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Figura 26. Cinética do conteudo de proteinas totais em cultivos de Nocardia
sp, isolado do percolado do bagago proveniente do processamento de cana
na S. A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2005/06), contendo bagaco
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Figura 27. Atividade celulolitica (eq. mg de glicose - mL") em cultivos de
Nocardia sp, isolado do percolado do bagago proveniente do
processamento de cana na S. A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra
2005/06), contendo carboximetilcelulose (30 + 1°C, escuro, aerado e nao
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Figura 28. Atividade celulolitica (eq. mg de glicose - mL™") em cultivos de
Nocardia sp, isolado do percolado do bagago proveniente do
processamento de cana na S. A. Usina Coruripe Aguicar e Alcool (safra
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galico) em cultivos aerados e nao aerados (30 £ 1°C, escuro) de Nocardia
sp, isolado do percolado do bagago proveniente do processamento de cana
na S. A. Usina Coruripe Agucar e Alcool (safra 2005/06), contendo bagago

(o LY o7= | [ VTP

95

97

97

98

98

99



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacéo de Residuos SOlidos Agricolas...........cccovcvveeeiiiinneennnee. Xiii

Figura 30. Aspecto da implantagdo do sistema de compostagem do bagago
de cana (BC) + torta de filtro (TF) em casa de vegetagdo, no inicio do
periodo de compostagem (“a” e “b”) e apos 48 dias de compostagem (“c” e
“d”) sob agao do consércio CM1. a) e c) BC recente (safra 2006/07) + TF; b)

e d) BC estocado (safra 2005/06) + TF............oiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee, 101

Figura 31. Aspecto da implantagcédo do sistema de compostagem do bagago
de cana (BC) + torta de filtro (TF) em casa de vegetagdo, no inicio do
periodo de compostagem (“a” e “b”) e apds 48 dias de compostagem (“c” e
“d”) sob agao do consércio CM2. a) e c) BC recente (safra 2006/07) + TF; b)

e d) BC estocado (safra 2005/06) + TF..........ovvrmiiiiiieee e 102

Figura 32. Logaritmo do nimero de células - g' dos diferentes

microrganismos do consorcio CM1 em material em compostagem (bagago
de cana recente + torta de filtro; bagagco de cana estocado + torta de filtro)

durante 48 dias de compostagem em condigdes de casa de vegetacgao......... 105

Figura 33. Logaritmo do numero de UFC. g' dos diferentes
microrganismos do consorcio CM1 crescidas em meio sélido (AN) , 24 h
apos as coletas em material em compostagem (bagaco de cana recente +
torta de filtro; bagago de cana estocado + torta de filtro), durante 48 dias

sob condigcdes de casa de vegetagao........cooovvveeiiiiiiiiiiiiii e 105

Figura 34. Logaritmo do nimero de células - g' dos diferentes

microrganismos do consorcio CM2 em material em compostagem (bagago
de cana recente + torta de filtro; bagago de cana estocado + torta de filtro)

durante 48 dias de compostagem em condigdes de casa de vegetacgao......... 106

Figura 35. Logaritmo do numero de UFC. g dos diferentes
microrganismos do consércio CM2 crescidas em meio solido (AN e
Sabouraud), 24 h apds as coletas em material em compostagem (bagaco de
cana recente + torta de filtro; bagago de cana estocado + torta de filtro),
durante 48 dias sob condi¢des de casa de vegetagao...........ccceevvevviieeieeeennnnn. 106
Figura 36. Variacao da temperatura em material em compostagem (bagaco
de cana + torta de filtro), inoculado como o consorcio microbiano CM1, ao

longo de 48 dias sob condi¢des de casa de vegetagao..........ccccceceeeeeieeeeneennn. 107

Figura 37. Variagdo da temperatura em material em compostagem (bagago 107



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacdo de Residuos Solidos Agricolas...........cccccceeriiiiiiiinennnnn \%

de cana + torta de filtro), inoculado como o consércio microbiano CM2, ao

longo de 48 dias sob condi¢gdes de casa de vegetagao...........cccccceeeeeveerinnnnnnn.

Figura 38. Variagcdo do potencial hidrogeniénico (pH) em material em
compostagem (bagaco de cana + torta de filtro), inoculado como o consorcio
microbiano CM1, ao longo de 48 dias sob condigdes de casa de

(=10 =] €= L= Lo TR PSPPI

Figura 39. Variacdo do potencial hidrogeniénico (pH) em material em
compostagem (bagaco de cana + torta de filtro), inoculado como o consorcio
microbiano CM2, ao longo de 48 dias sob condigbes de casa de

VEGETAGAOD. ... e

Figura 40. Variagao da condutividade elétrica no material em compostagem
(bagaco de cana + torta de filtro), inoculado como o consoércio microbiano

CM1, ao longo de 48 dias sob condi¢cbes de casa de vegetagao.....................

