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RESUMO

A sustentabilidade é um dos temas da atualidade da sociedade contemporanea, enfrentando
algumas dificuldades advindas do crescimento exponencial da populagdo e sua evolugéo,
criando-se a necessidade de gerenciar, tratar e dispor de forma adequada os residuos gerados.
Nesse sentido, as usinas de compostagem sdo das alternativas existentes as mais viaveis,
configurando-se como uma solucéo segura e de longo prazo, obtendo-se um produto final de
maior valor agregado. O agronegdécio de coco verde é responsavel pela geracdo de grande
guantidade de residuos lignoceluloliticos, sendo estes considerados como um dos recursos
naturais renovaveis mais abundantes deste planeta. A grande disponibilidade desses materiais,
assim como, sua composicao criou a necessidade e a oportunidade de se tornarem uma fonte de
matéria-prima para a producdo de compostos organicos e fertilizantes de forma sustentavel.
Pode-se utilizar catalisadores de forma a viabilizar tal processo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o possivel efeito da luz Laser de baixa poténcia (LBP) ou do diodo emissor de luz (LED)
na atividade metabdlica de um consorcio microbiano termo-celulolitico, visando a sua
bioestimula¢do bem como a degradacéo mais réapida, eficaz e viavel de compostos celulésicos
presentes nos residuos de coco verde. Atraves do conhecimento da cinética do consorcio
microbiano e dos estudos das cinéticas de declinio sob diferentes concentraces de fonte de
carbono, elaborou-se um protocolo especifico de emissdo de radiacdo para o0 consorcio em
estudo, em condi¢es de estresse nutricional, de forma a impulsionar um desequilibrio celular
e consequente absorcdo de fotons visiveis por biomoléculas intracelulares. Realizou-se seis
irradiagdes LBP (660 nm) ou LED (632+2 nm) com intervalos de tempo de 12 h nas amostras
em privacio de nutrientes, testando cinco densidades de energia, 5 J/cm?, 10 J/cm?, 13 J/cm?,
15 J/cm? e 20 J/cm?, para cada uma das fontes luminosas. Na avaliagdo dos resultados obtidos
foi possivel concluir através da analise de resposta microbiana que a emissdo de luz LBP ou
LED no espectro vermelho desenvolveu um processo de bioestimula¢do no consoércio termo-
celulolitico, reforcando que a fotobioestimulacéo ndo esta associada as propriedades especificas
da luz Laser. Em ambas as fontes emissoras de luz utilizadas a dose energética que propiciou
uma resposta mais eficaz & bioestimulac&o foi a de 13 J/cm?. Sendo esta, utilizada para irradiar
o consorcio, com fontes de luz diferenciadas (LBP ou LED) a ser inoculado nas leiras de
compostagem. A analise dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos ao longo do
processo de compostagem demonstrou que as leiras inoculadas com o consorcio exposto a
emissdo de luz LBP ou LED no espectro vermelho, promoveu o desenvolvimento de
temperaturas mais elevadas e um aumento da atividade microbiolégica desencadeando um
aumento da velocidade dos processos microbianos e do processamento das fibras de coco verde,
representando uma maior eficacia e aumento da viabilidade econémica do processo.

Palavras-chave: Residuos, compostagem, consorcio termo-celulolitico, Laser de Baixa
Poténcia, LED, bioestimulacao.
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ABSTRACT

Sustainability is one of the main themes in today's society, facing challenges to tackle the
population exponential growth and evolution. It implies the need to manage, treat and properly
dispose the generated waste. In this sense, composting mills are the most viable alternatives as
they offer secure, long-term solutions, resulting in a higher added value final product. The green
coconut agribusiness is responsible for generating large amounts of lignocelluloses waste,
considered one of the most abundant renewable natural resources in this planet. The wide
availability of these materials, as well as their composition have created the need and the
opportunity to turn them into a source of raw material for the production of sustainable organic
fertilizers. Catalysers may be used to facilitate this process. The objective of this study was to
evaluate the possible effect of low power light laser (LPL) or Light Emitting Diode (LED) on
the thermal-cellulosic microbial consortium metabolic activity, seeking its bio-stimulation, a
faster and effective degradation as well as viable cellulosic compounds found in the green
coconut waste. Through the microbial consortium knowledge of kinetics and studies of decline
kinetics under different carbon source concentrations, a specific protocol of radiation emission
in nutritional stress conditions has been elaborated to the consortium under study in order to
boost cell imbalance and consequent absorption of visible photons by intracellular bio-
molecules. Six LPL (660 nm) or LED (632 £+ 2 nm) irradiations were performed at time intervals
of 12 hours in samples under nutrient deprivation, testing five energy densities 5 J/cm?, 10
Jlem?, 13 J/em?, 15 J/em? to 20 J/cm? for each of the light sources. By assessing obtained results
it was possible to conclude through microbial response analysis that the emission of LPL or
LED light in the red spectrum developed a bio-stimulation process in the thermal-cellulosic
consortium, thereby reinforcing the notion that photo bio-stimulation is not associated with
specific properties of laser light. In both sources of light emissions applied, 13 J/cm? was the
energy density which provided a more effective response as it was used to irradiate the
consortium, with different light sources (LED or LPL) to be inoculated in compost piles. The
analysis of physico-chemical and microbiological parameters during the composting process
demonstrated that piles inoculated with the consortium exposed to the emission of LPL or LED
light in the red spectrum, promoted the development of higher temperatures and an increased
microbial activity. This generated a speed increase of microbial processes and the processing
of green coconut fiber, demonstrating more efficiency and a higher economic viability of the
process.

Key words: Waste, composting, thermocellulolytic consortium, low power light laser, LED,
biostimulation.
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1. INTRODUCAO

Apesar da sustentabilidade ser um dos temas mais atuais da sociedade contemporanea,
0 crescimento exponencial da populacdo humana concomitantemente com a sua evolugéo
resulta na necessidade de gerenciar, tratar e dispor de uma forma adequada, ou seja,
ambientalmente correta os residuos por ela gerados (LEVY, 2006).

No ultimo século, o desenvolvimento tecnoldgico resultou em uso excessivo de recursos
e modificou os padrdes de consumo da populagéo, causando a formagéo de grandes quantidades
de diversos tipos de residuos, tornando a sua gestdo cada vez mais complexa e problematica. A
origem dos residuos € bastante diversificada devido a ampla faixa de atividades humanas
desempenhadas hoje em dia. Com a responsabilidade de criarmos garantias de um ambiente
sustentavel para as futuras geracdes, torna-se essencial o desenvolvimento de medidas que
minimizem os impactos ambientais negativos. Esse aspecto propiciou o incentivo de diversas
pesquisas visando o desenvolvimento de novas técnicas de tratamento e processamento de
residuos, capazes de trazer beneficios ambientais, sociais e econdmicos (FORMOSINHO,
2010).

Os resultados divulgados em 2010 pela Associacao Brasileira de Empresas de Limpeza
Publica e Residuos Especiais, revelaram que o pais produziu 195 mil toneladas de residuos por
dia, sendo que a matéria organica representa mais de 50 % do peso total. A pesquisa ainda
revela que 42,4 % dos residuos ndo foram destinados adequadamente e acabaram em lix6es ou
aterros controlados.

A disposicdo ambientalmente inadequada dos residuos verdes produz gases de efeito
estufa, bem como descargas de poluentes, como, por exemplo, o chorume, que séo lixiviados
continuamente e podem contaminar os solos, as dguas subterraneas e superficiais. Na realidade,
em qualquer aterro sanitario, cerca de 45 a 58 % dos residuos organicos, numa base de massa
seca, € transformado em gas metano (CH4) (LEVY, 2006).

O Brasil é, sem divida, um dos paises que possuem a maior biomassa do mundo e a
maior extensao territorial cultivavel, potenciais estes que devem ser mais bem explorados. Por
outro lado, o0 acentuado crescimento do agronegocio brasileiro o coloca em posicao de destaque
no processo de desenvolvimento do pais (MATTOS et al., 2006). Os avancos significativos
implicaram no aumento do consumo de insumos e da geracdo de residuos nas atividades
agropecuarias.

O agronegécio do coco verde é extremamente importante devido a uma grandeza

enorme, seja na geragéo de divisas, emprego, renda ou alimentagdo. A procura por alimentos
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naturais, a aplicacéo de tecnologias de processamento, as novas alternativas de apresentagédo do
produto e a perspectiva de sua exportacdo contribuem para aumentar 0 consumo e incrementar
sua rentabilidade ao longo do tempo. Sendo que, 0 aumento de sua produgdo passou a ser uma
tendéncia natural, causando um consequente aumento na geracdo de residuos sélidos
(MATTOS et al., 2006).

Por outro lado, nas regides tropicais do Brasil, a producdo sazonal de forragem é um
fato concreto e tem causado enormes prejuizos a pecudria nacional pois a maioria dos
produtores ndo se prepara para suplementar seus rebanhos no periodo de escassez de alimentos
de boa qualidade. Frente a esse problema buscam-se solugdes que possam suprir esta deficiéncia
alimentar. Uma das alternativas é o aproveitamento de residuos e subprodutos agroindustriais
na alimentacdo animal, capaz de contribuir para atender as exigéncias nutricionais, num
contexto de viabilidade econémica e disponibilidade. Além disso, a utilizacdo de subprodutos,
na nutricdo animal, esta totalmente de acordo com o0s principios da conservacdo do meio
ambiente (VIEIRA, 2013).

Um dos principais desafios para a problematica dos residuos organicos no Brasil esta
no campo do seu gerenciamento e na introducdo de novas tecnologias de tratamento. Nesse
sentido, as usinas de compostagem sdo das alternativas existentes as mais viaveis,
configurando-se como uma solucgéo segura e de longo prazo, obtendo-se um produto final de
maior valor agregado (PARADELA, 2014).

A compostagem envolve a biodegradacdo de residuos organicos em substancias
hamicas, com reducéo real de volume, o qual é estabilizado e adequado para uso como um
promotor de melhorias do solo (BANEGAS et al., 2007). Trata-se de um processo bioldgico
aerobio, controlado e desenvolvido por uma populagdo diversificada de micro-organismos que
promovem a transformacdo da matéria organica em um produto final estavel (BARI,
KOENING, 2001; LIANG et al., 2003). O componente ativo mediando a biodegradacdo e o
processo de conversdo da matéria organica € a comunidade de micro-organismos residente no
residuo organico.

Existem varias formas de acelerar o processo de compostagem dos residuos organicos,
entre elas, a vermicompostagem e a compostagem com adi¢do de micro-organismos eficientes,
usualmente organismos especificos presentes na natureza que catalisam o processo de
decomposicdo da materia organica. Estes métodos podem reduzir o tempo de duragdo do
processo em até 50 %. A catélise através de micro-organismos se destaca pelo fato de

executarem 0 processo de compostagem e a0 mesmo tempo exercerem o papel de aumentar a
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diversidade microbiana, melhorar a qualidade de solos, saude, crescimento, rendimento e
qualidade das culturas (HIGA; WIDIDANA, 2007).

As pesquisas realizadas para o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos voltados
ao tratamento, processamento e destinacdo final de residuos sélidos organicos no Brasil, mais
especificamente de aceleradores de degradagdo, compostos por micro-organismos e/ou
enzimas, ainda ndo sdo expressivos e de grande contribuicdo para a solugéo dos problemas
enfrentados por todas as regides do pais (HIGA; WIDIDANA, 2007).

