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Abstract

The management of urban solid waste (USW) represents a major environmental problem nowadays. Composting is
one of the proposed solutions to make possible the reuse of part of the organic waste, constituting a controlled aerobic
process, developed by a diverse population of microorganisms. The temperature is an important factor that interferes
in the continuity of the microbial populations and its it may indicate the phases of degradation. The identification of
the microorganisms present in composting is an important step to identify those more efficient, allowing a better
control of the process and consequent better efficiency. Therefore, the present study aims to isolate and characterize,
from morphological and phenotypic criteria, the microorganisms present in the final product of a leaf compost. The
microorganisms were isolated from the final product of this composting process (pilot scale), carried out in a public
institution in Belo Horizonte, Brazil. Selective and nonselective culture medium were used to obtain a greater possible
variety of microorganisms. For the morphological evaluation of the plants a Gram staining technique was used. Of
the analyzed samples, 44% are Gram positive bacilli, 22% Gram negative rods, 6% Gram positive cocci, 28% Gram
negative cocci. The predominant aerobic bacteria found were those belonging to the genus bacillus spp., Indicating
the relevance of these microorganisms for the accomplishment of the composting process. New studies are needed
to effect the identification of the species present in the processes of leaf wastes composting and the characterization
of the biotechnological potential of these bacteria.
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Resumo

A gestdo dos residuos sélidos urbanos (RSU) representa um grande problema ambiental na atualidade. A
compostagem é uma das solugBes propostas para viabilizar o reuso de boa parte dos residuos orgéanicos, ela constitui-
se por um processo aerdbio controlado, desenvolvido por uma populagdo diversificada de microrganismos. A
temperatura é um importante fator que interfere na continuidade das populagées microbianas e sua
representatividade nas fases de degradacdo. A identificagdo dos microrganismos presentes na compostagem é um
passo importante para a selecdo daqueles mais eficientes, permitindo um melhor controle do processo e
consequente melhor eficiéncia. Portanto, o presente estudo tem como objetivo isolar e caracterizar, a partir de
critérios morfoldgicos e fenotipicos, os microrganismos presentes em produto final de uma compostagem de folhas.
Os microrganismos foram isolados a partir do produto final deste processo de compostagem (escala piloto), realizado
em uma instituicdo publica em Belo Horizonte/MG. Foram utilizados os meios seletivos, e n3o seletivos, para obter
maior variedade possivel de microrganismos. Para avaliagdo morfoldgica das bactérias foi utilizada a técnica de
coloracdo de Gram. Das amostras analisadas, 44% sdo bacilos Gram positivos, 22% bacilos Gram negativos, 6% cocos
Gram positivos, 28% cocos Gram negativos. As bactérias aerdbicas predominantes encontradas foram as
pertencentes ao género bacillus spp., indicando a relevancia destes microrganismos para a realizagdo do processo
de compostagem. Novos estudos s3o necessarios para efetivar a identificagcao das espécies presentes nos processos
de compostagem de residuos de origem vegetal e a caracterizagdo de potencial biotecnoldgico dessas bactérias.

Palavras chave: composto organico, decomposi¢cdo, microrganismos eficientes.

Introdugao

A gestdo dos residuos sdélidos urbanos (RSU) representa um grande problema ambiental na
atualidade (Wieser, 2016). A compostagem é uma das solu¢bes propostas para viabilizar o reuso
de boa parte dos residuos organicos (Maia, 2003). O termo compostagem diz respeito a
manipulacdo dos residuos pelo homem, através de técnicas para acelerar a decomposicdo e
produzir compostos ricos em nutrientes para o solo (De Oliveira et al., 2008).

Quando realizado adequadamente, o processo pode ser adotado como uma alternativa para
minimizar os impactos ambientais negativos dos residuos sélidos (De Figueiredo et al, 2016). O
himus obtido através do processo de compostagem proporciona beneficios para o solo, dentre
os quais se destaca a melhoria das propriedade fisico-quimicas, sendo uma opcao para reduzir o
uso de fertilizantes quimicos (Rocha et al, 2015).