Figura 41. Variacdo da condutividade elétrica no material em compostagem
(bagagco de cana + torta de filtro), inoculado como o consoércio microbiano

CM2, ao longo de 48 dias sob condigbes de casa de vegetagao.....................

Figura 42. Percentual de umidade no material em compostagem (bagaco de
cana + torta de filtro), inoculado como o consoércio microbiano CM1, ao

longo de 48 dias sob condigbes de casa de vegetagao............cceevvveeeeveennnnnn.

Figura 43. Percentual de umidade no material em compostagem (bagaco de
cana + torta de filtro), inoculado como o consércio microbiano CM2, ao

longo de 48 dias sob condi¢gbes de casa de vegetagao............cccceeeeeeveeennnnnnnn.

Figura 44. Percentual de matéria organica no material em compostagem
(bagago de cana + torta de filtro), inoculado como o consércio microbiano

CM1, ao longo de 48 dias sob condi¢cbes de casa de vegetagao.....................

Figura 45. Evolugdo da matéria organica do material em compostagem
(bagaco de cana + torta de filtro), sob agdo do consoércio microbiano 2
(CM2), durante 48 dias em condi¢des de casa de vegetacao...........cccceeennnn...
Figura 46. Contetido de nitrato (mg . mg™ de substrato) presente no material
em compostagem (bagago de cana + torta de filtro), inoculado pelo

consorcio microbiano CM1, ao longo de 48 dias em condi¢gdes de casa de

108

108

109

109

111

111

112

112

114



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacédo de Residuos SOlidos Agricolas.........cccccccvvvvvvievvieeeeennnnen. XV

VEGETAGAOD. ... e

Figura 47. Contetido de nitrato (mg . mg™ de substrato) presente no material
em compostagem (bagago de cana + torta de filtro), inoculado pelo
consorcio microbiano CM2, ao longo de 48 dias em condi¢cdes de casa de

V=0 1] = o= (o TP PPUPPPPPPPPPPRPPPPIN 114

Figura 48. Contetido de fosfato (mg . g de substrato) presente no material
em compostagem (bagago de cana + torta de filtro), inoculado pelo
consorcio microbiano CM1, ao longo de 48 dias em condi¢gdes de casa de

VEGETAGAOD. ...t e e 116

Figura 49. Contetdo de fosfato (mg . g™’ de substrato) presente no material
em compostagem (bagago de cana + torta de filtro), inoculado pelo
consorcio microbiano CM2, ao longo de 48 dias em condi¢cdes de casa de

(V=6 1] =02 (o TSP PPPPPTTPPPPPRRRN 116

Figura 50. a) Camara de incubacao do sistema de identificacdo APl 20E
com agua destilada estéril, b) Galerias APl 20E contendo meios/substratos
desidratados. c¢) Sistema de identificacdo inoculado com suspenséao
bacteriana, sendo algumas cupulas preenchidas com 6leo mineral (ADH,

LDC, ODC, HoS , URE).... i 159

Figura 51. Sistemas APl 20E inoculados com diferentes microrganismos,

mantidos por 24 h em estufa incubadora, a35+2°C...........ciiiiiiiiiiinnnn.n. 160



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacdo de Residuos Solidos Agricolas...........cccccceeriiiiiiiinennnnn XVi

LISTA DE TABELAS
Pagina
Tabela 1. Classificacdo dos métodos de compostagem..........cccceeeeeeeiiiinnnns 34
Tabela 2. Parametros avaliados ao longo de 48 dias de compostagem de
bagaco de cana (Recente safra 2006/07 e Estoque safra 2005/06) + torta
de filtro, inoculado pelo consércio microbiano 1 (CM1) em condigbes de
(072 K= W [ LYo = = L= Lo TP 103

Tabela 3. Parametros avaliados ao longo de 48 dias de compostagem de
bagaco de cana (Recente safra 2006/07 e Estoque safra 2005/06) + torta
de filtro, inoculado pelo consércio microbiano 2 (CM2) em condigbes de
(072 K7z W [ LYo = = L= Lo TP 104



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacédo de Residuos Solidos Agricolas...........cccccvveeveeenene.