Varios trabalhos cientificos realizados por Karu, ao longo da década de 80 (KARU et al.,
1983, 1989; KARU, 1987) encetaram bases para o entendimento dos mecanismos moleculares
associados aos efeitos da luz sobre as células, mais especificamente sobre 0s processos
metabolicos que estdo envolvidos na biomodulacdo. Hoje em dia é fato de consenso que existe
um mecanismo universal da acdo da luz na cadeia respiratoria de células eucaridticas e
procariéticas com enzimas terminais da cadeia redox, atuando como fotoaceptores (KARU;
KOLYAKOQV, 2005). As respostas celulares advém de reagdes primérias, desenvolvendo uma
série de outras reacOGes secundarias em cadeia. Segundo Karu (2003), a resposta celular a
fotobioestimulacdo ndo esta associada as propriedades especificas da luz laser, como a
coeréncia, criando-se a oportunidade de trabalhar com fontes emissoras de luz ndo coerentes
como os dispositivos emissores de luz LED, sendo estes mais baratos, de facil manuseio,
operando com correntes elétricas relativamente baixas, em comparacdo com os laseres.

A influéncia do laser em baixa poténcia (LBP) sobre a bioestimulacdo de diferentes
populacdes bacterianas tem sido permanentemente discutida na literatura (DIAS et al., 2009;
ENWEMEKA et al., 2009; NUSSBAUM et al., 2002; PEREIRA et al., 2014). Varios estudos
sobre o efeito da radiacdo laser em bactérias indicam resultados bioestimulantes ou
proliferativos, postulando que tais efeitos se devem as modificacdes geradas pelo aumento do
aporte energético provido pela radiacao na cadeia respiratoria das bactérias (KIPSHIDZE et al.,
2001). Por outro lado, postula-se que o efeito bactericida da terapia fotodinamica de baixa
poténcia, na membrana bacteriana, ocorre em virtude da absorcdo de fétons por cromoforos
enddgenos, com concomitante producdo de moléculas altamente reativas e citotoxicas, que
provocam a ruptura da membrana e morte bacteriana (NUSSBAUM et al., 2002; BENVINDO
et al., 2008).

A absorcdo de fdtons visiveis por biomoléculas intracelulares especificas e a
consequente bioestimulacdo ocorre sobretudo quando a célula se encontra afetada por uma
desordem funcional, ou seja, em condic¢des de estresse (KARU, et al., 1999; LUBART, et

al.,1997). Por essa razdo, foi estimulado um estresse nutricional no consorcio em estudo, de
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forma a impulsionar um desiquilibrio celular e se torne mais facil de observar os efeitos
induzidos pela absor¢do da irradiacdo pelas moléculas fotoaceptoras, correspondendo a
mudancas quimicas ou fisicas primarias provocando por outro lado uma sequéncia de reacdes
bioquimicas secundarias nas células.

O efeito da luz laser de baixa poténcia ndo deriva do calor, as diferentes variacGes de
energia de radiacdo mostram que seu efeito esta limitado a certas regides espectrais, sendo
necessario estudos complementares para que se possa identificar e caracterizar com maior
precisdo o sentido da biomodulacéo (inibitorio ou estimulatorio).

O objetivo deste trabalho é avaliar o possivel efeito da luz LBP ou LED na atividade
metabolica de um consércio microbiano termo-celulolitico, visando acelerar a sua
multiplicacdo bem como a degradacdo mais rapida, eficaz e viavel de compostos celul6sicos
presentes nos residuos de coco verde.

A ativacdo do metabolismo celular do consoércio, através da emissdo de uma fonte
luminosa (LBP ou LED), em sinergia com o poder de catalise dos micro-organismos termo-
celuloliticos, pretende impulsionar uma nova etapa no processamento e destinacdo final
ambientalmente correta dos residuos organicos celuldsicos, criando uma nova ferramenta para
o0 desenvolvimento da alimentagdo animal e contribuindo para a degradacgéo dos arranjos mais

complexos dos materiais lignocelulésicos.
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2. OBJETIVO GERAL

- Verificar o potencial de ativacéo da radiacdo LBP ou LED no metabolismo celular do

consarcio termo-celulolitico para aplicagdo na compostagem das fibras de coco verde.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar e quantificar o consorcio de micro-organismos termo-celuloliticos

coletados em leira de compostagem;

- Determinar a cinética de crescimento do consércio em meio mineral Czapek;

- Estudar o comportamento do consércio microbiolégico com diferentes concentracdes

de fonte de carbono (carboximetilcelulose);

- Estudar a influéncia de uma unica aplicacdo de LBP ou LED na regido do vermelho,

no consorcio através da analise das cinéticas de crescimento;

- Verificar se a resposta celular a fotobioestimulagéo ndo estar associada as propriedades

especificas da luz Laser, como a coeréncia.

- Verificar o potencial efeito da aplicacéo de radiacdo LBP ou LED no metabolismo dos

micro-organismos sob estresse nutricional.

- Avaliar a capacidade do consorcio ativado por LBP ou LED, de catalisar o bioprocesso

de compostagem das fibras do coco verde.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1RESIDUO DO COCO VERDE

A grande demanda de alimentos e produtos, gerados pelo crescimento populacional e
econdmico, exercem sobre os sistemas produtivos a necessidade do aumento de producéo a fim
de suprir o crescente consumo, por outro lado, 0 aumento da geracdo dos residuos domesticos
tem vindo a requerer uma reflexdo sobre a eficacia do seu processamento sustentavel versus
viabilidade econdbmica (VALENTE et al., 2009).

O Brasil possui cerca de 280 mil hectares cultivados de coqueiro, 0s quais estdo
distribuidos, praticamente, em quase todo o territério nacional, mas com uma maior
concentracdo no Nordeste e parte da regido Norte. Favorecidas pelas condi¢Ges de clima
tropical, ambas as regifes detém aproximadamente 75 % da producgdo de coco brasileiro.
Atualmente, o Brasil € um dos maiores produtores mundiais, ocupando o quarto lugar, com uma
producdo de cerca de trés milhdes de toneladas ano (GONCALVES et al., 2014). A tendéncia
é sem duvida, o aumento da producéo e de sua produtividade, visto o incremento tecnoldgico
na cultura e, principalmente, o avanco da fronteira agricola com cultivo de coqueiros do tipo
ando e hibridos (MARTINS; JESUS JUNIOR, 2011).

A previsdo facilmente diagnosticavel é o aumento crescente no consumo do coco verde,
seguindo a tendéncia natural da industrializacdo de sua dgua gerando um aumento do residuo,
que corresponde a 85 % do peso do fruto (MATTOS et al., 2006).

Volumes significativos e crescentes dos residuos do coco sao depositados e expostos ao
meio ambiente tornando-se um foco para a proliferacdo de doencas, atraindo vetores, entre eles,
ratos e insetos como o0 mosquito Aedes aegypti. Além disso, sdo usualmente descartados, em
lixdes e aterros sanitarios, provocando impactos sobre a qualidade do ar, do solo e da agua
através da mistura com os residuos pré-existentes que interagem quimica e biologicamente
como um reator (ROSA et al. 2002). No entanto, os residuos do coco verde, apesar de poderem
representar um grande problema ambiental para as areas consumidoras, podem constituir-se em
valiosa fonte de matéria-prima, para obtencdo de compostos organicos estaveis de aplicacdo no
solo, para alimentacdo animal e até mesmo para a producéo de etanol de segunda geracdo. Mas
torna-se de extrema importancia, que se consiga obter uma hidrolise mais eficiente dos
carboidratos complexos que a constituem (ALBUQUERQUE, 2013).
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3.2BIOMASSA LIGNOCELULOSICA DA CASCA DE COCO VERDE

A biomassa vegetal & essencialmente constituida por polissacarideos: celulose,
hemicelulose e lignina e representam cerca de 90 % da biomassa de carbono disponivel na
biosfera (figura 1). Formam uma estrutura rigida e complexa, constituindo a parede celular
vegetal, com as seguintes composicoes, celulose (40-50 %), hemicelulose (15-30 %) e lignina
(10-30 %) (ALBUQUERQUE, 2013).

LIGNINA

Figura 1. Esquema da arquitetura de parede celular vegetal contendo celulose, hemicelulose e lignina.
Fonte: BORTOLAZZO, (2011).

A Celulose ¢ um dos principais constituintes da biomassa vegetal, molécula mais
abundante na natureza, composta por cadeias lineares de D - glicose, unidas por ligagdes p-1,4
com alto grau de polimerizacdo e elevado peso molecular, principalmente, em sua forma
cristalina que confere a alta resisténcia ao rompimento de suas ligagcbes por substancias
quimicas e agentes fisicos (MALBERBE, 2003).

Sua estrutura linear, conferida pelas ligacdes glicosidicas possibilita a unido das cadeias
de celulose pelas ligacbes de hidrogénio, intra e intermoleculares, em toda a sua extens&o,
formando assim, camadas de polimeros, designadas por microfibrilas de celulose, podendo ter
uma espessura de 5 a 12 nm (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As moléculas de celulose agregadas na forma de microfibrilas apresentam regides
altamente compactas (cristalinas) e areas menos ordenadas (amorfas), onde as fibras apresentam

maior distancia uma das outras. O grau de cristalinidade destas microfibrilas, a existéncia de
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outros polimeros associados a matriz celulésica, e por outro lado as falhas encontradas
(microporos) séo de extrema importancia, pois podem influenciar na susceptibilidade da
molécula de celulose ser degradada através de enzimas microbianas (ALBUQUERQUE, 2013).

A celulose esté ligada externamente a um heteropolissacarideo de baixo peso molecular,
a hemicelulose. Sua cadeia é formada por agucares curtos, linear e altamente ramificados, que
se ligam coesamente entre si e as microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo as ligacdes
cruzadas, via pontes de hidrogénio, em uma rede complexa (CARVALHO et al., 2005). A nivel
estrutural é mais parecida com a celulose do que com a lignina e sdo depositadas na parede
celular em um estagio anterior a lignificagdo. Sua estrutura ramificada e de cadeias laterais
interage facilmente com a celulose conferindo estabilidade e flexibilidade ao agregado
(RAMOS, 2003).

Outro constituinte da parede celular é a lignina de alto peso molecular e estrutura
irregular. A lignina ¢ um composto polifenélico (fenilpropanoide) apresentando uma
conformacao tridimensional e amorfa, representando 20% a 30% do total dos lignocelulésicos
(AZEVEDO; ESPOSITO, 2004).

Embora exista uma estreita ligacdo entre a celulose, hemicelulose e a lignina, estes
compostos ndo estdo distribuidos de uma forma uniforme na parede celular. A celulose forma
um esqueleto constituido por substancias estruturais (hemicelulose) e envoltérias (lignina). A
lignina fornece suporte a parede celular, sendo constatada através do complexo de microfibrilas,
que além de conferir resisténcia aos ataques microbiologicos ao material lignoceluldsico, é o
principal obstaculo ao atague enzimatico.

