da Constroeste Ambiental com aproximadamente
20 m x 2,0 m x 1,5 m (Largura x Largura x Altura). Os tratamentos experimentais se
dividiram em indculo unico e indculo sazonal, sendo uma leira Controle (LC), uma leira

com o Tratamento 1 (T1) e uma leira com o Tratamento 2 (T2) (Figura 5). Os experimentos

tiveram duracdo de 2 meses, sendo as coletas realizadas a cada duas semanas.

Figura 5. Montagem das leiras de compostagem na empresa Constroeste Ambiental.
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A leira T1: recebeu indculo tnico, consistindo em uma quantidade de 107 esporos
para cada 100g de matéria organica. Foram inoculados aproximadamente 4L de suspen¢ao
de esporos, adicionado uma semana ap6s a montagem das leiras.

A leira T2: recebeu indculo sazonal, sendo os fungos isolados durante a fase
mesofilica inicial foram adicionados uma semana apds a montagem das leiras e o restante
dos fungos foram adicionados 2 semanas apds a montagem da mesma, totalizando ao final

os mesmos 10’ esporos e, aproximadamente, 4L. de indculo.

Durante o acompanhamento do processo de compostagem, as leiras experimentais
foram submetidas as mesmas condi¢des de temperatura e umidade das leiras da Empresa
Constroeste  Ambiental dentro do mesmo pétio. As temperaturas foram mantidas
preferencialmente entre 45-65°C durante a fase termofilica. O controle da temperatura e a
aeracdo das leitas foram efetuados pelo revolvimento semanal com o auxilio de pa
carregadeira.

Para o controle de umidade, foram realizados peso seco da matéria organica e
quando constatado a baixa umidade das leiras, estas foram umidificadas para a manutengdo
de um processo de compostagem de qualidade. A umidade nas leiras de compostagem
permaneceu entre os 40-60% com um 6timo de 55%.

Para avaliar a interferéncia do in6culo na maturagdo do composto organico gerado
no processo de compostagem, foram acompanhados durante o processo os parametros pH,
matéria organica, carbono total, nitrogénio total, fitotoxicidade, o declinio da temperatura
ao final do processo.

Para a coleta de amostras, foram retirados material da superficie (até 10cm de
profundidade) e do interior das leiras (entre 50 e 60cm de profundidade a partir da

superficie) de 3 pontos distintos da pilha.

4.6. ANALISES QUIMICAS E FISICO-QUIMICAS DAS AMOSTRAS

pH: Diluiu-se 1g de amostra em 10mL de dgua destilada (propor¢do 1:10 p/v). A
medicdo do pH foi realizada em pHmetro Digimed (DM20), calibrado com tampao 4 e 7.

Nitrogénio amoniacal total: Para andlise de nitrogénio total foi utilizada a técnica

de micro Kjeldahl, onde uma amostra de 0,3 g foi misturada com 3 mL de acido sulftrico
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concentrado e 1 g de mistura catalitica composta por ZnSOs — 0,96%; CuSO4 — 0,04%, em
um tubo de micro Kjeldahl. A mistura foi aquecida a 350°C com auxilio de bloco digestor
até sua digestdo completa e apds este procedimento foi realizada a destilacdo da mesma em
recipiente contendo 10mL de solucao de dcido bdrico a 2% e titulada com solucdo de HCl

0,02M utilizando-se vermelho de metila e verde de bromocresol como indicadores.

Matéria organica: A quantidade de matéria organica foi aferida por combustao da
amostra a 550°C durante 4h. A quantidade de matéria organica foi aferida por comparagao
entre a massa do material seco a 105°C por 24 horas e a massa final do material ap6s

combustao.

Carbono total: A quantidade de carbono total da amostra foi avaliada dividindo-se
a porcentagem de matéria orgadnica encontrada na amostra pelo fator de correcdo de 1,8

(MISRA et al., 2003).

4.7. TESTES DE FITOTOXICIDADE

Os testes de fitotoxicidade foram conduzidos com sementes de alface. Um total de
50 sementes de alface foi adicionados em placa de petri forrada com papel filtro e 5 mL de
sobrenadante obtido de uma suspensdo do composto apds os tratamentos, em &4gua
destilada, na propor¢do 1:10 (p/v). A porcentagem de germinagdo e o crescimento das
raizes foram aferidos ap6s um periodo de 48h de incubagdo a 28°C + 2°C. A taxa de

germinacdo foi calculada segundo a equagao descrita por Nasreen & Qazi (2012):

Indice de Germinacdo = _ % de germinacdo x Média de crescimento das raizes (cm)

% de germinagdo x Média de crescimento das raizes em H>O
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4.8. ANALISE DOS COMPONENTES VOLATEIS NO EXTRATO LIQUIDO DA
SUSPENSAO DO COMPOSTO POR CROMATOGRAFIA GASOSA E
ESPECTROMETRIA DE MASSAS -CG/EM

O extrato aquoso utilizado nos testes de germinacdo foram submetidos a andlises
em Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrofotdometro de Massas (CG/EM). As
amostras foram submetidas a dois tratamentos para posterior inje¢dao no aparelho. Em um
primeiro momento foi utilizado o extrato puro diluido na razao 1:10 e 1:50 (Vextrato: Vmetanol)
em metanol PA 99,5%. Apds diluida a amostra em vaio especifico, as amostras foram
injetadas no CG/EM.

Em um segundo estudo, foi realizada a concentracdo das amostras, apds
centrifugacdo a 10.000 g, a 4°C e 10min. Apds centrifugadas, as amostras foram filtradas
em membrana de 0,22nm e o extrato resultante foi passado em cartucho SPE, para posterior
suspensdo do material retido no cartucho em metanol PA 99,5% para injecdo no CG/EM.

Os parametros utilizados na calibracdo do aparelho (Tabela 3) foram retirados do
artigo de Nascimento Filho, I.; Miihlen, C.; Caramao, E. B. (2001), que estudaram

compostos organicos presentes em lixiviados de aterros sanitarios.
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Tabela 3. Parametros utilizados no CG/EM.