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Indicadores de desempenho industrial brasileiro no
processamento da cana-de-agucar entre 1971-2007...........ccoviieieeiiiininnnnnn.
Quadro 2. Aspectos morfoldgicos e bioquimicos de cinco microrganismos
isolados de amostras de efluentes das lagoas facultativas G e CL da
E.T.E. da matriz da S. A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra 2005/06)...
Quadro 3. Aspectos morfolégicos e bioquimicos de cinco microrganismos
isolados de amostras de efluentes das lagoas facultativas G e CL da
estacdo E.T.E. da matriz da S. A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (safra
2005/06)....ceeeeeeeiieiee et e e e e e e e e e e e e n— et e ae e e e annnnareaaeaans
Quadro 4. Aspectos morfolégicos e bioquimicos de cinco microrganismos
isolados em amostras de bagago de cana-de-agucar do processo
industrial da matriz da S.A. Usina Coruripe Acutcar e Alcool (depdsito
acumulado da safra 2004/2005 e da 1? semana de moagem 2005/2006)....
Quadro 5. Aspectos morfolégicos e bioquimicos de cinco microrganismos
isolados em amostras de bagago de cana-de-agucar do processo
industrial da matriz da S.A. Usina Coruripe Agulcar e Alcool (depdsito
acumulado da safra 2004/2005 e da 1 semana de moagem 2005/2006)....
Quadro 6. Aspectos morfolégicos e bioquimicos de cinco microrganismos
isolados em amostras de liquido percolado de bagaco de cana-de-agucar
do processo industrial da matriz da S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool
(deposito acumulado da safra 2004/2005)..........ccooeiiiiiiiiiiiiieee e
Quadro 7. Aspectos morfoldgicos e bioquimicos de seis microrganismos
isolados em amostras de bagago de cana-de-agucar do processo
industrial da matriz da S.A. Usina Coruripe Agutcar e Alcool (depdsito
acumulado da safra 2004/2005)........ccuuuiiiiiiiiiiiii e
Quadro 8. Reagbes bioquimicas do sistema APl 20E (Biomerieux) e
testes complementares, para os isolados G1, G8, G11, CL1, PB3, PB7 e
PB8, das lagoas facultativas G-CL e do percolado do bagago de cana-de-
acgucar, oriundos do processamento industrial da matriz da S.A. Usina
Coruripe Agucar e Alcool (safra 2005/06), e incubados por 24 h a 35 +

R O <Y=L o U [ (o TR

Pagina

11

64

65

68

69

72

73

74



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacédo de Residuos Sélidos Agricolas...........c.cccceeeeeiviinnnnnnn. XViii

Quadro 9. Microrganismos isolados em residuos soélidos (bagago) e
liquidos (percolado do bagaco e efluentes da E.T.E.) oriundos do
processamento da cana de acgucar da matriz da S.A Usina Coruripe
Actcar e Alcool (saffa 2005/06)...........ccveveweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen e enen, 77



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacédo de Residuos Sélidos Agricolas.........ccccccccvvvvveennnn..

LISTA DE ABREVIATURAS, FORMULAS E SiMBOLOS

ABC Agar - bagaco de cana

ACC Agar - caldo de cana

AEL Agar - extrato de levedura

AEM Agar - extrato de malte

AN Agar nutriente

ANP Agéncia Nacional do Petroleo

AS Agar sabouraud

ASB Albumina de soro bovino

BAAR Bastonetes alcool-acido resistentes

BDA Batata — dextrose - agar

BC Bagaco de cana

C Carbono

°C Graus Celsius

CN Caldo nutriente

C/N Relagao carbono/ nitrogénio

CBH Celobiohidrolases

CH, Metano

CL Lagoa facultativa Capitacéao lateral

CMC Carboximetilcelulose

CMCase Carboximetilcelulase

CO, Gas carbbnico

CONAB Companhia Nacional de Abastecimento

C-S Centro-sul

Cu Cobre

DBO Demanda bioquimica de oxigénio

DIEESE Departamento Intersindical de Estatistica e Estudos
Econdémicos

DNSA 3,5-acido dinitrosalicilico

DQO Demanda quimica de oxigénio

....... XiX

Sécio-



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacédo de Residuos SOlidos Agricolas.........cccccccvvvvvvievvieeeeennnnen. XX

EC Enzyme Commission

EMB Meio eosina azul de metileno

EG Endoglucanases

E.T.E. Estacdo de Tratamento de Efluentes

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations

Fe Ferro

g Grama

G Lagoa facultativa G

H,O Agua

H202 Peréxido de Hidrogénio

H.S Sulfeto de hidrogénio

ha Hectare

IAA Instituto do Acucar e do Alcool

QB Instituto de Quimica e Biotecnologia

K Potassio

Kcal Quilo caloria

KDa Quilo Dalton

Kg Quilo

LBPVMA Laboratério de Bioquimica do Parasitismo Vegetal e Microbiologia
Ambiental