As enzimas que mais se destacam na hidrdlise da celulose sdo as celulases,
biocatalisadores especificos que atuam em sinergia para a liberagéo de agUcares, resultando na
producdo final de glicose, de grande interesse industrial. Porém, por serem proteinas, nao
conseguem penetrar com facilidade na barreira constituida pela lignina, da parede vegetal,
sendo este o principal problema para que estas enzimas consigam desencadear 0 processo de
degradacéo da celulose (ALBUQUERQUE, 2013). Por outro lado, verificamos que na natureza
existe uma grande diversidade de micro-organismos que produzem celulases, apesar de apenas
uma pequena parte ser capaz de degradar a celulose natural, ou seja, serem verdadeiramente
celuloliticos (RUEGGER et al., 2004).

A acdo de degradacdo e mecanismo de funcionamento das celulases produzidas por
bactérias sdo menos conhecidos que o de fungos. Toda bactéria celulolitica secreta
endoglucanases, com propriedades diferentes e a maioria demonstra pequena atividade na

estrutura cristalina da celulose. De qualquer forma, algumas celulases de origem bacteriana
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possuem mecanismos de hidrdlise semelhantes aos descritos para as enzimas produzidas por
fungos. Ja foram caracterizadas algumas exoglucanases, mas apenas uma minoria atuou
sinergicamente com a endoglucanase na hidrolise da estrutura cristalina da celulose (BEGUIN,
1990), porem julga-se necessario mais estudos nesta area.

E de salientar que, segundo Lynd et al. (2002), existem mecanismos de controle da
sintese de celulases, sendo que a producdo é reprimida quando as concentracBes de fonte de
carbono metabolizaveis séo elevadas nos organismos. Também se verifica, em varios sistemas
que a sintese de celulases € induzida por um substrato como a celobiose, que é gerado quando
a celulose estd em baixas concentragdes, resultado da atividade da celulase B-glucosidase
associada a atividade da transglucosidase.

Destacam-se trés grandes grupos de celulases que estdo envolvidas no processo de
hidrolise da celulose, as endoglucanases que agem de forma aleatoria, clivando as ligagdes B-
1,4-glucosidicas, dentro da molécula de celulose, as celobiohidrolases ou exoglucanases, que
agem de forma progressiva em extremidades redutoras ou ndo redutoras da celulose, liberando
a glicose e principalmente a celobiose como produtos ¢ finalmente a - glicosidase, enzima que
hidrolisa a celobiose, originando como produto final unidades de glicose (FLORENCIO, 2011).
Estas enzimas sdo encontradas em diferentes organismos, desde fungos, bactérias e até
protozoéarios (LIMA et al., 2001).

Uma vasta diversidade de recursos de biomassa esta disponivel para a conversdo em
bioprodutos, como, constituintes de plantas, bioprodutos processados, material de origem
marinha, subprodutos de origem animal e residuos industriais.

A lignocelulose é o principal componente das plantas lenhosas, representa uma das mais
importantes fontes de matéria renovavel. As propriedades de seus componentes fazem dela um
substrato de grande valor biotecnolégico (MALBERBE et al., 2003).

Um dos residuos verdes lignocelulésicos em maior abundancia no Brasil é a casca de
coco verde com a composicdo descrita anteriormente das fibras celulésicas. Podem ser obtidas
do epicarpo e mesocarpo do fruto do coqueiro, 0 coco, e sdo caracterizadas por sua dureza,
atribuida ao elevado teor de lignina, semelhante ao da madeira (CORRADINI, 2009). Segundo
Bismark et al. (2001), o coco verde possui um teor de celulose em torno de 36-43 %, de lignina
em torno de 41-45 % e de hemicelulose 0,15-0,25 %.
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3.3COMPOSTAGEM

E fato concreto, que a producdo agricola no Brasil gera toneladas de residuos ao longo
do ano, em particular, nas regides tropicais, onde milhares de toneladas de casca de coco sao
descartadas todos os dias gerando um problema ambiental. O Brasil descarta até 6,7 milhdes de
toneladas de casca de coco por ano (GONCALVES et al., 2014). Como é de conhecimento
geral esse residuo tem um tempo de degradacgéo bastante longo, de aproximadamente oito anos,
tornando-se um grave problema de salde publica, assim como para o desenvolvimento
sustentavel, pois o seu descarte e sua destinacdo final normalmente inadequados e em completo
desacordo com a Politica Nacional de Residuos, Lei Federal n® 12.305/2010. O problema existe
especificamente nas areas de alto consumo da agua de coco que sdo sem duvida as regides do
Nordeste do Brasil, pois contemplam os maiores produtores nacionais e onde se encontram a
maioria das industrias de extracdo de agua de coco (BITENCOURT; PEDROTT], 2008).

Na natureza, a degradacao da matéria organica ocorre naturalmente e sem prazo e tempo
definidos. De forma a tornar este bioprocesso mais eficiente desenvolveu-se a técnica da
compostagem, que tem por finalidade acelerar com qualidade a estabilizacdo da matéria
organica, estabelecendo condi¢bes ambientais e parametros definidos, a fim de obter um
composto organico estavel que podera ser aplicado ao solo com a finalidade de melhorar suas
caracteristicas sem ocasionar riscos ao meio ambiente (COELHO, 2008).

A compostagem se apresenta no contexto dos residuos sélidos como uma alternativa
sustentavel de tratamento dos residuos organicos, além de representar uma forma de destinacéo
ambientalmente correta, obtém-se um produto com capacidade de melhoramento do solo.

Segundo Fernandes e Silva (1996), a compostagem € praticada desde a Historia antiga
e, até recentemente, de forma empirica. No entanto, somente a partir de 1920, com Albert
Howar, o processo passou a ser pesquisado cientificamente e realizado de forma racional.

Segundo Haug (1993), o processo de compostagem € definido como a decomposicao
biolégica e estabilizacdo de substratos organicos, sob condi¢des que permitam atingir
temperaturas elevadas (60 a 75°C) resultantes do calor produzido biologicamente, originando
um produto final estavel, isento de agentes patogénicos e de sementes e que traz beneficios
quando aplicados ao solo.

S&o inumeras as definicdes descritas na literatura para compostagem, mas aquela que
obtém maior aceitagdo foi definida por Sousa, (2008) como um processo de valorizagdo de
residuos organicos, solidos e semissolidos, esse processo de valorizagdo é desempenhado por

micro-organismos em condi¢cdes adequadas, nomeadamente de oxigénio, humidade e
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nutrientes. Durante a degradacdo dos residuos organicos verifica-se um aumento da
temperatura, associada a libertacdo de energia pelo processo (exotérmico) que origina um
produto estabilizado, denominado de composto, producdo de didxido de Carbono (CO3), dgua
(H20) e libertagdo de substancias minerais. O autor ainda acrescenta que se pretende que o
composto esteja livre de patogénicos de forma a poder ser utilizado em diversas aplicacdes.
No processo de compostagem podem-se distinguir duas fases tipicas de maior
relevancia, a fase de degradacéo ativa ou bioestabilizacéo e a fase de maturacdo ou umificacao,

como se pode verificar através da representacao na figura 2.

Degradagédo Ativa

Maturagédo

Temperaturas Termofilicas

W~V DODOC 3D

Temperaturas Mesofilicas Composto estabilizado e

higienizado

Y

Tempo

Figura 2. Fases do processo de compostagem.
Fonte: EPSTEIN, (1997).

Na fase ativa verifica-se a rapida e intensa biotransformacéo da matéria organica, onde
se estabelecem temperaturas elevadas, resultantes do processo de degradacdo, realizado por
micro-organismos, envolvendo processos exotérmicos. E nesta fase que ocorre liberacdo de
energia na forma de calor, didxido de carbono (CO3>) e vapor de agua. Constata-se um elevado
consumo de oxigénio (O2) pelos micro-organismos e alteracdes facilmente visiveis na massa de
residuos em compostagem (SANTQOS, 2007).

Na fase de maturacdo, constata-se uma progressiva diminuicdo da temperatura. E
caracterizada pela perda de fitotoxicidade do material residual, onde a microbiota presente
atinge um equilibrio dindmico obtendo-se a sintese de substancias himicas. Nesta fase podem-
se realizar alguns testes simples para verificar o grau de maturagcdo do composto (PROSAB,
1996).

Em relacdo ao complexo de micro-organismos presentes durante a compostagem,

verifica-se a proliferacdo de varios grupos como, bactérias (actinomicetes) e, fungos,
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dependendo do meio. Estes micro-organismos podem ser classificados segundo suas
temperaturas 6timas de crescimento, sendo designados por psicréfilos (0 a 25 °C), mesdéfilos
(12 a 45 °C) e termofilos (acima de 40 a 85 °C), (PROSAB, 1996). Vale salientar que estes
intervalos ndo sdo estaticos, mas intervalos 6timos para a proliferacdo de determinado grupo de
micro-organismos.

E do conhecimento geral que no inicio do processo de compostagem existe um periodo
de laténcia, correspondendo a colonizacdo da matéria organica a ser compostada pelos micro-
organismos residentes. Em esta fase é caracteristico um aumento da proliferacdo dos micro-
organismos mesofilos, que degradam preferencialmente as fontes de carbono prontamente
metabolizaveis e sollveis, como, agucares, aminoacidos e acidos organicos ou polimeros de
acesso facil, o que provoca um aumento exponencial da temperatura da biomassa devido a
libertacdo de calor, pela acdo dos micro-organismos mesoéfilos. Este aumento de temperatura
inibe o crescimento de mesofilos e provoca a proliferagdo de micro-organismos termofilos.
Nesta etapa as fontes de carbono mais facilmente assimilaveis ja estariam exauridas, restando
0s polissacarideos constituintes da biomassa, como a celulose, hemicelulose e lignina, cuja
degradacéo requer intensa liberacdo de enzimas extracelulares. O resultado deste processo é a
degradacdo do material vegetal em polimeros menores e um aumento da temperatura
(SANTQOS, 2007).

A medida que as fontes de carbono sdo menores, ocorre a reducéo da atividade biol6gica
e a reducdo da temperatura, permitindo a proliferacdo dos micro-organismos mesofilos
novamente. Verifica-se que nesta fase o composto apresenta um odor mais agradavel
(PROSAB, 1996).

Varios métodos tém surgido com o objetivo de acelerar o processo de compostagem de
residuos solidos organicos, muitos deles empregam cepas de varias espécies de Bacillus,
bolores como Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Myriodontium e Pleurotus (MOLLA et
al.,2002), sejam termofilicos ou ndo, Cellulomonas, fixadores de nitrogénio como Azotobacter
em culturas liquidas ou granulados (NEKLYUDOV et al. 2008). A patente brasileira
(ROBERTO, L. S. PI9803631-9, 1998) indica que no processo sdo utilizadas varias
composi¢des de micro-organismos e nutrientes, sendo uma delas constituida de aménia,
oxigénio, Nitrosomonas, Nitrobacter e micro-organismos como Pseudomonas, Micrococcus,
Spirillum, que s&o misturados aos diversos residuos. Sdo incorporados diversos elementos
quimicos de forma a equilibrar o balango de massas e consequentemente, catalisar o
bioprocesso, como 6xido de manganés, uréia, sulfato de zinco, molibdato de sodio
(FRANCISCO, 2015).
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Outra patente brasileira (MOURA, 1994), faz referéncia a um biorreator especifico ao
qual é adicionado apenas oxigénio puro (94 %), acelerando desta forma a atividade dos micro-
organismos oriundos naturalmente do processo e consequentemente uma diminuicdo do
periodo de compostagem.