Parametro Condicoes
Temperatura do injetor 280°C
Temperatura da interface 280°C
Temperatura inicial 70°C (3min)
Rampa de aquecimento 1 3°C/min
Temperatura final 1 200°C
Rampa de aquecimento 2 10°C/min
Temperatura final 2 280°C
Tempo final S min
Fluxo de gés de arraste (He) 1 mL/min
Coluna HP-1, 30m x 0,25mm x 0,25mm
Modo de analise SCAN (varredura de espectros)
Modo de ionizacao Impacto eletonico a 70eV
Modo de inje¢do Split (1:50)

Fonte: Retirado de Nascimento Filho, I.; Miihlen, C.; Caramao, E. B. (2001)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ISOLAMENTO E IDENTIFCACAO DOS FUNGOS

Foram realizadas 10 coletas, distribuidas em duas coletas mensais por 5 meses,
resultando no isolamento de 38 fungos termofilicos ou termotolerantes. As cepas isoladas
foram identificadas como pertencentes a 4 géneros distintos, Aspergillus, Rhizomucor,
Lichtheimia e Paecilomyces. A Tabela 4 apresenta todos os 38 fungos, seus cédigos em
colecdo, coleta em que foram isolados e sua identificacdo taxondOmica, que, quando
possivel, se estendeu ao nivel de espécie. Os codigos em cole¢cdo foram definidos pelas
iniciais do nome do coletor GF, seguido do tempo em meses da coleta (1 a 5) e nimero do
isolado para cada tempo de coleta.

Todos os géneros isolados (Tabela 4) sdo citados na literatura como fungos
presentes no processo de compostagem. O trabalho de Martin (2006) realizado nas pilhas

de compostagem da planta de tratamento de lixo organico da Empresa Constroeste
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Construtora e Participacdes LTDA relata a presenca de fungos dos géneros Aspergillus e
Rhizomucor, com uma dominancia de fungos do género Aspergillus, o que corrobora os
resultados encontrados no presente trabalho, cujos fungos do género Aspergillus da se¢ao
fumigatti representam aproximadamente 65% dos fungos isolados (Figura 6).

A presenca de fungos dos géneros Paecilomyces e Lichtheimia (sindbnimo de
Absidia) em pilhas de compostagem sao corroboradas pelos dados de literatura, como

descrito no trabalho de Anastasi (2005).

Tabela 4. Lista dos isolados com identificacao morfolégica e molecular.

Regiao utilizada para

Codigo Identificacio POR Identlflfa(.;ao amplificacao /
do Morfologica . cpe .~
. PCR identificacio molecular
isolado 1
GF 1.1 Lichtheimia ramosa Lichtheimia corimbifera ITS
GF 1.2 Lichtheimia ramosa Lichtheimia corimbifera ITS
GF 1.4 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 1.5 Lichtheimia ramosa Lichtheimia ramosa ITS
GF 2.1 Lichtheimia ramosa Lichtheimia corimbifera ITS
GF 2.2  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 2.3 Paecilomyces sp. Paecilomyces sp. TUB
GF 24  Aspergillus fumigatus Aspergillus sp. TUB
GF 2.6  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 2.10 Rizhomucor miehei Rizhomucor miehei ITS
GF 2.11  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 2.12  Rhizomucor pusillus Rizhomucor sp. ITS
GF 2.14  Aspergillus nidulans Aspergillus sp. TUB
GF 3.1 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 3.2 Rhizomucor pusillus Rizhomucor miehei ITS
GF3.3 Rhizomucor pusillus Rizhomucor miehei ITS
GF 4.1 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF4.2  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 4.3  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF4.4  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF4.5  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 4.6  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 4.7  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF5.1 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 5.2  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 5.5  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 5.6  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 5.7 Lichtheimia ramosa Lichtheimia sp. ITS
GF 5.8  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB
GF 5.9 Paecilomyces sp. Paecilomyces sp. TUB

Regido do genoma utilizada no presente trabalho: ITS: internal transcribed spacer; TUB:

beta tubulina.



Distribuicao dos isolados por género

F.N.L
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Rhizomucor

Lichtheimia

Figura 6. Distribui¢do dos isolados por género.

Ao longo dos 5 meses de amostragem (coletas de 1 a 5), houve variagdo no nimero
de fungos isolados por coleta. Na primeira coleta, foram isoladas 5 cepas aumentando para
13, na segunda, com reduc¢do na 3%, 4* e 5% coletas (Figura 7). Ao longo do processo de
compostagem, ocorre uma variacdo na temperatura das leiras, que se inicia proxima a
temperatura ambiente, se elevando até valores préximos aos 70°C, e depois se estabilizam
em temperaturas por volta dos 40°C (KIEHL, 2002;). Esta variagdao da temperatura gera
também uma variagdo na comunidade de micro-organismos atuantes no processo de

compostagem.
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Nuamero de isolados por coleta
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Figura 7. Niimero de isolados por coleta.

Quando considerado o ponto de coleta das amostras, o nimero de isolados obtidos
indicou que 71% foram provenientes da superficie da leira de compostagem, sugerindo que,
além da temperatura, o fator oxigenagdo pode estar interferindo microbiota.

A identificacdo dos isolados utilizando técnicas de biologia molecular foi utilizada
para validacdo dos resultados obtidos através das técnicas morfoldgicas de identificacao.
(Tabela 4). Todos os isolados cujas identificacdes foram feitas com essa técnica mostraram
98% ou mais de similaridade com sequencias j4 catalogadas no banco de dados.