LiP Lignina peroxidase

ML Microlitro

MAFF Ministry of Agriculture, Food and Fisheries

MAPA Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

mL Mililitro

Mn Manganés

MnP Manganés peroxidase

N Nitrogénio

NaCl Cloreto de sédio

nm Nandmetro



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacdo de Residuos Solidos Agricolas...........cccccceeriiiiiiiinennnnn XXI

N-NE
NO;

NOs
NPK

02

OF

P

PB

pH
Planalsucar
PRHP
Proalcool
PRP
RIDESA

Rpm
SH
SIM
TF

ton
TSI
UFAL
UFC
UNICA
USDA
VM
Zn

Norte-nordeste

Nitrato

Nitrito

Relagao entre sédio, fosfato e potassio
Oxigénio molecular
Oxidagao-fermentacao

Fosforo

Percolado do bagaco

Potencial hidrogenidnico

Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-Agucar
Glicoproteinas ricas em hidroxiprolina
Programa Nacional do Alcool
Glicoproteinas ricas em prolina

Rede

Sucroalcooleiro

Interuniversitaria para  Desenvolvimento  do

Rotag¢des por minuto

Substancias humicas
Sulfito—Indol-Motilidade

Torta de Filtro

Tonelada

Triple sugar iron (Trés Agucares e Ferro)
Universidade Federal de Alagoas
Unidade formadora de colbnia

Unido da Agroindustria Canavieira do Estado de Sao Paulo
United States Department of Agriculture
Caldo Vermelho de Metila

Zinco

Setor



SILVA, K.F.S., 2008. Degradacéo de Residuos SOlidos Agricolas...........cccoevveeeeiiiieenenne. XXii

RESUMO

Degradacao de Residuos Soélidos Agricolas por Microrganismos Isolados de
Bagacgo de Cana e seu Percolado, e de Efluentes de Agroindustria.

O Brasil ocupa um lugar de destaque tanto no setor produtivo quanto no aproveitamento
agricola dos residuos da cana-de-agucar. Este aproveitamento constitui-se numa pratica
bastante generalizada, tanto para os efluentes, principalmente a vinhaga, como também
para os descartes solidos, como a torta de filtro e o bagago de cana. Deste modo, no
inicio da safra 2005/06, foram coletadas amostras de aguas residuarias da E.T.E.
(estacdo de tratamento de efluentes), bagago de cana e percolado desse bagacgo
(acumulado desde a safra 2004/05) oriundos do processamento industrial da cana-de-
acucar na S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool, visando o isolamento de microrganismos
produtores de enzimas extracelulares capazes de degradar celulose, hemicelulose,
lignina e fendis. Foram inicialmente isolados 42 microrganismos, dos quais 31 foram
triados para a verificacdo da producido dessas e outras enzimas, bem como para sua
identificagdo morfo-bioquimica. Destes, 29 microrganismos foram identificados, havendo
a predominancia dos géneros Flavobacterium, Chromobaterium e Achromobacter. Os
demais isolados bacterianos pertencem aos géneros Corynebacterium, Aeromonas,
Bacillus, Clostridium, Citrobacter, Nocardia, Kurthia, Mycobacterium, Serratia,
Pseudomonas, e Actinomyces. Entre os isolados fungicos, os géneros detectados
foram: Penicillium, Rhodotorula, Gonatobotrys e Gliocladium. O actinomiceto Nocardia
(PB4), oriundo do percolado do bagaco, apresentou um amplo espectro de atividades
enzimaticas, sendo selecionado para avaliagdo de sua atividade celulolitica em meios
liguidos contendo carboximetilcelulose e bagaco de cana como fonte de carbono.
Avaliou-se a producao de celulase a partir destes substratos, bem como a liberacédo de
glicidios redutores, proteinas totais e fendis totais. Além deste isolado, outros 5
microrganismos foram escolhidos, devido ao seu potencial em degradar celulose, xilana,
lignina e fendis em meio sdlido, para execugdo de um processo de compostagem de
bagaco de cana (oriundo da moagem das safras 2005/06 e 2006/07) e torta de filtro
(safra 2006/07), em escala de casa de vegetacdo, durante 48 dias. Estes foram
distribuidos em 2 consércios (CM1 e CM2) compostos por 3 microrganismos cada.
Fatores como temperatura, umidade, teor de matéria orgéanica, nitrato, nitrito, carbono
organico e fosfato foram avaliados a fim de acompanhar o processo de compostagem
desses substratos sem adicdo de outros macro ou micronutrientes. A partir das analises
fisico-quimicas, verificou-se que ndo ocorreram grandes variagdes no desempenho de
ambos 0s consorcios, e que ambos conduziram a uma redugdo da concentragdo de
matéria organica e disponibilizacdo de nitrato e fosfato. Constatou-se que nas condigdes
e periodo do estudo (48 dias, bandejas largas com uma superficie de exposi¢cao do
volume de substrato utilizado suscetivel a trocas de temperatura com o ambiente, e n&o
adicao de outras fontes de nitrogénio e fosforo), o material ndo atingiu a estabilizagao.
Contudo, os microrganismos aqui apresentados, apresentam amplo potencial para
exploragédo em processos de compostagem de residuos agroindustriais soélidos/liquidos,
desde que se corrijam as relagbes C:N, e biorremediativos, devido ao seu amplo
espectro de atividades enzimaticas. Sugere-se uma combinag¢do dos residuos sélidos
com um percentual de vinhacga, visto esta ser rica nos nutrientes que influenciaram a
agao dos microrganismos estudados.