Varios estudos tém sido realizados para aperfeicoar o processo de compostagem, atraves
da introducdo de inoculos compostos de micro-organismos, alguns deles modificados, assim
como a melhoria da retencao de nitrogénio no composto final (FERNANDES, 2012).

A capacidade dos micro-organismos para processar a matéria organica depende da sua
habilidade para produzir as enzimas necessarias para a degradacéo do substrato. Quanto mais
complexo o substrato, mais amplo e complexo € o sistema enzimatico requerido. Através da
acao sinergética dos micro-organismos, compostos organicos complexos sdo degradados em
pequenas moléculas mais faceis de serem hidrolisadas pela acdo de um complexo enzimatico
capaz de atuar sobre materiais celulésicos (TUOMELA et al., 2000).

A meta é melhorar a acdo dos micro-organismos celuloliticos, através de emissao de luz
visivel e consequente estimulacéo do seu metabolismo celular de forma a obter uma catalise da

degradacéo das fibras de coco verde.

3.4 PARAMETROS QUE AFETAM O PROCESSO DE COMPOSTAGEM

Varios parametros relacionam-se com o processo de compostagem influenciando o seu
desenvolvimento e o produto final obtido, tais como: umidade, pH, temperatura, relacédo
carbono nitrogénio (C/N), composicdo do residuo, aeracdo, granulometria e micro-organismos
inoculados. Estes parametros estdo fortemente interligados de tal forma que a ndo otimizacéo

de um pode afetar o restante e, consequentemente, compromete a dinamica de todo o processo.

3.4.1 AERACAO

Durante o processo de compostagem, o desempenho de parametros fisicos deve ser
avaliado constantemente. A avaliacdo multivariada de pardmetros pode apontar para um ponto
Otimo durante a biodegradacdo da biomassa, incluindo o estudo das varidveis envolvendo a
composicgdo do residuo, a concentracdo e a producgédo de adenosina trifosfato (ATP), geracédo de
calor, atividade enzimaética e as taxas de evolugdo no consumo de oxigénio e na produgéo de
dioxido de carbono (LIANG et al., 2003; GOMEZ et al., 2006; VIEIRA, 2013).
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Sendo a compostagem um processo em que a microbiota presente utiliza o oxigénio para
realizar a oxidacdo da matéria orgénica, a frequéncia de aeracdo deve ser estabelecida para
garantir um aporte de O adequado de forma a assegurar altas taxas de biodegradagéo,
eliminacdo de patogenos e estabilizacdo da matéria organica. No entanto, deve-se ter em
atencdo a frequéncia de aeragéo, pois quando em excesso pode provocar o resfriamento da leira
de compostagem, reduzindo a atividade microbiana existente, colocando em causa 0 sucesso
do processo de degradacdo (METCALF; EDY, 2003).

A maioria dos estudos realizados relatam uma concentracdo de oxigénio minima de 5%
para assegurar as condicOes de aerobiose do processo e uma faixa considerada ideal de
concentracdo de O>de5 % a 15 % (BERTH et al., 2007; HEBERTS et al., 2005). Quando existe
escassez de oxigénio na leira de compostagem desenvolvem-se processos anaerobios, que
geralmente leva a acidificacdo do material, e 0 composto final sera de baixa qualidade.

Segundo Ge et al. (2006), durante o processo de compostagem aerdbica, quanto maior
for a exposicdo do material orgénico ao oxigénio, maior seréa a sua velocidade de decomposicéo.
Através dos estudos realizados por Sundberg (2005), verificou-se que o aumento de taxas de
arejamento no inicio do processo resultou em um aumento da atividade microbiana, pH e
formou um composto final mais estavel. Por outro lado, Rasapoor et al. (2008), compararam
diferentes taxas de aeracdo no processo de compostagem e verificaram que taxas baixas e
médias de aeracdo tiveram maiores impactos na obtencdo de nitrogénio ideal no composto e
propiciaram temperaturas ideais para o desenvolvimento do processo. Sundberg, (2005)
conclui, que as taxas de aeracdo devem ser maiores para o arrefecimento do composto do que
para o suprimento de oxigénio. Valente et al. (2009), constataram que a atividade microbiana
do material organico em compostagem ocorre na presenca de quantidades muito reduzidas de
oxigénio.

Sendo assim, é fato que energia, nutrientes, e agua Sao necessarios para que ocorra
desenvolvimento microbiano e em termos da compostagem aerdbica, faz-se necessario o
arejamento das leiras o qual fornece o oxigénio necessario para o crescimento da sua microbiota
e para arrefecer o composto. Varios processos de compostagem tém sido desenvolvidos para o
tratamento de diferentes residuos em diferentes condigdes fisicas, quimicas e bioldgicas. Os
sistemas utilizados em grande escala incluem leiras naturalmente gaseificadas, sistemas de
aeracdo forcada e sistemas de tuneis, enquanto os sistemas em pequena escala incluem
compostagem estatica ou rotativa (FRANCISCO, 2015; SUNDBERG, 2005).
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3.4.1 TEMPERATURA

A temperatura constitui-se em um dos fatores mais indicativos da eficiéncia do processo
de compostagem. Ela determina a velocidade dos processos microbioldgicos envolvidos e
exerce um papel seletivo na evolugdo e na sucessdo das comunidades microbianas durante o
periodo de humificacdo do material (MIYATAKE; IWABUCHI, 2005). E um indicativo do
equilibrio bioldgico de facil monitoramento.

O aumento de temperatura gerado durante o processo de compostagem decorre da
quebra de ligagdes de compostos de carbono organico pela atividade microbiana. Cerca de 50
% da energia liberada por estas reacfes exotérmicas é dissipada na forma de calor, sendo o
restante utilizado pela biomassa para o seu metabolismo e crescimento (DIAZ et al., 2003). A
evolucdo da curva de temperatura, nas células de compostagem é funcdo do calor metabdlico e
da conservagéo de calor no interior do sistema (LIANG et al., 2003).

Segundo Fernandes e Silva (1996), se a leira de compostagem registrar temperaturas da
ordem de 40 a 60 °C no segundo ou terceiro dia é sinal de que o ecossistema se encontra
equilibrado, caso contrario, é sinal de que algum ou varios parametros fisico-quimicos ndo estdo
sendo respeitados, limitando assim a atividade microbiana.

A temperatura interna nas células de compostagem pode atingir valores acima de 70 °C,
0 que ndo é recomendado pois pode desenvolver o processo de volatilizacdo de aménia,
principalmente quando se trabalha com residuos de baixa relacdo carbono/nitrogénio (C/N),
podem insolubilizar proteinas hidrossollveis como albumina e anular a acdo de micro-
organismos que ndo sdo termotolerantes e até mesmo causar a morte térmica (PIRES, 2013). A
enzima celulase, por exemplo, necessaria para a clivagem de celulose, diminui sua atividade
em um meio cuja temperatura esteja acima de 65 °C.

Por outro lado, o aumento de temperatura durante a compostagem possibilita a
eliminacdo dos agentes patogénicos, assim como larvas, insetos, ovos de parasitas, ervas
daninhas e sementes de plantas, sendo que para a sanitizacdo do material sdo necessarias
temperaturas proximas de 55 °C por no minimo trés dias (SANCHUKI, 2011).

Alguns trabalhos realizados por Nagasaki et al. (1985), citados por Miyatake e Iwabuchi
(2005), demonstraram uma maior atividade microbiana no periodo em que as temperaturas sao
mais elevadas, durante a compostagem, tendo demonstrado que a taxa especifica de evolugdo
de COz de micro-organismos € mais elevada a 70 °C quando comparado com compostagem a

50°C e 60 °C. Relataram também que a temperatura para a taxa maxima de absorcdo de
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oxigénio de um micro-organismo é mais elevada do que a temperatura 6tima da sua taxa de

crescimento.

3.4.2 UMIDADE

A umidade é um dos parametros fundamentais que influencia muitos outros fatores que
envolvem o processo de compostagem. A cinética de degradacéo é afetada pela umidade através
da difusdo de oxigénio, potencial hidrico, atividade da &gua e das taxas de crescimento
microbianas. Estabelecer uma relagdo entre o teor de umidade e 0s outros pardmetros fisicos €
um passo importante para a criacdo de ementas de compostagem ideais em funcédo do residuo a
ser biodegradado (RICHARD et al., 2013).

Sendo a compostagem um processo bioldgico que atua na matéria organica, é
imprescindivel a presenca de agua para satisfazer as necessidades fisiologicas e metabdlicas
dos micro-organismos que sao parte ativa do processo, assim como, prover um meio para o
transporte através de difusdo e translocacdo de nutrientes. Se o teor de umidade for
demasiadamente baixo, 0s micro-organismos ndo exercerdo uma biodegradacdo plena e o
processo de compostagem ndo serd bem sucedido (AGNEW; LEONARD, 2003).

Segundo Sundberg (2005), para 0s micro-organismos ndo ha limite superior para o teor
de &gua. De qualquer forma, para fins praticos, a umidade excessiva iria criar limitacGes de
difusdo de oxignio nas propriedades fisicas da mistura e o transporte de nutrientes e substancias
se tornaria dificil e demasiadamente oneroso (SANCHUKI, 2011). Esses problemas culminam
com a queda da velocidade de degradacdo da matéria organica acompanhada pela emissdo de
odores desagradaveis, atracdo de insetos vetores e formacdo de chorume (OLIVEIRA et al.,
2008).

Um teor de umidade considerado 6timo € aquele que permite uma decomposicao
microbiana do residuo organico em uma velocidade considerada satisfatoria para o processo de
compostagem. A umidade considerada ideal para que se obtenha uma atividade microbiana
maxima e consequentemente para o processo de compostagem é de 50 % a 60 %
(GAJALAKSHMI; ABBASI, 2008; OLIVEIRA et al., 2008; TROIS & COUTH, 2012; PIRES,
2013).

E de extrema relevancia a natureza do residuo a ser compostado para que se estabeleca
uma faixa do teor de umidade que condicione uma boa degradabilidade e velocidade do
processo. Estudos executados por Manios (2004) apresentaram diferentes valores de umidade

para cada tipo especifico de residuo, para compostagem de residuos urbanos indicou um teor
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de umidade 6timo de 55 % e 69 %, para residuo doméstico fresco a faixa étima de umidade
situa-se entre 50 % a 60 % e a umidade 6tima para a compostagem de residuos de casca situa-
se entre 60 % a 70 %.

Segundo Sundberg (2005), o equilibrio entre a 4gua e 0 oxigénio é complexo em um
sistema de compostagem pelo fato de o gas remover a &gua do processo, visto que a mesma se
evapora tornando praticamente impossivel manter o mesmo teor de umidade por longos
periodos de tempo, sendo a evaporacdo o principal meio de arrefecimento das células de
compostagem. Sendo assim, existe uma relagé@o direta entre o oxigénio fornecido no sistema e

o teor de umidade.

3.4.3 GRANULOMETRIA

A matriz fisica do material organico a ser compostado é determinado pela relagédo
area/volume em funcdo do tamanho da particula a ser processada. O material a processar deve
propiciar um suporte estrutural e uma superficie de contato favoravel, criando espagos que
disponibilizem uma boa aeracdo do residuo facultando a movimentacdo das particulas de
oxigénio na biomassa e consequentemente a atividade microbiana aerdbica (VIEIRA, 2013).

