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RESUMO

Este trabalho estd voltado para a area agricola, no sentido de possibi-
litar uma melhor utilizago de fésforo pelas plantas, acelerar processos
de produgio de composto organico e contribuir para a otimizagio e
o aumento da utilizagio de fertilizantes organominerais granulados,
diminuindo assim o uso de fertilizantes com alto custo e grande poten-
cial poluidor, além de obter bioinoculantes termdéfilos com potencial de
utilizagdo em processos biotecnolégicos industriais que demandam al-
tas temperaturas. Tem como objetivo isolar estirpes de microrganismos
termdfilos durante o processo de compostagem e testar o seu potencial
biotecnoldgico para a solubilizacio de fosfato e produgdo das enzimas
hidroliticas amilases, celulases e fitases. Bactérias, fungos e actinomi-
cetos foram isolados de trés leiras de compostagem no municipio de
Capim Branco, MG (Bege, Fito Alimentos e Vista Alegre), € testados

para crescimento por 2h e 4h a 60°C ¢ a 100°C, e também para a pro-
dugdo de amilase, celulase e fitase. O composto “Bege” foi o que apre-
sentou o maior nimero de bactérias e actinomicetos, e o “Vista Alegre”
maior contagem de fungos. O composto “Fito Alimentos” apresentou a
menor contagem de bactérias e nio houve crescimento de fungos e ac-
tinomicetos. “Vista Alegre” apresentou maior temperatura (60,8°C), e
“Fito Alimentos” a menor (25,7°C). Os testes de crescimento a 60°C e
2 100°C e os de produgio de enzimas estio sendo realizados. Espera-se
poder realizar testes futuros com os produtos de fertilizantes organo-
minerais enriquecidos com microrganismos termdfilos, além de outras

aplicages biotecnoldgicas industriais.
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1 INTRODUCAO

O fésforo é um nutriente essencial para os vegetais, mas apesar de ser
abundante no solo, as plantas s6 conseguem utilizd-lo na forma de fosfato
soltvel, forma que se apresenta em pequenas quantidades (SILVA ez aZ,
2012). Para suprir as necessidades de fésforo, é necessirio o uso de ferti-
lizantes fosfatados, que sdo produzidos a partir de fosfato de rocha, cujas
reservas podem ser esgotadas até o final deste século (VASSILEV ez al,
2014). Esses fertilizantes, quando aplicados no solo, além de apresentarem
um potencial poluidor para o meio ambiente, rapidamente se tornam in-
disponiveis para as plantas porque se ligam a outros compostos (SILVA e
al.,2012). Existem microrganismos no solo que sdo capazes de solubilizar
o fésforo para as plantas e mineralizar as formas orgénicas de fésforo, atra-
vés da produgio de 4cidos orginicos e de enzimas. (LARA ez al, 2011,
CEREZINI e£ al.,2009). Os fertilizantes organominerais constituem uma
alternativa promissora para a produgio agricola. Segundo Benites et al.
(2010), é possivel sua produgdo na forma granulada, com alto teor de fésfo-
ro soltvel, ap6s a transformagio bioldgica dos residuos animais, associados
com minerais, representando o principal desafio tecnoldgico para ampliar
o0 uso desses fertilizantes no Brasil. De acordo com JSA Consultoria e As-
sessoria Técnica, a temperatura durante o processo de granulagio se eleva
a até 104°C, o que poderia matar alguns microrganismos ou desnaturar
enzimas microbianas presentes no fertilizante. Microrganismos terméfilos
sio aqueles capazes de crescer em temperaturas acima de 55°C; tais mi-
crorganismos produzem enzimas que sdo ativas em condigGes extremas de
temperatura, conhecidas como termoenzimas ou enzimas termoestaveis,
possibilitando seu uso em muitos processos industriais, onde esta condigao