Normalmente, a compostagem constitui-se por um processo aerdbio controlado, desenvolvido
por uma populacdo diversificada de microrganismos (De Oliveira et al., 2008). A temperatura
deste processo é um importante fator que interfere na continuidade das populacdes microbianas
e sua representatividade nas fases de degradacdo, sendo elas a mesofilica e a termofilica (Heck
etal, 2013).
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Na fase mesofilica a temperatura é levemente elevada devido as atividades microbianas que
geram grande quantidade de energia na degradacdo da matéria organica. Dessa energia gerada,
parte é usada pelos microrganismos para crescimento e movimento, e o restante é liberado como
calor.

Na fase termoéfila a temperatura chega a valores mais elevados, em torno de 45°C a 65°C. Os
microrganismos que ndo sdo capazes de tolerar essa temperatura sdo eliminados. Na terceira
fase do processo denominada arrefecimento, acontece a diminuicdo da atividade dos
microrganismos, seguida pela fase final de maturacdo. O composto gerado pela compostagem é
um material homogéneo e relativamente estavel (Rocha et al, 2015; Loureiro et al, 2007).

Outro fator de extrema importancia para o processo de compostagem é a relacdo
Carbono/Nitrogénio (C/N), ja que esse processo tem o objetivo de criar condi¢des para fixacdo de
nutrientes a serem usados como condicionador dos solos. Dentre os nutrientes mais necessarios
para os microrganismos que envolvem o desenvolvimento de seu metabolismo, o carbono e o
nitrogénio sdo de extrema importancia, e sua concentracdo e disponibilidade podem afetar
diretamente o desenvolvimento do processo de compostagem (De Oliveira et al., 2008).

A falta do nitrogénio ocasiona a nao reproducdo celular dos microrganismos e o carbono é
fundamental para as atividades vitais dos mesmos, ja que é a sua fonte basica de energia. O
carbono, na compostagem, pode ser obtido através de residuos palhosos, como vegetais secos.
Ja o nitrogénio pode ser obtido através das células mortas dos microrganismos. A relacdo C/N
mais favoravel durante o processo de compostagem, descrita na literatura, é aproximadamente
30/1, sendo que no produto final a relagdo ideal deve estar em torno de 12/1 (Maragno, et al.,
2007).

O tempo gasto para que o processo de compostagem chegue ao seu estagio final depende da
umidade, temperatura, quantidade de material, tipo de material, dentre outros. Portanto, em
condicdes favoraveis o processo pode ser mais eficiente, sendo que o tempo de compostagem,
incluindo todas as fases, pode variar entre 120 e 130 dias (Wangen e Freitas, 2010).

A identificacdo dos microrganismos presentes no processo de compostagem é um passo
importante para favorecer na selecdo daqueles mais eficientes, permitindo desta maneira um
melhor controle do processo e consequente melhoria da eficiéncia. Assim, é possivel pensar na
otimizacdo do processo, proporcionando producdo em maior escala e diminuindo o tempo de
compostagem até a geracao do produto final.

Portanto, o presente estudo tem como objetivos isolar e caracterizar, a partir de critérios

morfoldgicos e fenotipicos, os microrganismos presentes no produto final de uma compostagem
de residuos de origem vegetal.
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Metodologia

Coleta e preparo do processo de compostagem

A amostra utilizada na analise dos microrganismos foi proveniente de compostagem de residuos
de folhas de arvores e jardins ndo triturados, coletadas em uma instituicdo publica localizada em
Belo Horizonte, Brasil. Durante todo o processo houve o revolvimento semanal da leira, seguido
por umidificacdo. O processo durou 59 dias, sendo monitorados os parametros, temperatura,
umidade e pH ao longo de todo o tempo (Costa et al., 2018). A leira atingiu o estagio de maturacao
ao final do processo.

Andlises Microbioldgicas

Isolamento de bactérias

Para o isolamento de bactérias presentes no material de compostagem de folhas foi pesada 10 g
de amostra de hiumus previamente homogeneizada e transferida para um volume de 90 mL de
dgua destilada estéril (diluicdo 10). Em seguida foram realizadas diluicbes decimais até 10,
utilizando o mesmo diluente (Dowes & Ito, 2001).

Foram feitas 6 placas por meio de cultura e inoculadas as diluicdes seriadas até 10® da amostra
do material compostado, chegando a um total de 48 placas. Foram realizadas duplicatas e
triplicatas devido a limitacdes de disponibilidade de insumos. Os meios que houveram o
crescimento desordenado, acima de 200 col6nias, foram desconsiderados.