A decomposicdo da-se inicialmente junto da superficie das particulas, onde existe
oxigénio difundido na pelicula de agua e onde o substrato seja acessivel a comunidade
microbiana e as suas enzimas extracelulares. Tendo as particulas pequenas uma superficie
especifica maior a sua decomposicdo serd mais rapida, desde que se estabeleca as condi¢des de
arejamento essenciais. Segundo Oliveira et al., (2008) o ideal dos materiais a processar por
compostagem € que ndo sejam superiores a 3 cm de diametro. Sabendo que materiais
demasiadamente pequenos podem compactar a biomassa e dificultar a aeracdo necessaria para
a sua degradacdo, ou seja, desencadear um colapso estrutural e um alto teor de umidade
(AGNEW:; LEONARD, 2003; FRANCISCO, 2015).

As dimensdes das particulas definem a porosidade, a disponibilidade de oxigénio, a
velocidade de clivagem das ligacdes carbonicas do residuo, a area de superficie de contato para
a fixacdo da comunidade microbiana e a homogeneidade da biomassa (AGNEW; LEONARD,
2003; VIEIRA, 2013).
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3.4.4 RELACAO CARBONO/NITROGENIO (C/N)

Além dos parametros fisicos, os parametros quimicos envolvidos no processo de
compostagem desempenham um papel fundamental nas diferentes fases da biodegradacéo.

O carbono e o nitrogénio sdo elementos essenciais para o crescimento e divisdo dos
micro-organismos, o primeiro por ser uma das principais fontes de energia e o0 segundo por ser
um elemento essencial para a sintese de proteinas e acidos nucleicos dos micro-organismos,
revelando-se assim como um dos pardmetros quimicos mais importantes e de grande relevancia
no processo de compostagem (SANCHUKI, 2011).

De acordo com Couth e Trois (2012); Francisco (2015); Oliveira et al., (2008); Richard
et al. (2013) a relagdo de C/N igual a 30:1 € considerada adequada para iniciar 0 processo de
compostagem, podendo ter uma pequena variagdo em funcdo das caracteristicas especificas dos
residuos, designadamente com a disponibilidade do carbono, muitas vezes encontrando-se
formas mais resistentes a sua degradacao bioldgica.

De uma forma geral, uma relacéo C/N inferior a trinta, o nitrogénio ficara em excesso e
podera ser perdido através da volatilizacdo de gases como a aménia (NHz) e oxido nitroso (N20)
0 que reduz o valor nutricional do composto orgéanico, contribuindo para odores desagradaveis
no processo de compostagem e para a emissao de gases de efeito estufa (OLIVEIRA et al.,
2008). Por outro lado, no material com elevada relacdo de C/N, a baixa disponibilidade de
nitrogénio vai restringir a estabilidade microbiana do residuo em compostagem, limitando a
sintese de proteinas e consequentemente o seu desenvolvimento (MANIOS, 2004).

Durante a compostagem deve-se ter bastante atencdo as perdas de nitrogénio por
volatilizacdo, podendo ser um fator adicional para que ocorra chuvas &cidas, para além de
reduzir a capacidade fertilizante do composto refletindo-se em uma perda econémica no
produto final. Varios sdo os fatores que afetam a sua volatilizacdo durante a compostagem:
disponibilidade de carbono, tamanho das particulas, teor de umidade e aeracdo
(BARRINGTON, 2001).

Das abordagens possiveis para corrigir a elevada relagdo C/N é fornecer uma fonte de
nitrogénio mineral, sendo a ureia e o nitrato de amonio as mais utilizadas devido a sua
eficiéncia, para que se consiga manter uma intensa atividade respiratéria (MANIOS, 2004).
Segundo Gomez (1998), entre 0s materiais ricos em nitrogénio que se podem adicionar ao

processo de compostagem para baixar a relagdo C/N com sucesso, nos residuos de casca de
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arvore, serragem e cavacos de madeira, estdo o estrume ou os dejetos de porco, porém o mais

frequente é a inclusdo de lodo proveniente de estacBes de tratamento de esgoto.

3.4.5 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH)

No processo de compostagem o monitoramento do pH também é um parametro de
relevancia. No inicio do processo geralmente verifica-se um pH acido, devendo-se ao material
utilizado como matéria prima ser de natureza acida (VALENTE et al., 2009). Nesta fase a
acidez tende a aumentar devido ao aumento da concentracdo de A&cidos organicos
(SUNDBERG, SMARS & JONSSON, 2004). No entanto, a microbiota do processo também
influéncia os valores de pH durante o processamento da biomassa. Os micro-organismos
digerem a matéria organica libertando-se &cidos que se acumulam e acidificam o meio,
favorecendo o crescimento de fungos e a decomposic¢do dos residuos celulésicos (OLIVEIRA,
et al., 2008). Sendo assim, a fase inicial da compostagem é considerada bastante dinamica,
verificando-se um aumento de temperatura rapido devido a acdo dos micro-organismos
existentes, variacdes dos valores de pH e degradacdo dos composto organicos de estrutura mais
simples.

Com o desenvolvimento do processo de compostagem e da microbiota termdfila
verifica-se a hidrolise das proteinas e a liberacdo de aménia promovendo um aumento no pH
da biomassa, para valores alcalinos entre 7,5 a 9,0 (FERNANDES; SILVA, 1996;
FRANCISCO, 2015).

O pH € um parametro de interesse microbiolégico, existindo faixas que podem inibir ou
acelerar o desenvolvimento de uma espécie. O processo de compostagem pode ser desenvolvido
sob uma ampla faixa de pH entre 4,5 e 9,5, uma vez que a microbiota em geral tem a sua
atividade ideal nesta amplitude, pois a maioria das enzimas encontram-se ativas nesta faixa de
pH, sendo que as ocorréncias de valores extremos sdo ajustadas pelos proprios micro-
organismos ativos no processo (ALMEIDA et al., 2012). Valores de pH fora desse intervalo
tendem a diminuir a velocidade de decomposi¢do da matéria organica durante a compostagem,
tornando o processo muito lento (SANCHUKI, 2011).
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3.4.6 POPULACAO MICROBIANA

E constatado uma organizagdo complexa de organismos envolvidos em uma cadeia
alimentar dentro do processo de compostagem. Nela cada grupo especializa-se e desenvolve-se
numa atividade especifica. Trabalnam em um balango populacional que se auto regula dentro
do sistema, o que aumenta a eficiéncia do processo. Valente et al. (2009), evidenciam que o
entendimento dos processos microbianos € importante para o conhecimento da ciclagem de
nutrientes e da dindmica da matéria organica, j& que se sabe que a intensidade da atividade dos
micro-organismos decompositores esta intimamente ligada a velocidade da biodegradacéo.

O processo de compostagem ¢é realizado por uma comunidade microbiana diversificada,
tais como bactérias, actinomicetos e fungos, podendo estar também presentes protozoérios e
algas, sabendo que a diversidade da populacdo microbiana depende das condicGes fisico-
quimicas presentes durante o processo (SCHUCHARDT, 2005).

As comunidades microbianas desenvolvem-se durante as varias fases da compostagem,
na primeira fase predominam as bactérias e os fungos mesofilos que sdo responsaveis pela
quebra inicial da matéria orgénica de complexidade menor, o que gera a libertacdo de calor, na
fase termofila os micro-organismos predominantes sdo 0s actinomicetos, coexistindo com
outras bactérias e fungos termoéfilos. Apos as temperaturas atingirem os 70° C, a biomassa
retorna a fase mesoéfila de duragdo maior do que a primeira e com outras caracteristicas fisico-
quimicas devido ao consumo de agucares e amido. A biota da fase final do processo é
predominantemente constituida por protozoarios, nematoides, formigas, vermes e uma grande
diversidade de insetos (BRUNI, 2005; CARNEIRO, 2012).

Varios estudos tém sido realizados de forma a identificar as comunidades de micro-
organismos presentes no inicio do processo de compostagem, Schloss et al. (2003), utilizaram
métodos de biologia molecular revelando uma microbiota bastante diversificada, incluindo
bactérias do acido lactico, espécies do género Bacillus, actinonomicetos e algumas bactérias
Gram-negativas. Os mesmos autores ao monitorar experimentos de compostagem descobriram
que sequéncias relacionadas com bactérias lacticas eram mais comuns durante as primeiras 60
horas do processo e sequéncias do género Bacillus sd@o predominantes entre 72 e 96 horas.
Constataram também que a temperatura aumentou nas primeiras 96 horas de forma constante,
0 pH caiu apos 12 horas e aumentou apds 60 horas. Relacionaram ainda que estas alteracbes
estavam relacionadas com alteracdes das sequéncias genéticas do género Bacillus e o retorno

posterior para as sequéncias tipicas do género Bacillus de bactérias lacticas.
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Wani e Shinde (1976) realizaram a inoculagdo com micro-organismos celuloliticos
constatando uma catélise do processo de decomposicdo dos residuos organicos verdes.

Sendo assim, o ideal é que se realize a selecdo dos micro-organismos a inocular no
processo, de acordo com a especificidade do material a processar, para que se obtenha um

processo eficaz, vidvel e se obtenha um produto de qualidade.

3.5 CARACTERISTICAS DA RADIACAO LASER E LED

A radiacdo laser é sem davida um simbolo do avanco tecnoldgico, tornou-se uma
ferramenta importante nos mais diversos campos do conhecimento, como telecomunicacdes e
na area da saude. O laser vem promovendo uma verdadeira revolucdo nas diversas areas da
medicina, fisioterapia, odontologia, entre outras (CHAVANTES et al., 2009).

O termo laser € um acronimo para “Light Amplification by emission of radiation” que
significa amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo. Esta radiacdo € do tipo
eletromagnético ndo ionizante, ¢ uma forma de energia que se transforma em energia luminosa,
visivel ou invisivel (SOUZA et al., 2010).

Os lasers apresentam algumas caracteristicas especiais que os diferem das outras fontes
de luz como a emissdo de uma onda eletromagnética de um Unico comprimento de onda,
conferindo uma cor especifica a cada tipo de laser; em um equipamento de laser as ondas
eletromagnéticas apresentam sincronia, ou seja, coeréncia; as ondas eletromagnéticas sao
emitidas em uma Unica direcdo e paralelas entre si, designando-se por colimacéo e por Gltimo
em alguns equipamentos as ondas podem ser polarizadas (BAGNATO et al., 2005).

O comprimento de onda é um fator importante da interacdo do laser com a matéria,
podendo variar desde o infravermelho distante até o ultravioleta. Tecidos bioldgicos sdo meios
Oticos complexos, e a propagacdo da luz no tecido alvo depende tanto da homogeneidade das
estruturas histologicas quanto das propriedades Opticas do meio. Tais fatores sdo determinados
pela composicgdo bioquimica, por estruturas moleculares e a condicdo fisiopatologica do tecido
bioldgico. Essas interacdes e as composicOes opticas dos distintos tecidos determinam a
distribuicdo de luz incidente dentro de tecidos, sendo relevante para a geragéo de qualquer
resposta bioldgica e mais especificamente para o efeito terapéutico (PINHEIRO, 1998). Sendo
assim, podemos concluir que cada comprimento de onda terd um tipo diferente de interacao
com o tecido alvo (BAGNATO, 2007).



36

Os lasers foram rapidamente introduzidos na medicina, particularmente na cirurgia,
utilizando-se de suas propriedades fototérmicas e fotoablativas por serem de alta poténcia
(BAXTER, 2003). Posteriormente foi possivel observar efeitos ndo térmicos benéficos quando
aplicado em baixa intensidade (LOW, 2001).