¢ necessiria (DELATORRE ez al.,2010; ROCHA, 2010).
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A compostagem é um processo aerébio de bioxidagio, geralmente
aplicada a residuos sélidos, provenientes de diversas fontes, como re-
siduos urbanos, agroindustriais e agropecudrios. E um processo resul-
tante da agio de microrganismos (bactérias, actinomicetos e fungos),
geralmente associados aos substratos, durante o qual ocorre uma fase
terméfila. Por ser um processo puramente microbiolégico, sua efici-
éncia depende da agio e da interagio de microrganismos, os quais sio
dependentes de condigdes favoriveis de temperatura, umidade, aeragio,
pH, tipo de compostos organicos existentes, relagdo carbono/nitrogénio
(C/N), granulometria do material ¢ as dimensdes das leiras. Os prin-
cipais nutrientes encontrados nos residuos animais e vegetais estdo na
forma organica e sdo decompostos em diferentes estdgios por diferen-
tes populagdes de microrganismos que secretam enzimas e digerem o
seu alimento fora da célula. A biomassa sofre profundas transformagoes
(mineralizagio e humificagdo parciais), sendo o principal produto final
designado composto, estdvel, higienizado ¢ homogéneo (VALENTE ez
al., 2009; SANTOS, 2007; CUNHA-QUEDA ef al., 2003).

Segundo Branco et al. (2001), sio encontradas baixas concentra-
¢bes de nutrientes essenciais, como fésforo e nitrogénio, em fertilizan-
tes organominerais produzidos a partir da compostagem de residuos
sélidos urbanos ou rurais. Para suprir a necessidade desses nutrientes,
adiciona-se, superfosfato, além de uma fonte de nitrogénio, encarecendo
o produto e tornando-o pouco competitivo. Diante disso, as biotecnolo-
gias emergentes representam um recurso que pode tornar possivel a bio-
disponibiliza¢do do fésforo insolivel contido no composto ou no solo.

De acordo com Delatorre et al. (2010), as enzimas termofilicas ofe-
recem vantagens para o uso industrial, mas a aplicagdo biotecnoldgica
dos microrganismos termofilos ainda ¢ limitada. O crescente interesse
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biotecnolégico pelas enzimas produzidas por terméfilos é motivado pela
sua capacidade de trabalhar em condiges em que as enzimas produzidas
por microrganismos mesdfilos so geralmente desnaturadas.

Tendo como base essas questdes, este trabalho teve como objetivo
selecionar microrganismos resistentes a altas temperaturas e produtores

de amilase, celulase e fitase.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta de amostras de composto orgénico

As amostras de composto orginico foram coletadas na cidade de
Capim Branco, MG, em trés leiras de compostagem: (1) composto
“Bege”, no 33° dia de compostagem, feito com capim colonido picado,
cama de frango, esterco bovino, fosfato de Araxd, fosfato Natural, pé
de rocha (verdete), adicionado de bioinoculante; (2) composto “Fito
Alimentos”, estabilizado, com mais de 12 meses, feito com resto de
hortaligas, esterco bovino e capim Cameron picado; e (3) composto
“Vista Alegre”, no 60° dia de compostagem, feito com capim colonizo,
cama de frango, esterco bovino, esterco caprino, Yoorin (termofosfato)
e p6 de carvio (fonte de K). As amostras foram coletadas em sacos
plésticos devidamente identificados, em por¢ées de no minimo 200g,
em triplicata, em 3 regioes diferentes da leira, no dpice, meio e base. No
momento da coleta foi registrada a temperatura de cada amostra. Logo
ap6s a coleta as amostras foram colocadas em caixa de isopor e levadas
para o laboratério.
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2.2 Isolamento de microrganismos do composto organico

Pesou-se 45g de cada amostra para um tubo contendo 45 ml de so-
lugio salina estéril, que posteriormente foi submetido a 80°C, sob agita-
¢do, por 30 minutos. Esta é a dilui¢ao10-1. A partir dessa dilui¢ao foram
preparadas diluigdes até 10-5. Antes de cada dilui¢do as amostras foram
agitadas em vortex.

De cada diluicio foi transferido 0,1 ml para placas com o meio
sélido especifico, em triplicata: Agar Batata Dextrose para bactérias,
meio Martin para fungos e Meio Actinomiceto para actinomicetos. As
placas foram incubadas a 46-48°C até o crescimento dos microrganismos
(POP PS LXX 03 — Andlise Qualitativa e Quantitativa da Populagdo
Microbiana do Solo — Embrapa Milho e Sorgo, 2012).