Bactérias aerdbicas mesofilas

Para detectar a presenca de bactérias aerébicas mesdfilas foi utilizada a técnica de semeadura
em superficie partindo de aliquotas de 0.1 mL das diluicdes decimais adequadas em Agar PCA. Os
meios agar nutriente (AN), dgar Triptona de soja (TSA) e agar simples (AS) foram utilizados para
obter a maior variedade possivel de microrganismos isolados. As culturas foram incubadas em
estufa a 37°C por 24 h. Apds este periodo foi procedida a contagem, descricdo morfoldgica e
purificagdo das coldnias presentes nos meios. Em seguida, as bactérias foram armazenadas sob
congelamento a -20°C em criotubos contendo meio de cultura adequado acrescido de 20% de
glicerol P.A. estéril utilizado como agente crioprotetor. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Bactérias entéricas

Para o isolamento de bactérias entéricas foram utilizados os meios seletivos dgar Eosina Azul de
Metileno (EMB), agar Hecktoen entérico, agar XLD e agar MacConkey, partindo de aliquotas de
0.1 mL das diluicGes decimais seguido de estrias por semeadura em superficie das placas de
cultivo. Em seguida, as culturas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 h. Apéds este periodo foi
procedida a contagem, descricdo morfoldgica e purificacdo de colbnias tipicas presentes nas
culturas. Em seguida, as bactérias foram armazenadas sob congelamento a -20°C em criotubos
contendo meio de cultura adequado acrescido de 20% de glicerol P.A. estéril utilizado como
agente crioprotetor. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Bactérias do género Pseudomonas
Para o isolamento de bactérias do género Pseudomonas foram utilizados os meios seletivos Agar
cetrimida (AC) e Agar Pseudomonas (AP) partindo de aliquotas de 0.1 mL das dilui¢des decimais
seguido de semeadura em superficie das placas. As culturas foram incubadas em estufa a 37°C
por 48 h. Apds este periodo foi procedida a contagem, descricdo e purificacdo de colOnias tipicas
presentes nos meios. Em seguida, as bactérias foram armazenadas sob congelamento a -20°C em
criotubos contendo meio de cultura adequado acrescido de 20% de glicerol P.A. estéril utilizado
como agente crioprotetor. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Identificacdo bioquimica

Caracterizacdo de bactérias pela técnica de coloracao de Gram

Para a identificacdo das bactérias isoladas da compostagem de folhas foi utilizada inicialmente a
técnica de coloragdo de Gram (Downes & Ito, 2001). As culturas foram preparadas partindo do
esfregaco de um individuo colonial (puro) em laminas para microscopia e fixado sobre chama.
Apds esta etapa as laminas foram mergulhadas em diferentes solugGes para coloracdo dos
esfregacos. As leituras das laminas contendo as culturas coradas foram analisadas em
microscopio ético e classificadas segundo o tipo de coloracdo observado como Gram positivas ou
Gram negativas. Em seguida foram realizados testes bioquimicos de atividade enzimatica da
catalase e da oxidase (Mac Faddin, 2000) partindo de culturas puras de bactérias ativadas em
caldo BHI estéril e cultivadas sob a superficie de agar BHI.

Identificacdo de enterobactérias

Para a identificacdo presuntiva das espécies de enterobactérias foi utilizado o teste de Rugai
modificado (Pessoa & Silva, 1972). Cada coldnia isolada pura foi inoculada em profundidade nos
tubos contendo o meio teste com o auxilio de uma alga de platina estéril. Em seguida, os tubos
foram incubados em estufa a 37°C por 24 a 48 h. A leitura dos ensaios foi realizada utilizando uma
tabela para interpretagao das seguintes reagdes: motilidade, atividade lisina descarboxilase,
fermentacdo de glicose e sacarose, producao de gds-glicose, acido sulfidrico, producdo de indol,
atividade urease e L-triptofano desaminase.