A terapia com LBP incide sobre as rea¢es ndo térmicas da luz com o tecido
ocasionando efeitos fotoquimicos, ou seja, radiagdes com baixa densidade de poténcia e baixa
densidade de energia, ndo produz um aumento significante de temperatura (KARU,2010).

O efeito fotoquimico ocorre devido a presenca de fotoreceptores especialmente
sensiveis a determinados comprimentos de onda. A absorcdo desses fotons por biomoléculas
intracelulares especificas produz estimulacdo ou inibicdo de atividade enzimatica e de reagdes
fotoquimicas. Logo, essas acdes determinardo mudancas fotodinamicas em cadeias complexas
e moléculas basicas de processos fisioldgicos com conotacdes terapéuticas (KARU, 2010).

Recentemente, pode-se dizer, que teve inicio a terceira revolugdo na Optica com 0
desenvolvimento dos diodos emissores de luz -LEDs. De uma forma bastante simplificada o
seu funcionamento baseia-se em jungdes p-n (positivo; negativo) que, quando energizado emite
luz. O processo de emissdo de luz pela aplicacdo de uma fonte elétrica de energia é chamado -
eletroluminescéncia (CORAZZA, 2005).

Os LEDs, cada vez mais, estdo presentes no nosso cotidiano compondo painéis de
computadores, leitores de CDs, controles remotos de televiséo, telas de celular, lanternas,
sistemas de iluminacdo em geral, entre outros (HODE, 2004).

Entre as caracteristicas do LED constam a longa durabilidade, baixo custo,
confiabilidade, ndo geracao de calor, dimensdes reduzidas, temperatura de cor, alta eficiéncia
energeética, isto é, praticamente toda a energia incrementada no LED é transformada em luz e
apenas uma pequena fracdo ¢é perdida na forma de calor, tendo ainda a vantagem de ser bastante
sustentavel, ou seja, de causar um impacto ambiental reduzido (DOURADO et al., 2011).

A luz emitida pelo LED é ausente de coeréncia e colimacdo (BAGNATO, 2002). Na
coeréncia da luz devem-se distinguir dois aspectos essenciais: seu efeito fisico e a interacao
desta luz com as moléculas ou tecidos. A absorcdo da luz de baixa intensidade pelo sistema
bioldgico, em condig@es fisiologicas, é de natureza puramente ndo coerente, devido a taxa de
excitacdo da decomposigéo da coeréncia em niveis de elevada magnitude em relacéo a taxa de
fotoexcitacdo (KARU et al., 2010).

O LED emite luz através de emissdo esponténea de radiacdo. Trata-se de uma fonte de
luz monocromatica, emitida em uma faixa espectral relativamente pequena, mas ainda é maior

do que a do laser. A luz emitida pelas radiacbes LED vai do comprimento de onda do



37

ultravioleta ao visivel e ao infravermelho, que vai dos 247 aos 1300 nandmetros (nm). As cores
mais usadas sdo: Azul (A400-470 nm), Verde (A470-550 nm), Vermelho (A630-700 nm),
Infravermelho (A700-1200 nm). Uma das diferencas da radiacdo LED, em comparacdo com o
laser é a forma como a energia é liberada. Os LEDs ndo liberam energia suficiente para causar
danos aos tecidos humanos e ndo oferece 0 mesmo risco de acidentes aos olhos que o laser. A
terapia luminosa por luz visivel e infravermelha € julgada como sendo de risco insignificante
pela Administracdo de Medicamentos e Alimentos (FDA) e tem sido aprovada para uso em
humanos. Dentre outras vantagens sobre o laser inclui-se a possibilidade de combinar
comprimentos de onda de vérios tamanhos. O LED dispersa a luz por uma superficie maior
comparada com o laser e pode ser usada em grandes areas, resultando em redugdo no tempo,
especialmente benéfico quando se trata de tratamento (DOURADO et al., 2011).

A radiacdo LED é segura, ndo é térmica, nem tdxica e invasiva, e ndo ha relato na
literatura de efeitos colaterais, quando utilizada em organismos vivos. Porém, deve- se ter em
atencdo, quando se utiliza o LED pulsado em pacientes com epilepsia ou com fotofobia
(BAROLET, 2008).

Desde os primordios da humanidade que os beneficios da terapia luminosa sdo usados
para o tratamento de diversas patologias da pele, sendo considerada uma das mais antigas
modalidades terapéuticas (BAROLET, 2008). Verifica-se uma tendéncia, nos dias de hoje, em
usar agentes terapéuticos que atuem positivamente nas variadas areas da medicina, e uma das
terapias recomendadas é o uso de fonte luminosa, como tem sido usado desde os tempos
antigos. De qualquer forma, a utilizacdo de diferentes fontes luminosas e protocolos tém
indicado a necessidade de avaliacdo da eficacia (PINHEIRO et al., 2005).

De acordo com Barolet, (2008), o futuro parece induzir a terapia por fontes luminosas,
em especial através da radiacdo LEDs com métodos inovadores como a fotoprofilaxia,

fotopreparacdo e uso da fotoregulacéo.

3.6 BIOMODULACAO

O efeito molecular, resultante de aplicacdes de energias de baixa poténcia ou intensidade
em estruturas bioquimicas da célula, ocasionando normalizacéo das func6es celulares é o que
designamos por fotobiomodulagcdo. Devemos salientar que a fotobiomodulagéo sé ocorre em
organismos que nédo estejam em homeostase (CHAVANTES et al., 2009).

Ao irradiarmos um organismo vivo, introduzimos energia em um sistema bioldgico, que

utiliza e transforma essa energia para seu consumo proprio. E importante salientar que a dose,
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0 comprimento de onda, a poténcia e a superficie irradiada sdo de extrema importancia. A dose
de irradiacdo ou densidade de energia é o pardmetro mais importante na terapia com o laser em
baixa intensidade. A fluéncia tem seus limites minimos e méximos. Se a dose for extremamente

Segundo Karu (1999), uma reacdo fotobioldgica envolve a absorcdo de um especifico
comprimento de onda de luz por moléculas especializadas fotorreceptoras. Essas moléculas ao
absorverem um determinado comprimento de onda, assumem um estado excitado
eletronicamente nos processos moleculares primarios que desencadeiam efeitos bioldgicos em
determinadas circunstancias.

A primeira pesquisadora a demonstrar o efeito fotobiolégico do laser em baixa
intensidade foi TINA KARU, em 1988, realizando experimentos in vitro, descreveu o
mecanismo de acdo, processo em cascata, do laser na faixa do visivel e infravermelho. De
acordo com Karu, (1989) o laser na faixa espectral do vermelho age na biorregulagdo de
organelas da célula e na faixa do infravermelho, tem a sua acdo no diferencial de poténcia da
membrana citoplasmatica. Ao irradiar uma célula no comprimento de onda visivel, desencadeia
uma reacdo fotoquimica localizada dentro da mitocondria, mais especificamente na cadeia
respiratdria, através de uma reacao de oxirreducao, ocasionando o incremento ou a deplecdo da
sintese de ATP. Por sua vez, quando a célula é irradiada na faixa do infravermelho, influi
alteracdo no potencial da membrana, levando, ao incremento ou a interrupcdo na producao de
ATP, dependendo da dose administrada. Segundo Smith (2005), com base no modelo de Karu,
informa que o laser de baixa intensidade na faixa do infravermelho atua, sobretudo na bomba
de sddio/potassio e nos canais de calcio da membrana celular.

A fotobiomodulagdo pela luz vermelha ao infravermelho usando laser em baixa
intensidade ou diodo emissor de luz tem se mostrado como acelerador no processo de
cicatrizacao de feridas, melhorando a recuperacao de lesdo isquémica cardiaca, e atenuando a
degeneracédo de lesdo do nervo éptico. Evidéncias indicam que os efeitos terapéuticos da luz
vermelha e infravermelha resultam, em parte, de mecanismos de sinalizacdo intracelular
causados pela interacdo da luz infravermelha com o citocromo C oxidase da molécula do
fotoaceptor mitocondrial, com isso, propiciando relagdo entre as acGes da luz vermelha e
infravermelha no metabolismo oxidativo mitocondrial in vitro e in vivo (EELLS, 2004).

Segundo Karu (1999), apesar do LED emitir luz em uma banda espectral maior que o
laser, afirma que ndo é necessario alta monocromacidade da luz, e sim que ela apresente uma
largura de banda dentro da faixa de absor¢do da molécula fotorreceptora. Varios estudos tém

demonstrado que a fotoirradiacdo de baixa intensidade na faixa espectral do vermelho e
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infravermelho proximo (A630-1000 nm), utilizando lasers ou LEDs, influencia diversos
processos bioldgicos in vitro e in vivo, apresentando efeitos biomodulatorios positivos (KARU,
2003; LANZAFAME, 2004; SMITH, 2005).

3.6.1 BIOESTIMULACAO

Nas Gltimas décadas, a terapia LBP ganhou uma atenc&o especial na Europa e Asia no
tratamento de varios processos patologicos. Através de varios estudos e experiéncias tem-se
demonstrado que a irradiacdo LBP na regido visivel contribuem para a biomodula¢do do
metabolismo celular (KARU, 2010).

Nos organismos animais existe uma funcao reguladora atraves de certos fotorreceptores,
moléculas de variedade morfoldgica que se encontram distribuidas nas células, como
flavoproteinas, porfirinas, citocromos, tirosinas, asparaginas, entre outras, capazes de absorver
um foton de um determinado comprimento de onda, chegando a provocar uma transformacéo
na atividade funcional e metabolica da célula. Os fotorreceptores especificos interferem no
metabolismo celular sem a necessidade de energia luminosa, mas se incidir sobre eles uma
radiacdo com comprimento de onda especifico, sdo capazes de absorver os fétons propiciando
a alteracdes no metabolismo celular. Estes processos séo definidos como de bioestimulagéo
(KARU et al., 1984; CONLAN et al., 1996; KUJAWA et al., 2004). Ja Mester, (1969)
considerou o laser operando em baixa energia como sendo um bioestimulador e, por isso,
encontramos na literatura o termo “laser de bioestimulacdo” utilizado para designar esse tipo
de laser.

A luz laser visivel induz a uma reacdo fotoquimica, ou seja, ha uma direta ativacdo da
sintese de enzimas (BOLTON, et al., 1995), e essa luz tem como primeiro alvo os lisossomos
e as mitocondrias das células.

As organelas ndo absorvem luz infravermelha, apenas as membranas apresentam
resposta a estimulos desse tipo. As alteracdes no potencial de membrana causadas pela energia
de fotons na faixa proxima do infravermelho induzem efeitos do tipo fotofisico e fotoelétrico,
causando excitacdo de elétrons, vibracdo e rotagdo de partes da molécula ou rotacdo de
moléculas como um todo, que se traduzem intracelularmente no incremento da sintese de ATP
(COLLS, 1986).

O laser interfere no processo de troca ibnica, acelerando o incremento de ATP,

sobretudo notorio quando a célula estd em condicdes de estresse, ou seja, quando o tecido, 6rgdo
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ou célula tratado com laser esté afetado por uma desordem funcional (KARU, 2003;; LUBART,
etal., 1996,1997).