2.3 Leitura das placas e selecao das colonias

Apés incubagio, as colonias de cada amostra foram contadas e
agrupadas de acordo com a morfologia, e das col6nias morfologicamente
semelhantes, apenas uma foi transferida para Agar Batata Dextrose e
incubada a 46-48°C pelo tempo necessirio para crescimento.

As colénias nao selecionadas de bactérias, fungos e actinomi-
cetos foram transferidas para Agar Nutriente, e ap6s crescidas a 50°C,
conservadas em 6leo mineral (DELLARETTT, 2014).

2.4 Teste de crescimento em temperaturas superiores a 50°C

As colénias isoladas de bactérias, fungos e actinomicetos foram
suspensas em solugio salina a 0,85%, utilizando-se, para as bactérias,
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como comparagio a turvagio do tubo 0,5 da escala de MacFarland
(1,0 x 108 UFC/ml). Foi feita a contagem de bactérias em cada sus-
pensio (contagem no tempo zero de incubagio), nas diluigdes 10-3
e 10-5, em duplicata, em BDA pH 7,0. Posteriormente 0,1 ml de
cada suspensio de bactérias, fungos e actinomicetos foi inoculado em
BDA (Agar Batata Dextrose), em duas repetigées, para incubagio a
60°C e 2 100°C por 2h e 4h. A contagem de bactérias ap6s incubagio
a 60°C por 2h e 4h foi feita nas diluigdes 10-2 e 10-3, em duplicata,
e na diuigdo 10-1 em triplicata, apds incubagio a 100°C por 2h e 4h.
Para fungos e actinomicetos foi observado somente a presenga ou

auséncia de crescimento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens de bactérias, fungos e actinomicetos no composto
“Bege” foram de 6,4 x 106 UFC/g, 5,3 x 102 UFC/g e 6,0 x 106 UF-
C/g, respectivamente, ¢ a temperatura média no momento da coleta
foi de 51,7°C. No composto “Fito Alimentos”, que apresentou uma
temperatura média de 25,7 °C, ndo houve crescimento de fungos e
actinomicetos e a contagem de bactérias foi de 4,7 x 104 UFC/g. No
composto “Vista Alegre” a temperatura média foi de 60,8°C, apre-
sentando 7,7 x 105 UFC/g de bactérias, 9,0 x 104 UFC/g de fungos
e 5,9 x 105 UFC/g de actinomicetos. O composto “Bege” foi o que
apresentou o maior nimero de bactérias e actinomicetos, e o “Vista
Alegre” maior contagem de fungos. O composto “Fito Alimentos”
apresentou a menor contagem de bactérias e ndo houve crescimento
de fungos e actinomicetos. Isso pode ser explicado pelo fato do com-
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posto Bege possuir menor tempo de decomposi¢io e maior atividade
biolégica dos microrganismos e por ser um composto enriquecido
com inoculantes microbianos.

Realizou-se o isolamento de cerca de 105 morfotipos bacterianos e
9 fungicos com base nas caracteristicas macromorfolégicas detectadas.
Ocorreu diferenga quanto ao nimero de isolados e morfotipos prove-
nientes de cada local (Figuras 1, 2), sendo alguns exclusivos do tipo de
composto. De acordo com a coloragio bioquimica de gram realizada,
todas as bactérias testadas sdo bastonetes gram positivos. Os testes de
crescimento a 60°C e a 100°C ainda estdo sendo realizados, bem como os
de produgio das enzimas amilase, celulase e fitase.

Com os resultados obtidos, poderio ser realizados testes futu-
ros com os produtos de fertilizantes organominerais enriquecidos com
microrganismos termdfilos, avaliando-se a sobrevivéncia destes micror-
ganismos nos granulos. Espera-se também poder contribuir para futuros
testes com tais enzimas na aceleragio dos processos de compostagem e
na resisténcia das enzimas ao processo de granulagio, bem como com

outras aplicagdes biotecnoldgicas industriais.

Figura 1. Bactérias isoladas dos compostos Fito Alimentos (F), Vista Alegre (VA) e
Bege (B).
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Figura 2. Fungos (F) e Actlmomlcetosz(Act) isolados do composto “Bege”.
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