Identificacdo de bactérias por testes de fermentacdo de carboidratos

Para o teste de fermentacdo de carboidratos foi utilizado o dgar CTA glicose, lactose, sacarose,
maltose, arabinose e manitol. Cada individuo foi inoculado em profundidade nos meios de cultura
com auxilio de uma alca de platina em agulha estéril. Em seguida os tubos foram incubados em
estufa a 37°C por 24 h. A leitura do teste foi feita a partir da observacdo de alteracdo de cor
presente nos meios, e a presenca ou auséncia de gds em seu interior. A partir dos resultados
obtidos foram utilizadas chaves taxonémicas para a identificacdo dos isolados quanto ao género
e/ou espécie presentes em Krieg and Holt (1984).
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Resultados e discussao

Foi possivel isolar 75 col6nias de bactérias. Apenas 53 amostras apresentaram crescimento na
etapa de caracterizagdo, sendo que 23 (43%) apresentaram caracteristicas semelhantes a outras
amostras e foram desconsideradas. Segundo trabalho de Symanski (2005) apds o final da fase
termofilica, caracterizada pelas altas temperaturas, ocorre uma recolonizagdo por organismos
mesofilos na leira de compostagem, o que poderia explicar a baixa variacdo de possiveis géneros
e espécies diferentes.

As 30 amostras selecionadas neste estudo (com crescimento e sem caracteristicas semelhantes
entre si foram caracterizadas em relagdo a morfoldgica e identificagdo do meio em que foram
encontradas, conforme descrito na Tabela 1. Cerca de 80% das amostras apresentaram 2
morfologias. Em seu trabalho, Nunes (2012) descreve a interacdes entre bactérias mediadas pelo
contato, em que ha existéncia de nanotubos que ligam as células bacterianas e sdo responsaveis
pela troca de moléculas intracelulares e nutrientes entre microrganismos da mesma espécie e de
espécies diferentes. Esse contato e troca entre as células permite uma sobrevivéncia em um
ambiente hostil, e favorece o crescimento e desenvolvimento desses microrganismos
mutuamente. Podemos sugerir a presenca desta relacdo para justificar o nimero de laminas que
apresentaram 2 morfologias. Ndo foi possivel manter as duas morfologias para estudos
posteriores, o que nos leva a sugerir que ao eliminar essa interacdo entre as duas espécies, uma
nao consegue se desenvolver e crescer como a outra.

Das amostras estudadas, 50% sao bacilos Gram positivos, 23% bacilos Gram negativos, 7% cocos
Gram positivos e 20% cocos Gram negativos. As contagens dos isolados coloniais variaram de
1.6x10% a 3.3x10° unidades formadoras de colénias por grama de amostra. Em trabalho similar
Hassen et al. (2001) observaram 3 grandes grupos na compostagem de residuos organicos, sendo
cocos gram-positivos, bacilos gram-positivos e bastonetes Gram-negativos. Ainda como o
presente trabalho, Vaz-Moreira (2008) também obteve maior nimero de bactérias Gram-
positivas, o que indica que possivelmente sdo as mais resistentes as altas temperaturas do
processo de compostagem, quando comparados aos microrganismos Gram-negativos e as
principais responsaveis pelo processo de transformagdo ocorrido durante os estagios de iniciagao
e maturagao.

Apds a caracterizagado morfoldgica foram realizados testes bioquimicos a fim de identificar os
géneros presentes ou espécies presentes. Os testes realizados permitiram sugerir a presenca das
espécies Pseudomonas aeruginosa, Bacillus megaterium e o género Bacillus spp. nas amostras em
que foram realizados testes bioquimicos. Em trabalho similar, Hassen et al. (2001), Blanc et al.,
(1999) e Dees e Ghiorse (2001) observaram que o género Bacillus mostrou-se dominante durante
o ciclo de compostagem, que pode ser justificado pela capacidade de producdo de enddsporos
bacterianos, que proporcionam uma melhor resisténcia as altas temperaturas e qualquer outra
condicdo desfavordvel presente no processo de compostagem.

635



DOI: http://dx.doi.org/10.22201/iingen.0718378xe.2020.13.2.68140
Vol. 13, No.2, 630-639
6 de agosto de 2020

Tabela 1. Caracteristicas das bactérias isoladas nas amostras de compostagem de folhas.