As filogenias representativas a cada um dos géneros de fungos presentes no
processo de compostagem, Aspergillus fumigatus (Figura 8), Aspergillus nidulans (Figura
9), Rhizomucor (Figura 10) e Lichtheimia ramosa (Figura 11) foram montadas e os isolados
foram incluidos, para que a comprovacao da proximidade das cepas isoladas com os fungos
catalogados no banco de dados do NCBI. A maior proximidade dos isolados com os fungos
catalogados no banco de dados do NCBI demonstram maior similaridade entre os

organismos, validando a identificacio realizada.
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Figura 8. Filogenia para espécies de Aspergillus fumigatus.
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A. Nidulans (=Emericella nidulans)

Emencefa nidsans NRRL 187 (EF652251)
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Asporgius soneus’ NRRL 4769 (EF652298)
— Emenceda spectahs’ NRRL 6363 (EF652334)
—N: Emencefa bicokd NRRL 6364 [EF652335)
ar AspergWus raper’’ NRRL 2641 (EF652278)
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Figura 9. Filogenia para espécies de Aspergillus nidulans (=Emericella nidulans).



Rhizomucor

Rhzomucor pustus” CBS 354.68 (DQ119005)
RAzomuoor pusius CBS 425.78 (HM999962)
G15

G11

G4

0o

RAzomucor miehel CBS 182.67

CAASOOOE N

Rhzomucer miche CBS 208 7TA (JN206322)

Thormomucor nNcae-soudadicae CBS 10475 (MM999953)

oo

Figura 10. Filogenia para espécies de Rhizomucor.

Lichtheimia ramosa

Lichtheimia ramosa CBS 270.65 (AY944896)
o | Lichtheimia ramosa™ CBS 582.65 (GQ342874)
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Figura 11. Filogenia para espécies de Lichtheimia ramosa.



5.2. PRODUCAO DE ENZIMAS PELOS ISOLADOS

Os 38 isolados forma cultivados por fermenta¢do em estado sélido para avaliagao
do seus potenciais de producdo de enzimas degradadoras de material vegetal. Os fungos
que apresentaram as maiores atividades de CMCase foram as cepas Lichtheimia ramosa
GF1.5, Aspergillus GF2.13, Aspergillus fumigatus GF2.6 e Aspergillus fumigatus GF1.4.
(Tabela 5).

Com excecdo da cepa GF1.5, que ndo pdde ser identificada, todas as cepas que
apresentaram melhores producdes de CMCase sdo de fungos representantes do género
Aspergillus da secao fumigatti. Os fungos deste género foram testados por Grigorevski-
Lima et al. (2009) que observaram a produgao de aproximadamente 21,5 U/g de CMCase
o que corresponde a uma menor producdo daquela encontrada neste trabalho, o que pode
ser justificada por uma incubacgdo das cepas a uma temperatura menor (30°C) em contraste
com a utilizada no presente trabalho (45°C). Porém resultados semelhantes aos obtidos
foram descritos por Liu (2011) ao analisar enzimas termoestaveis de Aspergillus fumigatus,
onde os valores encontrados para a produgdao de CMCase, quando otimizados os meios de
cultivo, foram de 507,6£13,7 U/g, com a utilizagdo de palha de milho como fonte de
carbono e cultivo dos fungos por 4 dias a 50°C.

Os valores observados para a produ¢ao da enzima CMCase sdo condizentes com a
literatura, porém os testes foram realizados sem a padronizacdo das condi¢des ideais de
temperatura, pH e fonte de carbono, o que poderd acarretar o aumento da produgdo
enzimatica. Porém a utilizacdo de fungos do género Aspergillus da se¢do fumigatti devera
ser realizada com cautela, pois os fungos identificados como Aspergillus fumigatus se
apresentam na literatura como patdgenos oportunistas podendo levar ao desenvolvimento

de micoses e doengas relacionadas (SAMSON et al., 2007).
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Tabela 5. Produgcao de CMCase pelos isolados.

Cédigo CMCase U/mL. CMCase U/g
Lichtheimia ramosa GF1.1 0,30 6,00
Lichtheimia ramosa GF1.2 0,54 10,80

Aspergillus GF1.3 2,34 46,80
Aspergillus fumigatus GF1.4 7,54 150,80
Lichtheimia ramosa GF1.5 24,62 492,40
Lichtheimia ramosa GF2.1 0,19 3,80
Aspergillus fumigatus GF2.2 4,17 83,40
Paecilomyces sp. GF2.3 3,25 65,00
Aspergillus fumigatus GF2.4 2,73 54,60
Aspergillus GF2.5 2,61 52,20
Aspergillus fumigatus GF2.6 9,98 199,60
Aspergillus GF2.7 1,72 34,40
Aspergillus GF2.8 2,65 53,00
Aspergillus GF2.9 3,53 70,60
Rizhomucor miehei GF2.10 0,70 14,00
Aspergillus fumigatus GF2.11 1,92 38,40
Rhizomucor pusillus GF2.12 2,52 50,40
Aspergillus nidulans GF2.13 11,52 230,40
Aspergillus fumigatus GF3.1 1,99 39,80
Rhizomucor pusillus GF3.2 0,52 10,40
Rhizomucor pusillus GF3.3 0,64 12,80
Aspergillus GF3.4 2,43 48,60
Aspergillus fumigatus GF4.1 3,91 78,20
Aspergillus fumigatus GF4.2 2,60 52,00
Aspergillus fumigatus GF4.3 1,69 33,80
Aspergillus fumigatus GF4.4 3,45 69,00
Aspergillus fumigatus GF4.5 3,07 61,40
Aspergillus fumigatus GF4.6 3,54 70,80
Aspergillus fumigatus GF4.7 2,73 54,60
Aspergillus fumigatus GF5.1 4,15 83,00
Aspergillus fumigatus GF5.2 3,77 75,40
Aspergillus GF5.3 4,11 82,20
Aspergillus GF5.4 3,33 66,60
Aspergillus fumigatus GF5.5 3,62 72,40
Aspergillus fumigatus GF5.6 3,27 65,40
Lichtheimia ramosa GF5.7 0,73 14,60
Aspergillus fumigatus GF5.8 4,03 80,60

Paecilomyces sp. GF5.9 1,63 32,60




As melhores cepas produtoras para a enzima Xilanase foram os isolados Lichtheimia
ramosa GF1.5, Aspergillus fumigatus GF2.6, Aspergillus GF2.13 e Aspergillus fumigatus
GF1.4 que apresentaram, respectivamente, 20,50 U/mL (410,00 U/g), 7,71 U/mL (154,20
U/g), 6,00 U/mL (120,0U/g) e 5,87 U/mL (117,40 U/g) (Tabela 6). Excetuando-se a cepa
GF1.5 que nao pode ser identificada, todos os melhores produtores para a enzima Xilanase
foram fungos do género Aspergillus, citados na literatura como bons produtores
enzimaticos.