A fotobioestimulacdo caracteriza-se pela excitacdo de fluoréforos enddgenos, tendo
como um dos principais alvos a cadeia de citocromos (a-az ou ¢) mitocondriais ou de
membranas, utilizando-se normalmente, na irradiacdo do tecido, a radiagdo na regido do
vermelho e infravermelho (PEREIRA et al., 2014; LINS et al., 2010).

De acordo com Karu, (2003), a luz irradiante pelo efeito do laser sobre a célula é
absorvida por componentes da cadeia respiratoria que fazem a traducdo do fotossinal. Nesse
momento ocorre 0 aumento da forga protomotiva, do gradiente de prétons e do potencial
elétrico da membrana. Existe um aumento da concentracdo de ATP e do potencial redox
(oxirreducdo), ocorrendo posteriormente oxidacdo de NADH mitocondriais, causando mudanca
no NADH citoplasmatico. Sendo assim, enzimas dos canais de sédio da membrana elevam a
relacdo entre sodio e hidrogénio, com o aumento de sddio, potassio e ATPase intracelular,
ocasionando a diminui¢do da concentracdo de ions hidrogénio. Isso acarreta modificacdes na
concentracdo de calcio intracelular e de AMPciclico, que sdo sinais para a sintese de DNA e
RNA, por ativacdo de sintese de acidos nucleicos e proteinas.

Algumas hipoteses relacionadas com as reacBes priméarias da acdo da luz nos

fotorreceptores vao de encontro ao citado anteriormente. As mais provaveis seriam:

- a fotoexcitacdo de certos cromoforos na molécula de citocromo ¢ oxidase, e sua participacao
essencial na regulacdo das vias metabdlicas, o que se traduz em uma influéncia no estado de

redox e consequentemente em uma taxa acentuada de fluxo de elétrons na molécula;

- feixes de espectro de luz vermelha fotoabsorvidos por porfirinas e flavoporfirinas sao
responsaveis pela geracdo de oxigénio simples (O2), portanto estimulam a sintese de RNA e
DNA;

- em condicBes normais na cadeia respiratoria a reducdo de molécula de agua produzira o anion
oxigenio (O2’) e peroxido de hidrogénio (H202). Este aumento na concentracgdo transitoria de
O. e subsequente aumento na concentracdo de H»O> poderd, entdo, resultar em resposta
secundaria como o aumento na concentragdo intracelular do cétion calcio (Ca?"), alcalinizagéo
celular, ativacdo de Ca?*, cation sodio (Na?*), cation hidrogénio (H*) e alterages nas trocas de
Na* e Ca®";
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- em condic0es fisioldgicas, a atividade do citocromo ¢ oxidase é regulada pelo oxido nitrico
(NO) que se une ao centro binuclear do citocromo. O NO compete com 0 Oz, como um aceptor
de elétrons, no processo de reducdo do citocromo. Existe a hipotese de que a irradiacdo ative
do fluxo de elétrons na molécula de citocromo C oxidase e possa reverter parcialmente o

controle do NO sobre o citocromo e com isso aumentar a concentra¢ao de O. (KARU, 2003).

Sendo assim, podemos concluir que a fotoexcitacdo induz a mudancgas no citocromo ¢
oxidase e nos componentes flavinicos da cadeia NADH- desidrogenase. Por sua vez essas
alteracdes podem proporcionar outras mudancas do potencial redox e modulacdo de reacoes
bioguimicas na cadeia de amplificacdo e transducdo do sinal fotnico ou cascata de sinaliza¢éo
celular, definindo 0 mecanismo de reacdes secundarias a nivel celular (KARU, 1999).

Por essa razdo podemos concluir que a radiacdo monocromatica das luzes no visivel
pode ativar o processamento metabolico celular e elevar sua proliferacdo. Assim os efeitos
bioestimulativos sdo causados por radiacdo de baixa energia e de curto espaco de tempo
(CHAVANTES et al., 2009).

O espectro de acdo eletromagnético da luz emitida pelo LED é mais amplo em relacédo
ao do laser. O laser é caracterizado por uma maior concentracdo da fluéncia em uma pequena
faixa espectral. Enquanto que no LED, a densidade de energia esta distribuida em uma banda
eletromagnética maior, podendo interagir com um maior grupo de fotorreceptores especificos.
Apesar de essa propriedade diferenciar as radiacfes terapéuticas, ha similar concentracdo de
energia na area de acdo de ambas, porém com distribuicdo diferenciada. Sendo assim, a
densidade de energia total difere nas luzes incoerentes e coerentes, visto que existe uma menor
energia por faixa espectral para o LED em relag&o ao laser. Mesmo diante dessas diferencgas na
distribuicdo da energia, pode-se analisar que ha uma ampla janela bioldgica de absor¢édo da luz
nos tecidos bioldgicos diante da aplicacdo dessas radiacdes terapéuticas, permitindo a acéo
biomoduladora nos respectivos fotorreceptores (DACOSTA et al., 2003).

Através da andlise de varias publicagdes, conclui-se que os resultados clinicos dos lasers
apresentam indices terapéuticos, bastante semelhantes & dos LEDs, em relacdo a
bioestimulagdo. A propriedade coerente da luz laser ndo tem continuidade quando o raio
interage com um tecido, portanto ndo penetram mais profundamente que a luz LED
(CHAVANTES et al., 2009). Experimentos desenvolvidos comparando a luz coerente dos
lasers e ndo coerente dos LEDs, com 0 mesmo comprimento de onda, intensidade e tempo de
irradiagdo, proporcionaram o mesmo efeito bioldgico. O uso bem sucedido de LEDs em varias

areas da prética clinica tém vindo a confirmar esta conclusdo (YU et al., 2004).
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3.7 EFEITO DA LUZ EM MICRO-ORGANISMOS

A acdo da luz como agente antimicrobiano é utilizado nas diversas areas do
conhecimento, o seu efeito germicida é baseado na combinacdo do aquecimento da energia
solar térmica radiacdo UV e luz, demonstrando a sua eficacia para a eliminacdo de agentes
patogénicos (MCGUIGAN et al., 2012). Sendo assim, os efeitos da luz sobre células isoladas
tém sido reportados por diferentes autores ao longo do tempo, mesmo antes da existéncia de
aparelhos capazes de emitir luz, como laser e LED. Contudo, pode-se observar, em estudos in
vitro, que fatores como comprimento de onda, dose de energia, espécie irradiada, tipo de cultura
e cromoforos alvo podem influenciar e diferenciar as respostas biologicas (ENWEMEKA et
al.,2009; PINHEIRO et al., 2002; LUBART et al., 2011; BASSO et al., 2011; KARU;
KOLYAKOV, 2005).

Pesquisas indicam a luz ultravioleta (UV) e azul (405 nm a 470 nm) como um
desencadeador de processos antimicrobianos, sendo a luz UV capaz de interagir com os acidos
nucleicos, principalmente com o DNA formando pontes de pirimidina que culminam em morte
celular (ENWEMEKA et al.,2009). A luz azul além de apresentar potencial efeito sobre o
DNA pode apresentar um mecanismo distinto, caracterizado pela fotoativacdo das porfinas,
moléculas que podem apresentar-se como fotoaceptoras liberando, por sua vez, espécies
reativas que interagem com a membrana celular oxidando-a e levando o micro-organismo a
morte (ENWEMEKA et al., 2009; LUBARTE et al., 2011).

Baseando-se nas possiveis vias de acdo da luz azul, Enwemeka et al. em 2008, e Bumah
et al. 2013, evidenciaram a possibilidade do controle microbiano utilizando o espectro azul em
células bacterianas in vitro, observando uma a¢do antimicrobiana em cepas padrao e em cepas
resistentes aos antibidticos utilizados como métodos de escolha para o controle dos patdgenos
estudados, sugerindo que um efeito bactericida semelhante pode ser alcancado em casos de
infecdes cutaneas humanas.

Por outro lado, a luz vermelha e infravermelha atua em processos bioestimulatérios,
sendo absorvida por biomoléculas intracelulares e desenvolvendo uma série de reagbes em
cascata que culminam com a sintese de ATP (KARU, 2010; ALMEIDA et al., 2001). Um dos
possiveis mecanismos envolvidos é a ativacdo do citocromo c¢ oxidase, como um dos
fotoaceptores responsaveis pela absorcao da radiacdo, elemento chave do processo metabdlico
da fosforilacdo oxidativa, desencadeando, em uma primeira fase, a aceleracao da transferéncia
de elétrons em razdo das alteracdes determinadas pela fotoexcitagdo, dos seus centros hemes,
sitios de cobre (Cua e Cug) (KARU; KOLYAKOV, 2005; DIAS; 2009).
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Experimentos in vitro revelaram que a principal resposta celular para a biomodulagéo
laser induzida ocorre nas variagbes dos comprimentos de onda entre 635 nm e 805 nm
(CHAVANTES, 2003). Em um estudo realizado por Almeida et al. (2001), com fibroplastos de
gengiva humana, revelou que a dose administrada de 2J/cm? acelerou o crescimento de
fibroplastos que estavam em déficit nutricional parcial em todos os grupos estudados. A
proliferacdo celular foi evidenciada tanto para o comprimento visivel (A670 e A692 nm) como
no vermelho proximo (A780 e A786 nm).

Embora alguns estudos comprovem o efeito de bioestimulacdo bacteriana
(principalmente de cepas Escherichia coli) do laser, permanece ainda o paradoxo de estudos
que verificaram o efeito bactericida e/ou bacteriostatico do laser. Nussbaum et al. (2002), ao
irradiar com 660 nm P. aeruginosa, E. coli e S. aureus, depararam-se com efeitos marginais (p
= 0,07) no crescimento celular, com tendéncia geral de diminuir o crescimento. Porém, em
outros comprimentos de onda (A630 e 810 nm) houve um comprovado aumento do crescimento
celular. Por outro lado, com o comprimento de onda de 905 nm o crescimento ndo foi
significativo. Os mesmos relatam que, sobre o Staphylococcus aureus, ndo houve efeito geral
no crescimento.

Ao avaliar o efeito da luz vermelha em outros estudos onde a radiacdo laser foi utilizada
em culturas plancténicas de micro-organismos, tais como os apresentados por Oliveira et al.
(2015), Sampaio et al. (2015), e Monteiro et al. (2015), ndo foi possivel observar diferencas
significantes entre o controle e 0s grupos de micro-organismos irradiados com doses energéticas
de até 12J/cm?, contrariando os dados apresentados por Nussbaum et al. (2002).

O efeito antimicrobiano da luz vermelha torna-se mais evidente e menos controverso
quando associado a cromoforos especificos, tal como a fenotiazina. Por isso, é possivel observar
os efeitos letais em bactérias coradas com este composto e posteriormente irradiadas com a luz
vermelha, mesmo com baixas concentragdes de fenotiazina (12.5pug/mL) (OLIVEIRA et al.,
2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRICAO DO PROCEDIMENTO DE PESQUISA

O procedimento laboratorial deste trabalho foi didaticamente dividido em duas etapas
distintas: estudo do efeito da aplicacdo de irradiacdo LBP ou LED no metabolismo dos micro-
organismos sob a privacdo nutricional; avaliacdo da capacidade do consorcio ativado por
radiacdo Laser ou LED, de catalisar o bioprocesso de compostagem. Para uma melhor
explanacdo e compreensdo deste trabalho apresentamos os pontos de maior relevancia em

fluxograma (figura 3).

