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RESUMO

A compostagem tem como finalidade a degradacé@o de residuos organicos derivados de
lixo, que tem como produto final o composto organico, que utilizado corretamente no
solo traz varios beneficios, como aprimoramento de suas caracteristicas fisico-quimicas
e biologicas. A producdo é muito vidvel, alem de reduzir os impactos ambientais que
esses residuos provocariam no meio ambiente. Durante o processo de compostagem
ocorre 0 crescimento e desenvolvimento de uma diversidade de micro-organismos, 0s
quais ainda sdo pouco estudados e explorados. Estes micro-organismos sdo
determinados em grande parte por sua capacidade de secrecdo de enzimas
extracelulares, dentre elas as pectinases e celulases. Este trabalho teve como objetivo a
bioprospeccdo de micro-organismos com potencial biotecnolégico para a producdo de
pectinases e celulases, a partir do processo de compostagem de residuos organicos
provenientes de lixo doméstico. Foram coletadas duas amostras compostas durante o
processo de compostagem de residuos organicos em um restaurante na cidade de
Dourados-MS. As amostras foram submetidas a dilui¢cbes seriadas e plaqueadas em
meio YEPG, sendo incubadas a 37°C por 24 e 48h. Apo0s purificacdo dos isolados
obtidos, os mesmos foram classificados em Gram-positivos e Gram-negativos através

da técnica de coloracdo de Gram. Todos os isolados foram testados qualitativamente



quanto a producdo de pectinases e celulases. Foram obtidos 37 isolados bacterianos e
apenas um isolado leveduriforme. Dentre os isolados bacterianos, 22 foram
classificados como Gram-negativos e 15 como Gram-postivos, incluindo diferentes
formas celulares, sendo que 11 isolados apresentaram formas de bacilos Gram-positivos
e 4 de cocos Gram-positivos, enquanto 2 apresentaram formas de bacilos Gram-
negativos e 20 de cocos Gram-negativos. Todos os trinta e oito isolados apresentaram
resultados positivos nos testes qualitativos para a producdo de pectinases, representando
portanto, potenciais secretores dessas enzimas de grande interesse biotecnoldgico.
Entretanto, nos testes qualitativos para a producdo de celulases todos os isolados
apresentaram resultados negativos.
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INTRODUCAO

A compostagem é um processo natural de decomposicdo bioldgica de residuos
organicos, que promove a desinfeccdo do residuo pelo efeito da elevacdo de
temperatura, originando um composto estabilizado como produto final. Os componentes
organicos biodegradaveis passam por etapas sucessivas de transformacédo sob a acdo de
diversos grupos de micro-organismos. (Fernandes et. Al). Os residuos organicos séo
comumente depositados em aterros, formando lixiviados e biogas, ou seja, sendo
responsaveis por poluicdo e mau cheiro, além da propagacdo de vetores de doencas
como ratos e insetos. A compostagem, portanto, representa uma forma de eliminar
metade do problema dos Residuos Solidos Urbanos, dando um destino Util aos residuos
organicos, evitando a sua acumulacdo em aterros, melhorando a estrutura e devolvendo
0s nutrientes do solo, aumentando a sua capacidade de retencdo de agua, permitindo o
controlo da erosdo e evitando o uso de fertilizantes sintéticos. (Fialho, 2003).

Durante o processo de compostagem, hd o crescimento e desenvolvimento
microbiano, uma vez que o composto oferece condi¢cbes ambientais e nutrientes para o
desenvolvimento de micro-organismos. Os principais grupos de micro-organismos
envolvidos sdo bactérias, actinomicetos e fungos.

A populacdo total de micro-organismos nao varia significativamente durante a

compostagem, e sua contagem se deve principalmente a sucessdo das espécies em cada



fase do processo que é dependente do substrato e das condi¢Ges ambientais (Tuomela et.
Al, 2000).

Os micro-organismos transformam a matéria organica em CO», biomassa, calor
e produto final semelhante a hiimus. Os principais componentes da matéria organica sao
carboidratos, proteinas, lipideos e lignina. A capacidade da microbiota para assimilar
matéria organica depende da sua habilidade para produzir as enzimas necessarias para a
degradacéo do substrato (Tuomela et. Al, 2000).

A microbiota durante o processo de compostagem de lixo organico doméstico
ainda é pouco estudada. Portanto, é de grande importancia a identificacdo da
biodiversidade dos micro-organismos que participam desse processo, além da
bioprospeccdo de isolados com potencial biotecnolégico ainda ndo explorados, como a
secrecdo de enzimas industriais.

Este trabalho teve como objetivo o isolamento e a purificacdo de isolados
microbianos com potencial biotecnoldgico para a producéo de pectinases e celulases, a
partir do processo de compostagem de residuos organicos provenientes de lixo organico

domeéstico.

MATERIAL E METODOS

Uma leira de compostagem utilizando lixo orgéanico proveniente de um
restaurante de Dourados-MS foi montada na area experimental da Universidade Federal
da Grande Dourados. Vinte gramas de material compostado foram coletados
aleatoriamente nos dias iniciais e finais do processo de compostagem de lixo organico
doméstico. As amostras foram colocadas assepticamente em sacos plasticos contendo
180 ml de agua peptonada estéril (1% de peptona), os quais foram agitados por 5
minutos a velocidade média em Stomacher®. A partir do extrato obtido realizaram-se
diluicBes decimais de 10™ a 10,

Para avaliar o crescimento dos micro-organismos o meio utilizado foi meio
YEPG (glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, agar 1,5%, m/v), realizou-se
entdo o plaqueamento por espalhamento em superficie, com auxilio de alca de
Drigalski. As placas foram incubadas a 37°C e avaliadas apds 24 e 48 horas.