Egea (2010) testou fungos do género Aspergillus para a producdo enzimética de
Xilanase e obteve valores de producao maximos de 64 U/mL, que pode ser considerado
elevado se comparado a maxima produgdo encontrada para os isolados deste trabalho.
Ainda nos trabalhos de Kanget al. (2004) e Shah (2004), com a otimiza¢do dos parametros
de fermentacdo, foram obtidos valores para as atividades enzimaéticas de xilanase de 5070
U/g e 210,0 U/ml, respectivamente. Estes valores elevados em relagdo aos obtidos no
presente trabalho podem ser justificados parcialmente pela otimizagdo dos parametros
fermentativos dos referidos trabalhos, principalmente devido a utilizagdo de temperatura
Otima para o crescimento ftingico e alteracdo de substrato para producao das enzimas.

Os resultados obtidos para os ensaios enzimadticos para a enzima lacase nao
apresentaram resultados significantes para as cepas isoladas, indicando que as cepas
isoladas podem ndo se apresentar como bons produtores da enzima, entretanto, o tempo
utilizado para o screening enzimdtico durante este estudo pode ser caracterizado como
reduzido quando se comparado a outros estudos envolvendo a produgdo desta enzima,

podendo ser produzida com um tempo de até 40 dias de fermentagao.
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Tabela 6. Producio de Xilanase pelos isolados.

Cédigo Xilanase U/mL Xilanase U/g
Lichtheimia ramosa GF1.1 0,31 6,20
Lichtheimia ramosa GF1.2 0,23 4,60

Aspergillus GF1.3 2,80 56,00
Aspergillus fumigatus GF1.4 5,87 117,40
Lichtheimia ramosa GF1.5 20,50 410,00
Lichtheimia ramosa GF2.1 0,33 6,60
Aspergillus fumigatus GF2.2 5,66 113,20
Paecilomyces sp. GF2.3 4,83 96,60
Aspergillus fumigatus GF2.4 2,17 43,40
Aspergillus GF2.5 2,71 54,20
Aspergillus fumigatus GF2.6 7,71 154,20
Aspergillus GF2.7 2,28 45,60
Aspergillus GF2.8 4,38 87,60
Aspergillus GF2.9 3,06 61,20
Rizhomucor miehei GF2.10 0,23 4,60
Aspergillus fumigatus GF2.11 2,59 51,80
Rhizomucor pusillus GF2.12 2,62 52,40
Aspergillus nidulans GF2.13 6,00 120,00
Aspergillus fumigatus GF3.1 2,16 43,20
Rhizomucor pusillus GF3.2 0,28 5,60
Rhizomucor pusillus GF3.3 0,24 4,80
Aspergillus GF3.4 2,13 42,60
Aspergillus fumigatus GF4.1 3,38 67,60
Aspergillus fumigatus GF4.2 2,95 59,00
Aspergillus fumigatus GF4.3 1,49 29,80
Aspergillus fumigatus GF4.4 2,50 50,00
Aspergillus fumigatus GF4.5 2,13 42,60
Aspergillus fumigatus GF4.6 2,87 57,40
Aspergillus fumigatus GF4.7 3,21 64,20
Aspergillus fumigatus GF5.1 3,34 66,80
Aspergillus fumigatus GF5.2 2,41 48,20
Aspergillus GF5.3 3,94 78,80
Aspergillus GF5.4 2,71 54,20
Aspergillus fumigatus GF5.5 2,89 57,80
Aspergillus fumigatus GF5.6 2,43 48,60
Lichtheimia ramosa GF5.7 0,12 2,40
Aspergillus fumigatus GF5.8 3,99 79,80

Paecilomyces sp. GF5.9 5,25 105,00




5.3. SELECAO DAS CEPAS PARA OS ESTUDOS DE COMPOSTAGEM

Com base nas producdes de enzimas CMCase e Xilanase, consideradas enzimas
chaves para o processo de biodegradacdo de matéria organica vegetal, foram selecionadas
dez linhagens (Tabela 7) para os estudos de compostagem. O indculo fungico utilizado
posteriormente neste trabalho foi realizado a partir da suspensao de esporos homogeneizada

dos dez fungos selecionados.

Tabela 7. Cepas selecionadas para produgdo do indculo nos estudos de compostagem

Cepas Xilanase CMCase
U/ € substrato U/ € substrato
Lichtheimia ramosa GF 1.5 410,00 492,40
Aspergillus fumigatus GF 1.4 117,40 150,80
Aspergillus fumigatus GF 2.2 113,20 83,40
Aspergillus fumigatus GF 2.6 154,20 199,60
Aspergillus fumigatus GF 4.1 67,60 78,20
Aspergillus fumigatus GF 5.1 66,80 83,00
Aspergillus fumigatus GF 5.2 48,20 75,40
Aspergillus fumigatus GF 5.5 57,80 72,40
Aspergillus fumigatus GF 5.8 79,80 80,60
Paecilomyces sp GF 5.9 105,00 32,60

5.3.4. ESTUDO PILOTO LABORATORIAL- COMPOSTAGEM EM
FRASCOS

5.3.4.1. Variacoes do pH

No inicio do processo de compostagem, o pH da suspensio feita com o composto
foi 8,0 para tratamento e controle. Apds uma semana, verificou-se uma maior alcaliniza¢do
do material inoculado, porém, a variagdo em ambos nio chegou a uma unidade de pH. A
maior diferenca observada entre o tratamento e o controle foi a a diminui¢ao do pH ocorrida

neste ultimo na quarta semana (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores de pH do substrato ao longo da compostagem em escala laboratorial em
frascos.