Meio de Cadigos . Teste de Gram Contagens
. Morfologia — -
isolamento Amostra positivo negativo (UFC/g)
Agar Pseudomonas CM 14* bacilos X 4.4x10%?
) o CM 45* cocos X 4.6x10"
Agar cetrimida CM 46 bacilos X 3.5x10"
CM 15* cocos X 9.3x10%!
. CM 18* bacilos X 2.5x10*3
Agar EMB CM 19 cocos X 1.6x10**
CM 20* cocos X 4.9x10*!
CM 23* bacilos X 8.1x10%2
CM 24* bacilos X 8.1x10%2
. CM 25* bacilos X 2.5x10*3
Agar PCA CM 27* cocos X 1.5x10"
CM 55* bacilos X 3.3x10%3
CM 58* bacilos X 1.3x10*3
CM 31* bacilos X 1.5x10*3
CM 33 cocos X 7.4x10%
Agar nutriente CM 38* bacilos X 2.2x10%2
CM 39* bacilos X 9.9x10%2
CM 41* cocos X 3.3x10%2
CM 42* bacilos X 2.0x10*3
CM 61* cocos X 4.6x10*?
CM 62* bacilos X 2.6x10%?
CM 63 bacilos X 1.1x10*?
CM 64* bacilos X 1.3x10*3
CM 65* bacilos X 8.1x10%2
Agar TSA CM 66* bacilos X 4.4x10%
CM 69 bacilos X 7.4x10%
CM 70* bacilos X 1.2x10*?
CM 71 bacilos X 2.2x10%2
CM 74* bacilos X 4.4x10*!
CM 75* bacilos X 2.2x10%

Legenda: * mais de um microrganismo por Idmina.

Apesar do presente trabalho se tratar de um processo de compostagem apenas de residuo
vegetal, em processo de compostagem de residuos domésticos Symanski (2005) observou que de
todos os microrganismos isolados, 52.2% pertenciam aos géneros Enterobacter, Bacillus,
Pseudomonas, Escherichia. Dois destes géneros também foram observados no presente trabalho.
Em seu trabalho, Insam & Bertoldi (2007) fizeram um levantamento de géneros e espécies ja
encontrados em trabalhos similares a esse, e foi possivel identificar a presenca desses mesmos
géneros também em seu trabalho.

636



DOI: http://dx.doi.org/10.22201/iingen.0718378xe.2020.13.2.68140
Vol. 13, No.2, 630-639
6 de agosto de 2020

Devemos levar em consideracdo que a biodiversidade bacteriana foi observada somente em um
ponto, de uma leira que estava em fase de maturacdo, ou seja, baixa atividade microbioldgica.
Mesmo havendo o reviramento da leira durante todo o processo de compostagem, este
procedimento foi interrompido durante a maturacdo, o que reduziu a redistribuicdo dos
microrganismos. Esse fator deve ser considerado na discussao sobre os microrganismos
encontrados e descritos nesse trabalho (Blanc, 1999). Outra consideracdo esta associada ao fato
da leira ter passado pela fase termofilica, que naturalmente elimina alguns microrganismos
menos tolerantes.

A fase termofilica dura normalmente entre 60 e 90 dias, segundo Pereira Neto (1987) e De Oliveira
et al. (2008), porém no processo de compostagem que originou o produto final deste
experimento, a duracdo do periodo termofilico foi de 38 dias. Uma provavel explicacdo estd
associada a maneira em que os residuos de vegetais foram estocados antes do inicio do
experimento, em darea aberta sob intempéries, com observacdo da presenca de fungos. A
presenca de fungos pode ter favorecido a quebra de cadeias organicas complexas como a
celulose, conforme Richard et al., (2002), facilitando a decomposicdo posterior das estruturas
pelas bactérias presentes no meio, quando iniciada a compostagem. A atuagcdo complementar
entre os microrganismos pode sugerir que o melhor desempenho depende de um conjunto de
microrganismos.

Conclusdes

As bactérias aerdbicas predominantes encontradas sdo pertencentes ao género bacillus spp.,
indicando a relevancia destes microrganismos para a realizacdo do processo de compostagem.
Novos estudos serdo necessarios para efetivacdo na identificacdo das espécies presentes no
processo de compostagem de residuos de matéria organica de origem vegetal e a elucidacdo das
fungdes que estes microrganismos exercem durante o processo, ou seja, o potencial
biotecnoldgico dessas bactérias quanto a eficiéncia de degradacdo e otimizacao do processo de
compostagem.

As amostras isoladas com duas morfologias sugerem que ha no processo de compostagem a
presenga de bactérias codependentes, atuando de forma importante na eficiéncia do processo.
Mais estudos sdo necessarios para melhor entendimento dessa relacao.
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