A partir da contagem total foi selecionada, para analise da morfologia de

colénia, uma placa de cada meio e diluicdo cuja contagem estivesse entre 30 e 300



colénias. O nimero de isolados selecionados para identificacdo foi determinado pela
raiz quadrada do numero total de isolados contados, conforme mencionado em
Bacteriological Manual for Foods (Food Drugs Administration - FDA, 1972). A anélise
de morfologia de colbnia incluiu a observacdo dos seguintes atributos: tamanho da
colénia (analise comparativa com outras col6nias presentes naquele meio), forma,
elevacdo, cor, textura e bordo. Foi realizada a purificagdo dos isolados (meio YEPG -
pH 3,5), repicando-as e observando-as no microscépio com laminas a fresco para
obtencéo de colonias puras.

Os isolados foram submetidos a testes de coloracdo diferencial de Gram a fim de
separa-los nos dois grupos (Gram positivos e Gram negativos) e analisados em
microscépio 6tico quanto a forma e ao arranjo das células. A preservacao dos isolados
foi feita em criotubos contendo YEPG liquido acrescido de glicerol, para uma
concentracdo final de 20%. Os isolados purificados foram submetidos a testes
bioguimicos para identificacdo de seus potenciais para producdo de enzimas de interesse
biotecnologico, tais como pectinases e celulases.

A producéo de pectinase foi testada qualitativamente em meio contendo 1% de
pectina citrica como fonte de carbono, em metodologia desenvolvida por Hankin,
Zucker e Sands, 1971. O meio de cultivo tinha em sua composicao agar, pectina citrica,
extrato de levedura e solucéo de sais. A solugéo de sais continha 2g de (NH4)SO4, 49 de
KH,PQO,, 6g de Na;HPO,, 0,2g de FeSO,4.7H,0, 1mg de CaCl,, 10ug de H3BOs, 10ug
de MnSQ,, 70ug de ZnSOy4, 50ug de CuSO,4 e 10ug de MoOs. Os isolados foram
inoculados e incubados a 37°C por 72 horas. O resultado positivo para producdo de
pectinases foi indicado pelo crescimento dos micro-organismos no meio de cultivo.

O mesmo teste foi realizado para producéo de celulases, em meio de cultivo com
agar-carboximetilcelulose (CMC) e Tampdo Acetato de sédio 0,1M pH 0,5, em
metodologia desenvolvida por Dingle, Teid e Solomons, 1953. A carboximetilcelulose
foi dissolvida em 200 mL de solucdo Tampdo, em agitador magnético. Apos a
dissolucéo, adicionou-se o restante da solucdo Tampao. Os isolados foram inoculados e

incubados a 37°C por 72 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s serem isolados e purificados, 97% dos isolados apresentaram

caracteristicas bacterianas, e foram classificados em Gram positivos e negativos através



da técnica de coloracdo de Gram, sendo posteriormente preservados em meio YEPG
liquido acrescido de glicerol 20%.

Foram obtidos 38 micro-organismos, sendo 16 isolados referentes ao primeiro
plaqueamento (dias iniciais do processo de compostagem) e 22 ao segundo
plaqueamento (dias finais do processo de compostagem). Dentre os isolados, apenas um
foi leveduriforme (no primeiro plagueamento), sendo os demais isolados bacterianos.

Os isolados bacterianos foram classificados pelo teste de coloragdo de Gram,
sendo 15 deles classificados como Gram positivos e 22 como Gram negativos, incluindo
diferentes formas celulares. No grupo das bactérias Gram positivas, quatro isolados
apresentaram formas celulares de cocos e onze de bacilos, enquanto no grupo das
bactérias Gram negativas vinte apresentaram formas celulares de cocos e dois de
bacilos.

Todos os isolados bacterianos apresentaram resultados positivos aos testes
qualitativos para a producdo de pectinases, representando potenciais secretores dessas
enzimas de grande interesse biotecnologico. Entretanto, nenhum dos isolados teve
resultado positivo para producéo de celulases.

Todos os isolados serdo identificados por sequenciamento de regides
intergéncias do rDNA. Testes quantitativos para identificar a atividade pectinolitica
desses isolados serdo realizados como o intuito de -caracterizar a aplicacdo
biotecnologica das enzimas secretadas. Os resultados obtidos serdo apresentados em
forma de poster no 16° Simposio e Exposicdo Internacional de Biotecnologia, em
Setembro de 2014,

CONCLUSAO

A partir da pesquisa realizada, notou-se a importancia do estudo da diversidade
de micro-organismos que se desenvolvem durante o processo de compostagem, que
podem apresentar aplicacGes importantes, principalmente na area biotecnoldgica, como
por exemplo, na producdo de enzimas industriais. Estudos futuros devem ser realizados
para a selecdo de indculo microbiano para ser utilizado como cultura iniciadora no
processo de compostagem de lixo organico doméstico, o que possibilitara a

padronizacdo e a maior aplicabilidade dessa técnica.
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