Tempo Compostagem com Controle
(semanas) inoculo do fungo
0 8,00 £ 0,21 8,00 £ 0,21
1 8,77 £0,37 8,11 £0,45
2 8,20 £ 0,21 8,36 £ 0,17
3 8,01 £0,21 8,23 +0,11
4 8,68 + 0,33 7,94 +£0,21

controle: compostagem usando o mesmo material, sem o inoculo do fungo.

Segundo Kiehl (2002) e Misra et al. (2003) a variagio do pH durante a
compostagem deve-se a liberacdo de dcidos organicos ao meio, derivados da degradacdo
dos polimeros que compde a biomassa vegetal, como as pectinas, ou produzidos pelos
microrganismos. No final do processo, o pH tende a torna-se novamente levemente basico
pelo consumo desses dcidos organicos pelos microrganismos. Desse modo, segundo Kiehl
(2002), o pH fornece informacao sobre o estado de decomposicao da matéria organica que
foi submetida a um processo de compostagem. Diferentemente do que € apresentado na
literatura, o material a ser compostado durante o trabalho teve em seu inicio uma
caracteristica basica que se manteve ao longo do processo, o que pode sugerir que a matéria
organica utilizada possuia poucas substancias com caracteristica bédsica, ou que esta ja
chega ao pétio de compostagem da usina de tratamento em um estigio mais avancado de
decomposicao.

Para efeito de interpreta¢ao no processo de compostagem, considera-se que matéria-
prima crua tem caracteristica dcida enquanto que composto humificado apresentard,
obrigatoriamente, pH alcalino. Porém, considerando as diferencas inerentes a composi¢ao
biomassa usada em cada processo, a informacao fornecida pelo pH deve ser complementada

por outras, como a relagdo C:N (COSTA, 2005).

5.3.4.2. Influéncia do inéculo nos teores de matéria organica e carbono total

Os perfis de reducdo de carbono e material organica foram muito similares entre
controle e tratamento, porém, para ambos os parametros, logo na primeira semana a redu¢ao
foi mais acentuada no material que recebeu o indculo dos fungos indicando uma aceleragao

no processo de degradacdo (figura 12). Um aumento no teor de carbono observado na
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terceira semana pode estar relacionado com a perda de 4gua do material e materiais volateis
levando a uma concentracao de fibras nas amostras.

A sintese dos resultados apresentada na Tabela 9, mostra que o inoculo adicional
promoveu uma reducdo de aproximadamente 32% na quantidade total de matéria organica
enquanto o controle, de apenas 22%, evidenciando que o inéculo flingico auxiliou na
degradacdo mais rdpida da matéria organica, como ja descrito por outros autores como
Kiehl (2002) e Xi et al. (2005). Trabalhos de Kiehl (2002), Xi et al. (2005), Ming et al.
(2007) e Gomes (2011) mostram que o inéculo atua de forma a reduzir o periodo de
adaptacdo da microbiota no inicio do processo permitindo uma aceleragao do processo.

A reducdo da materia organica é corroborada pelos valores de carbono total que
sofreu uma maior redu¢do mostrando a mesma perda de 32% para as amostras que tiveram
a adicdo do indculo fingico, e de 22% para aquelas do controle, sendo os valores

apresentados na figura 12.
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Figura 12. Perfis dos teores de matéria organica (A) e carbono total (B) ao longo do periodo
de compostagem em frascos.

Tabela 9. Matéria organica remanescente no substrato ao longo da compostagem em

frascos.

Tempo (semanas) C T
1 76,5% 75,5%
2 58,7% 54,4%
3 71,0% 58,3%
4 59,8% 50,9%

* C:controle; T: tratamento.
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5.3.4.3. Influéncia do inéculo nos teores de Nitrogénio total

Ao longo dos 30 dias de compostagem laboratorial, observou-se um aumento da
quantidade de N total tanto para as amostras do tratamento, quanto para as amostras
controle. No controle houve um aumento um pouco maior aquele observado para as
amostras tratamento, com valor inicial de 0,71% de nitrogénio e final de 1,57% (ap6s 30
dias), um aumento de 220%. As amostras de tratamento, mostraram um aumento de
aproximadamente 200%, de um valor inicial de 0,67% de nitrogénio para 1,32% ao final

do processo (Figura 13).
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Figura 13. Teores de Nitrogénio ao longo do periodo de compostagem em frascos.

O aumento da quantidade de nitrogénio amoniacal é descrito como parte integrante
do processo de compostagem por alguns autores (KIEHL, 2002; MING et al., 2007) e
resulta da transformacdo do N total (orginico e inorginico) em nitrogénio orginico
incorporado a biomassa microbiana. Esse fendmeno é um dos mecanismos importantes da
compostagem pois gera material rico em compostos nitrogenados que pode ser usado como

adubo organico.
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5.3.4.4. Influéncia do inéculo na relacao carbono:nitrogénio (C:N)

A relacdo carbono:nitrogénio (C:N) observada tanto para amostras controle apara
as amostras do tratamento com indculo fungico sofreu reducao de aproximadamente 50%
ao longo do periodo de compostagem laboratorial. Inicialmente as amostras apresentaram
uma relagdo de 61:1 (Controle) e 62:1 (Tratamento) chegando ao final do processo com

uma relagdo de aproximadamente 20:1 para ambas (Figura 14).
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Figura 14. Relacdo Carbono:Nitrogénio ao longo do processo de compostagem em frascos.

Os valores iniciais para C:N sdo considerados elevados para o processo de
compostagem de acordo com KIEHL (2002) e REIS (2005) que sugerem valores em torno
de 30:1.

O declinio da relacio C:N ¢é esperado para o processo de compostagem,
considerando que, além do C acumulado na biomassa microbiana, parte é perdida como
compostos volateis e CO da respiracao (REIS, 2005; KIEHL, 2002).