Palavras-chave: Bagacgo de cana, Compostagem, Microrganismos, Celulose, Lignina,
Enzimas, Diversidade microbiana.
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ABSTRACT

Degradation of Agricultural Solid Wastes by Microorganisms Isolated from
Sugarcane bagasse, and its Percolated, and of Effluents from Agri-industry.

Brazil occupies a place of prominence in the productive sector, as well as in the
exploitation of agricultural waste, from sugar cane. This use is a fairly widespread
practice, both for effluents, mainly vinasse, but also for solid residues, such as filter-cake
and bagasse from sugar cane. Thus, at the start of the 2005/06 harvest, samples were
collected from residual waters of the S.T.E. (Station for the treatment of effluents),
bagasse and from the filtrate liquid (percolate) from bagasse that was accumulated since
the 2004/05 harvest, from the industrial processing of sugar cane in “S.A. Usina Coruripe
Actcar e Alcool”. The target was the isolation of microorganisms that produce
extracellular enzymes able to degrade cellulose, hemicellulose, and lignin phenols.
There were originally 42 microorganisms isolated, of which 31 were screened for the
verification of the production of these and other enzymes, as well as for their morpho-
biochemistry identification. From these, 29 were identified, with the predominance of the
genera Flavobacterium, Chromobaterium and Achromobacter. The other bacterial
isolates belong to the genus Corynebacterium, Aeromonas., Bacillus, Clostridium,
Citrobacter, Nocardia, Kurthia, Mycobacterium, Serratia, Pseudomonas, e Actinomyces.
Among the fungal isolates, the genera detected were: Penicilium, Rhodotorula,
Gonatobotrys and Gliocladium. The actynomicete Nocardia (PB4), isolated from the
percolate of bagasse, presented a broad spectrum of enzymatic activities, being selected
for evaluation of its cellulolitic activity in liquid medium containing carboxymethylcellulose
and bagasse from sugar cane as a source of carbon. The production of cellulase in these
substrates was evaluated according to the concentration of reducing sugars and of total
protein, and the content of total phenols has also been determined. In addition to this
isolated, another 5 microorganisms were chosen - because of their cellulolytic,
xylanolytic, and phenolytic activities in a solid medium, and used for implementing a
process of composting of the sugar cane bagasse (from 2005/06 and 2006/07 harvests)
with filter-cake (2006/07 crop), in scale of the greenhouse for 48 days. These were
divided into 2 consortia (CM1 and CM2), formed by 3 microorganisms each. Factors
such as temperature, moisture, organic matter content, nitrate, nitrite, phosphate and
organic carbon were evaluated in order to monitor the process of composting substrates,
without the addition of other macro and micronutrients. From the physico-chemical
analyses, it was found that there were not wide variations in the performance of both
consortia, and that both led to a reduction of the concentration of organic matter and
contents of nitrate and phosphate. Besides this, in period (48 days) and in the conditions
(trays with large diameter and small height, which favors changes of temperature of the
substrate with the environment; non addition of other sources of nitrogen and
phosphorus) of this study, the substrates do not reached stabilization. However, the
microorganisms presented here, have broad potential for exploitation in cases of
composting the solid and liquid agri-industrial residues, provided that relations C:N be
corrected, and also in bioremediation, because of its broad spectrum of enzymatic
activities. It is suggested to combine the solid waste with a percentage of vinasse,
because this is rich in nutrients that influence the action of microorganisms studied.

Keywords: Sugarcane bagasse, Composting, Microorganisms, Cellulose, Lignin,
Enzymes, Microbial diversity.