A relacdo C:N final dos compostos encontra-se ainda em uma faixa considerada
elevada para um composto estabilizado. Kiehl (2002) comenta que a matéria organica
bioestabilizada é caracterizada, dentre outros parametros, exatamente pelo fato de
apresentar relacdo C:N que indica o inicio do processo de mineralizacdo do nitrogénio e,

para o himus, esse valor estd em torno de 10:1 (COSTA, 2005). Ao final do processo

espera-se uma relacdo C:N por volta de 10:1, os valores encontrados para esse trabalho se
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encontram superiores aqueles descritos na literatura, porém, devido a alta heterogeneidade
do composto e a possivel presenga de carbono na forma de lignina poderiam explicar a alta
concentracdo do mesmo, porém com disponibilidade reduzida para a sua utilizagcdo pelo

metabolismo de microrganismos.

5.3.4.5. Avaliacao da fitotoxicidade do composto resultante

Em muitas situacdes, o crescimento microbiano e a degradacdo da matéria organica
podem gerar compostos fendlicos, dcidos graxos de cadeia curta pelos fungos e acido
oxdlico, acético e patulina pelas bactérias que podem levar a inibicdo do crescimento das
raizes e germinagao de sementes (TOKUHISA et al., 2007).

A germinagdo das sementes apresentaram, na primeira etapa de compostagem, um
indice de germina¢do maior quando receberam o eluido do controle da compostagem do
que quando em relacdo ao tratamento (1,83 : 1,24 — Controle : Tratamento), porém com o
decorrer do processo, pode-se observar que o indice de germinagdo das sementes para o
tratamento tornou-se maior quando comparado com o controle (0,94 : 1,79 — Controle :
Tratamento), (0,42 : 2,43 — Controle:Tratamento), sendo essa diferenca diminuida ao final
de 4 semanas, quando as amostras apresentaram indices de germinacdo relativamente

proximos (2,32 : 2,12 — Controle: Tratamento) (Figura 15).
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Figura 15. Indice de germinacfo ao longo do periodo de compostagem em frascos.
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Em trabalho estudando a diferenca do tipo de material compostado, Nasreen et al.
(2005) relataram uma diminuicdo, ao longo do processo de compostagem, no indice de
germinacdo de material dcido como bagacgo de laranja, encontrado em grande quantidade
nas pilhas de compostagem da Constroeste Ambiental, havendo um aumento no indice
somente ao fim do processo, como observado para as amostras do controle ao longo do
periodo de compostagem laboratorial.

Segundo Nasreen et al. (2005) e Zuconni et al. (1981) um indice de germinagdao
acima dos 50% indica um composto livre de fitotoxinas e, portanto, apto a utilizacdo em
culturas.

O aumento mais rdpido no indice germinagdo para as amostras do tratamento indica
que a presenca do indculo flingico pode favorecer a maturagdao do composto e a diminui¢ao
da toxicidade do mesmo mais rapidamente, especialmente com a adicdo de mais
microrganismos. Uma baixa fitotoxicidade implica no potencial emprego do composto
gerado mais rapidamente na agricultura, ja que o principal ponto a ser analisado antes de
sua utilizacdo € a interacdo ndo prejudicial do composto com as culturas onde este serd
utilizado (MISRA et al., 2003), sendo assim, a diminuicao mais acelerada da fitotoxicidade
possibilita a distribuicdo mais rdpida do composto e, a diminui¢do dos gastos com a
manutencdo dos mesmos nas empresas de gerenciamento de residuos e emprego de

maquindrio na manuten¢do da compostagem.

5.4. ESTUDOS DE COMPOSTAGEM ESCALA LABORATORIAL E EM
PILHAS NA PLANTA INDUSTRIAL

Nesses ensaios foi utilizado lixo organico de outra coleta e, portanto, a composi¢ao
nao foi a mesma daquela dos ensaios em pequena escala cujos resultados foram descritos e
discutidos até aqui. Nesses proximos ensaios que serao descritos foram feitos dois tipos de
tratamento: T1- misturas de esporos inoculadas apds a primeira semana de compostagem;
T2- esporos de fungos mesofilico/ termotolerantes inoculados apds a primeira semana € 0s

termofilicos, apds a segunda semana.
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5.4.1. VARIACOES DO PH

Nesse experimento, o material apresentou maior acidez que aquele usado nos
primeiros ensaios, iniciando em 6,3. Durante a compostagem em escala laboratorial, foi
possivel visualizar uma curva ascendente do pH, para todas as amostras, elevando-se até
valores proximos a 8,5-9,0 seguindo o padrao descrito para o processo de compostagem,
com elevagdo do pH e estabilizacdo em valores neutros ou levemente alcalinos, como citado
por Kiehl (2002) (Figura 16A). A curva do tratamento 2 se manteve muito préxima a curva
controle, enquanto que a do tratamento 1, mostrou uma elevacdo mais lenta do pH,
indicando também um consumo mais lento dos dcidos organicos presentes na matéria
organica (Figura 16).

Durante a compostagem em escala industrial, o mesmo padriao foi observado. As
leiras controle e tratamento 2 demonstraram um perfil de variagdo do pH muito préximos,
enquanto a leira tratamento 1 apresentou uma variagao mais lenta dos valores de pH (Figura
16B).
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Figura 16. Valores de pH da suspensdo do material de compostagem ao longo do processo
em escala laboratorial (A) e em pilhas (B).
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5.4.2. MATERIA ORGANICA E CARBONO TOTAL

Ao longo da compostagem laboratorial, pdde-se ver uma variagdo pequena e
irregular do teor de carbono. Com aparente reducdo da quantidade de Carbono para as
amostras controle e tratamento 2, enquanto que para a amostra de tratamento 1 houve
aumento na quantidade de carbono (Figura 17).

O aparente aumento na quantidade de matéria organica pode ser devido a
dificuldade em amostragem da matéria orginica aplicada ao processo, que apresentava
grande heterogeneidade.

Diferentemente do observado anteriormente na compostagem em pequenos frasco,
o indculo fingico aparentou nao influenciar na decomposi¢cdo da matéria organica em
escala laboratorial e industrial, porém pela alta heterogeneidade das amostras, a ndo
alteracdo das quantidades de carbono pode ser interpretada como variacdo devida

principalmente a amostragem.
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Figura 17. Teores de carbono total ao longo da compostagem laboratorial (A) e em pilhas

(B).

5.4.3. NITROGENIO TOTAL

Os niveis de nitrogénio apresentados ao longo da compostagem em escala
laboratorial ndo diferiram com as do controle e demonstraram um perfil de queda durante

as primeiras 3 coletas, com um posterior aumento (Figura 18).
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A quantidade de nitrogénio nas amostras da escala industrial mostrou perfil
diferente, com decaimento constante apds a quarta semana, evidenciando o consumo do

nitrogénio disponivel nas leiras.
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Figura 18. Teores de Nitrogénio para as amostras de compostagem em escala laboratorial
(A) e industrial (B).

O consumo de nitrogénio aparece como fator recorrente do processo de

compostagem. Segundo Kiehl (2002), a quantidade total de nitrogénio ao longo do processo
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de compostagem tende a diminuir devido ao consumo deste composto por grupos de

microrganismos durante seu desenvolvimento e metabolismo.

5.4.4. RELACAO CARBONO:NITROGENIO (C:N)

Segundo Kiehl (2002) a relacdo Carbono/Nitrogénio inicial considerada 6tima para
o processo de compostagem estd em torno de 25 a 30 partes de carbono para 1 de nitrogénio
devido a utilizacdo diferencial destes compostos pelos micro-organismos, € aceitdvel para
alguns pesquisadores ainda valores préoximos a 20:1 (RUSSO, 2003). No inicio do processo
de compostagem em escala laboratorial, foi verificada uma relagdo préxima aos 35:1 para
as amostras controle e de 25:1 e 32:1 para as amostras do tratamento 1 e 2 respectivamente.
Sendo assim, os valores encontrados inicialmente no processo podem ser considerados
inadequados para a condugdo do processo, o que pode ter prejudicado o desenvolvimento
de uma compostagem plena para o material de estudo.

Ao fim do processo em escala laboratorial, a relacdo C:N atingiu valores de 20:1
para a amostra controle, 22 para o tratamento 1 e 15 para o tratamento 2. A relacdo tida
como Otima para o fim do processo estd proxima aos 10:1, préxima aquela vista para o
tratamento 2, porém como nao houve reducdo na quantidade de carbono ao longo da
compostagem, esta relacdo estd associada ao aumento da quantidade de nitrogénio, o que
ressalta a necessidade de que o processo de compostagem seja monitorado mais
eficientemente devido a alta heterogeneidade da matéria organica utilizada.

Para o inicio do processo de compostagem em escala industrial foram observadas
relagdes de Carbono:Nitrogénio proximas a 35:1 para as amostras controle, 25:1 para a
pilha tratamento 1 e 32:1 para a leira tratamento 2. Com excessdo da pilha tratamento 1, as
outras pilhas se apresentaram proximas a faixa tida como 6tima para o inicio do processo.

Ao longo do processo observou-se uma reducio acentuada na relacdo C:N, devida
a pequena reducgdo da quantidade de carbono e nitrogénio das leiras. A relacdo apresentada
pela leira controle foi de 18:1, enquanto que para as leiras de tratamento foram de 23:1 e
24:1 respectivamente. A diminuicdo da relacdo C:N observada para as pilhas controle esta
associado a alteracdo da quantidade nitrogénio, sem que houvesse uma redug¢do na
quantidade de carbono, que pode ter sido ocasionada por dificuldade de amostragem do
material que se apresenta de forma heterogénia. A baixa variacao na quantidade de carbono

apresentada, mesmo com a alta presenca do composto no inicio do processo pode estar
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associada a disponibilidade do mesmo, ja que quando presente na forma de compostos mais
resistentes como a lignina, este se torna indisponivel a utilizagdo para o metabolismo de

microrganismos.

5.4.5. TESTE DE FITOTOXICIDADE

Os testes de fitotoxicidade para o processo de compostagem em escala laboratorial
indicaram ndo haver diferengas entre as amostras que sofreram a a¢ao do indculo fingico
da amostra controle (Figura 19).

A toxicidade do composto se manteve praticamente constante ao longo do processo,
o que, segundo a literatura pode ser devido a liberacdo de dcidos organicos durante a
decomposicdo da matéria organica, porém esta justificativa ndo se apresenta como
justificativa satisfatdria, ja que o perfil tragado para o pH dos tratamento e controle, sugere
um aumento gradativo do mesmo, se estabilizando préximo a 9.

A caracteristica altamente heterogénea da matéria organica utilizada para os testes
sugere que, devido a dificil triagem de materiais, residuos com caracteristicas toxicas aos
organismos teste deste ensaio possam ter sido trazidos para o laboratdrio juntamento as
amostras.

Diferentemente do observado para o teste de fitotoxicidade conduzido em
laboratdrio, o teste realizado no patio da usina de compostagem em pilhas de compostagem
S€ MOostrou promissor.

Ao longo do processo, a pilha de tratamento 1 mostrou um aumento acentuado em
relacdo as pilhas de tratamento 2 e controle, apresentando, ao final da compostagem, um
indice de germinagdo aproximadamente 3 vezes maior do que aquele da pilha controle
(Figura 19), o que pode sugerir, que o indculo de microrganismos ao inicio do processo
atuou de forma positiva na diminui¢do da fitotoxicidade, disponibilizando a utilizacdo do
composto organico mais rapidamente, j4 que um dos grandes problemas enfrentados na

utiliza¢do do adubo ndo maturado € o seu efeito fitotéxico.
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Figura 19. Indice de germinagdo (%) das sementes ap6s a aplicacio do eluido da
compostagem proveniente da escala laboratorial (A) e em pilhas (B).

Os dados obtidos no processo de compostagem, tanto em escala laboratorial quanto
na planta industrial, ndo foram conclusivos com relagdo a importancia da inoculagdo dos
fungos. Em ambos os sistemas, o uso de inoculo tinico manteve a acidez do material por
periodo maior, mas ndo diferiu do tratamento com inoculo em duas etapas com relacdo a

decomposicdo da matéria organica e acumulo de N no material.
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5.4.6. Analise CG/EM

Em tentativa a fim de se identificar os possiveis compostos responsaveis pela
inibicdo da germinacdo durante os testes fitotoxicos, foram realizados experimentos
utilizando-se um cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrofotdometro de massas (CG/EM),
porém, em todas as tentativas com os extratos que se comportaram de forma mais inibitéria
durante os ensaios, nenhum composto foi detectado. A auséncia de detec¢cdo por parte do
CG/EM pode estar relacionada ao tipo de metodologia escolhida para tratamento das
amostras, ou pela propria identidade quimica dos compostos, sendo que moléculas de alto
peso molecular ou pertencentes a certas funcdes organicas podem acabar ndao sendo
volatilizadas ou, quando volatilizadas, ndo conseguem atingir o detector e, dessa forma nao
sao reconhecidas pelo equipamento. Portanto a utilizacdo da técnica de cromatografia

gasosa nao se mostrou eficiente na determinagdo dos compostos presentes nas amostras

analisadas.

6. CONCLUSOES

O indculo fingico parece ter pouca influéncia na degradagao mais rapida da matéria
organica, jd que os tratamentos apresentaram um perfil muito proximo aquele do controle,
porém a diminui¢do mais eficiente da toxicidade para as amostras do tratamento 1 em pilhas
de compostagem e durante o teste piloto na compostagem laboratorial sugere que o indculo
fingico, quando realizado de forma unica ao inicio do processo, pode favorecer uma
disponibilidade do composto organico para sua aplicagdo na lavoura mais rapidamente,
diminuindo os gastos com sua producao e facilitando a aceitacio da técnica.

Apesar dos testes demonstrarem uma ndo alteracdo dos perfis de degradacdo da
matéria organica, a heterogeneidade da mesma e a falta de controle total sobre o processo,
dificultaram um melhor entendimento da ag¢do dos microrganismos durante os testes,
portanto novos estudos devem ser realizados a fim de se entender melhor a atuacdo dos
fungos filamentosos sobre a matéria organica no processo de compostagem.

Nao somente os fungos filamentosos termofilicos sdo responsaveis pela degradacdo

da matéria organica ao longo do processo de compostagem, mas também os actinomicetos
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e bactérias, sendo assim, estudos utilizando os diferentes microrganismos devem ser
realizados a fim de se entender melhor a contribui¢do de cada um dos grupos envolvidos

no processo.
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8. ANEXOS

Tabela 1. Resultados da identificacao molecular e filogenética

Cadigo . ~ e~ Resultado do sequenciamento
do Iden.t ificacio Identlflga?ao Regido Bases de dados®
isolado estabelecida no estudo Morfologica 1 Id (%)* Observacoes
GF 1.1 Lichtheimia ramosa Lichtheimia corimbifera ITS 99 Lichtheimia ramosa CBS 582.65 (NR_111438)
GF 1.2 Lichtheimia ramosa Lichtheimia corimbifera ITS 100 Lichtheimia ramosa CBS 582.65 (NR_111438)
GF 1.4 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 100 Aspergillus fumigatus NRRL 6113 (KJ527260)
GF 2.1 Lichtheimia ramosa Lichtheimia corimbifera ITS 100 Lichtheimia ramosa KACC 46054 (JN315007)
GF 2.2  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 100 Aspergillus fumigatus NRRL 5109 (EF669845)
GF 2.3 Paecilomyces sp. Paecilomyces sp. TUB - - Banda dupla
GF 24  Aspergillus fumigatus Aspergillus sp. TUB 100 Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
GF 2.6  Aspergillus fumigatus ~ Aspergillus sect. Fumigati ~ TUB 100 Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
GF 2.10 Rizhomucor miehei Rizhomucor miehei ITS 99 Rhizomucor miehei CBS 182.67 (DQ118995)
GF 2.11  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 99 Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
GF 2.12  Rhizomucor pusillus Rizhomucor sp. ITS 99 Rhizomucor pusillus KCCM60428 (HQ285622)
. . . 100 Emericella nidulans CBS 589.65 (AB524358)
GF 2.14  Aspergillus nidulans Aspergillus sp. TUB 99 Emericella quadrilineata NRRL 201 (EF652257)
GF 3.1 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati  TUB 100 Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
GF 3.2 Rhizomucor pusillus Rizhomucor miehei ITS 99 Rhizomucor pusillus KCCM60428 (HQ285622)
GF3.3 Rhizomucor pusillus Rizhomucor miehei ITS 99 Rhizomucor pusillus KCCM60428 (HQ285622)
GF 4.1 Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 99 Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
GF4.2  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati  TUB 99 Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
GF4.3  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 100 Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
GF 4.4  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati  TUB 99 Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
GF4.5  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 100 Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
GF 4.6  Aspergillus fumigatus  Aspergillus sect. Fumigati TUB 100 Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
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GF 4.7
GF 5.1
GF 5.2
GF5.5
GF 5.6
GF 5.7
GF 5.8
GF5.9

Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Lichtheimia ramosa
Aspergillus fumigatus
Paecilomyces sp.

Aspergillus sect. Fumigati
Aspergillus sect. Fumigati
Aspergillus sect. Fumigati
Aspergillus sect. Fumigati
Aspergillus sect. Fumigati
Lichtheimia sp.
Aspergillus sect. Fumigati
Paecilomyces sp.

TUB
TUB
TUB
TUB
TUB
ITS
TUB
TUB

99
99
100
99
100
99
100

Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
Aspergillus fumigatus KCCM60331 (HQ285593)
Aspergillus fumigatus CBS 315.60 (DQ534077)
Lichtheimia ramosa CBS 582.65 (NR_111438)
Aspergillus fumigatus NRRL 6113 (KJ527260)

Banda dupla

Regido do genoma utilizada no presente trabalho: ITS: internal transcribed spacer; TUB: beta tubulina.

2
3

na base de dados (em parénteses).

Identidade (em %) da sequéncia com relagdo a sequéncia depositada na base de dados do NCBI — GenBank.
Resultado das buscas na base de dados do NCBI — GenBank. Nome do fungo seguido do cédigo do isolado e do niimero de acesso da sequéncia
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