Selecdo e quantificacdo do consorcio
microbiano termo-celulolitico

Caracterizacdo da cinética de

crescimento do consorcio

Estudar a influéncia, de uma Unica aplicacao
de radiacdo LBP ou Led no consércio

Caracterizacdo da influéncia de privacgéo
de nutrientes em 3 diferentes
porcentagens de Fonte de Carbono

Verificar o potencial do efeito da aplicacdo de radiacdo LBP ou
LED no metabolismo dos micro-organismos sob a privagao
nutricional.

Avaliar a capacidade de catalise do consorcio ativado
por radiacdo LBP ou LED no processo de compostagem

Figura 3. Fluxograma descrevendo a sequéncia experimental adotada neste trabalho.
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4.2 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram coletadas em diferentes pontos de varias profundidades na leira de
compostagem durante a fase de degradacdo ativa do processo com temperaturas na ordem dos
65-70 °C. Retiramos 30 aliquotas em pontos diferenciados, perfazendo 100 g, sendo
acondicionados em recipiente plastico previamente esterilizado e transportadas em ambiente
devidamente refrigerado (4 °C) diretamente para o laboratério de Biotecnologia e Ecologia de

Micro-organismos, da Universidade Federal da Bahia — UFBA.

4.3 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS TERMO — CELULOLITICOS

A amostra foi cuidadosamente submetida a extracdo celular em solucéo salina (0,85 %)
estéril com Tween 80 (0,01 %), a temperatura de 60 °C, durante 2 h em mesa agitadora (Innova
4080-New Brunswick Scientific) a 100 rpm. Obtendo-se assim a diluigdo 1072

Posteriormente, foram realizadas as diluigdes decimais seriadas, em triplicata, para a
realizacdo da técnica do nimero mais provavel (NMP). Obtendo-se a dilui¢do 1072, retirando-
se 1 mL do sobrenadante, oriundo do processo de extracao, e cultivado em 9 mL de meio de
cultura sintético (tabela 1), contido em tubo de ensaio com tira de papel de filtro (Whatman n°1,
previamente cortada na medida de 1cm x 6¢cm), como fonte de carbono, e assim sucessivamente
obtendo as diversas diluicBes seriadas. Os tubos foram incubados a temperatura de 60 °C por
cinco dias.

A identificacdo do consoércio com capacidades de degradacéo da celulose foi baseada na

andlise visual da degradacdo das tiras de papel de filtro.

Tabela 1 — Meio sintético.

Componentes Unidades Concentracao
NaNOs g/l 3,0
(NH4)2S04 g/l 1,0
MgSO4 g/l 0,5
KCI g/l 0,5

FeS04.7H20 mg/l 10,0
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4.4 CARACTERIZACAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO DO CONSORCIO
MICROBIOLOGICO EM MEIO MINERAL

Para obtencdo da cinética de crescimento do consorcio termo — celulolitico selecionado,
foram inoculados 25 mL do consoércio, em Erlenmeyer, contendo 250 mL de meio de cultura
mineral descrito por Czapek (tabela 2) tendo como unica fonte de carbono o

carboximetilcelulose (CMC) e colocado em agitacdo de 100 rpm a 60°C.

Tabela 2 - Meio mineral Czapek.

Componentes Unidades Concentragao
NaNO3 g/l 2,0
K2HPO4 ou KH2PO4 g/l 1,0
MgSO4 7H20 g/l 0,5
KCI g/l 0,5
Peptona g/l 2,0
CMC g/l 5,0

Fonte: ANEKA, K. R., 250p (2003).

Para determinacdo da cinética, acompanhamos o crescimento do consércio durante 72
horas, retirando amostras de quatro em quatro horas, com 0 objetivo de quantificarmos o
namero de células em cada amostra, fez-se uso do método de contagem direta da coloracéo
fluorocromaética de micro-organismos com o laranja de acridina, utilizando o microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX 51, lente U- TVO.5XC-3). Foi também observado a morfologia e
organizacdo dos micro-organismos.

A utilizacdo da coloracao fluorocromatica de micro-organismos atraves do laranja de
acridina foi descrita pela primeira vez por STRUGGER e HILBRICH em 1942. Este foi o inicio
de uma técnica de sucesso, sendo hoje em dia muito utilizada para exames do solo e de agua
relativamente ao teor microbiano. O laranja de acridina € um corante fluorocromatico que se
liga aos acidos nucleicos das bactérias e de outras células (KASTEN, 1967). Através do efeito
da luz UV, o laranja de acridina colora de laranja 0 RNA e o DNA monofilamentar, enquanto
que o DNA bifilamentar aparece verde. Devido a esta propriedade tornou-se um método
bastante viavel de examinar o teor microbiano existentes em uma amostra.

Para quantificar o teor celular em cada um dos pontos analisados, retiramos 1 mL de
amostra em triplicata, e submetemos a centrifugacéo por 10 minutos a 10.000 rpm. Em seguida,
o0 pellet foi lavado com solucédo de PBS esteril (trés vezes) e ressuspendido com corante de

laranja de acridina, em ambiente ausente de luz, para que este nao perdesse as suas propriedades
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fluorocromaéticas. Ap6s 10 minutos foram retiradas aliquotas de 10 ul e preparadas as laminas
para visualizagdo em microscopio.
Foram fotografados 20 campos de cada amostra, realizadas as contagens e aplicada a

seguinte férmula:

Células por mililitro = (N x A) / (d x VFf x Ag)

Fonte: KEPNER Jr.; PRATT., 613p (1994).

N = namero de células contadas
A = érea da laminula

d = fator de diluigéo

Vf = volume da amostra

Ag = area da grelha de contagem (campo da objetiva x nimeros de campos)

4.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DE UMA UNICA APLICACAO DE RADIACAO LBP OU
LED, NO CONSORCIO MICROBIANO

Neste experimento foi testada a influéncia da irradiagdo do consércio microbiano com
LBP ou LED e observadas as possiveis alteragdes provocadas na cinética de crescimento no
consarcio termo - celulolitico em estudo.

As amostras foram irradiadas com aparelho de laser marca Twin flex — Mmoptics Sdo
Carlos, SP, Brasil (figura 4) e de LED com protétipo da MMoptics, com 0s parametros de
emissdo de luz referenciados na tabela 3, utilizando placas de petri. Foi também utilizada uma
amostra como controle sem sofrer qualquer tipo de irradiacdo, para servir de método de

comparacéo.

Tabela 3 - Parametros de emissao de luz utilizados no estudo de uma (inica emissao.

Parametros Laser LED
Comprimento de onda (nm) 660 632+2
Modo Continuo Continuo
Tamanho do spot (mm?) 0,5 4
Poténcia (mW) 40 14515
Tempo de exposicao (s) 60 40

Densidade de energia (J/cm?) 12 12
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Figura 4. Aparelhos utilizados para emisséo de luz. (A) Aparelho de LBP - Twin flex - Mmoptics; (B)
Aparelho de LED - prot6tipo da MMoptics.

Depois de ser efetuado o procedimento de irradiacdo do consércio microbiano,
inoculou-se em meio de cultura mineral (tabela 2) e em seguida incubou-se a temperatura de
60 °C sob agitacdo de 100 rpm, retirando amostras em triplicata ao longo do tempo, para realizar
a quantificacdo celular afim de caracterizar suas cinéticas de crescimento. Como referenciado
anteriormente a amostra controle, ndo foi irradiada, mas todo o seu processamento foi
exatamente analogo a das amostras que receberam a emissdo de luz.

Foi realizada a contagem celular direta pelo laranja de acridina, coletando as amostras
ao longo de 72 horas, nos tempos: 4, 8, 12, 18, 20, 24, 48 e 72 horas de incubacdo, para sua
quantificacdo, bem como a observacao da morfologia e organiza¢cdo dos micro-organismos. A
metodologia foi similar & descrita na caracteriza¢do da cinética de crescimento do consorcio
microbiano deste trabalho.

Os resultados foram tratados através do metodo estatistico de anélise de variancia
simples (ANOVA), com o teste de Tukey, com 95 % de confianc¢a, programa Minitab 14.

4.6 CARACTERIZAGCAO DA INFLUENCIA DE PRIVAGCAO DE NUTRIENTES EM
DIFERENTES PORCENTAGENS DE FONTE DE CARBONO

Foi criada uma desordem funcional no consorcio, através de concentragdes diferentes
de fonte de carbono (CMC) até a privagdo total de nutriente, para que fosse avaliado o

comportamento do consércio microbiano em condicdes de estresse. O objetivo foi caracterizar
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0 comportamento das cinéticas de crescimento perante estas condi¢des, de forma obter os dados
necessario para determinar um protocolo de irradiacdo por Laser de baixa intensidade e LED
que melhor atendesse 0 objetivo deste trabalho.

Sendo assim, retiraram-se aliquotas de 10 mL, ao final de 44 horas de crescimento
(consércio estava na fase estacionaria), centrifugou-se a 10.000 rpm durante 10 minutos e
lavou-se com solucdo de PBS, por duas vezes. Posteriormente foram inoculadas em solucéo
salina (0,85 %) com diferentes porcentagens de carboximetilcelulose, 0,5 %, 0,25 % e 0 % e
retiradas aliquotas de 1 mL de cada amostra em triplicata, de 4 em 4h, para quantificar o nimero
de células presente pelo método de contagem direta com laranja de acridina, como descrito

anteriormente (pagina 46 e 47).

4.7 VERIFICACAO DO POTENCIAL EFEITO DA APLICACAO DE LUZ LBP OU LED
NO CONSORCIO MICROBIANO

Com o objetivo de determinar o efeito da irradiacdo LBP ou LED no metabolismo
celular do consorcio termo-celulolitico, ou seja, de verificar se a radiagdo emitida seria passivel
de desenvolver um processo de bioestimula¢do nos micro-organismos em estudo, inoculou-se
0 consdrcio em meio de cultura mineral (tabela 2), com o0 CMC como Unica fonte de carbono e
incubou-se em mesa de agitacdo a temperatura de 60 °C a 100 rpm, durante 36 horas. No inicio
da fase estacionaria, o consorcio foi submetido a oito horas de privacdo total de nutrientes, em
solucdo salina (NaCl) 0,85 %, a temperatura de 60 °C, sob agitacao de 100 rpm.

Esta reducdo nutricional estimula o estresse na cultura microbiana e assim torna-se mais
facil de avaliar os possiveis efeitos advindos da emissdo da radiacdo LBP ou da radiacdo LED
emitida. Realizaram-se seis irradiaces com intervalos de tempo de 12 horas, tendo sido
efetuada a primeira aplicacdo ao final de 8 horas de privacdo de nutriente, sendo a cultura
mantida em solucéo salina a 60 °C e a 100rpm, para aplicagéo das irradiacGes seguintes. Sendo
assim, a Ultima radiacdo emitida foi aplicada quando as culturas se encontravam com 68 horas
de privacédo de nutrientes.

Foram testadas cinco densidades de energia para cada uma das fontes de luz estudadas,
5J/cm?, 10J/cm?, 13J/cm?, 15J/cm? e 20 J/cm?. Os aparelhos emissores de radiagdo utilizados,
assim como, os parametros de luz emitidos estdo descritos na se¢do 4.5 deste trabalho.

A cultura foi submetida a radiacdo em placa petri de vidro em camara de fluxo laminar
(figura 5). Os tempos de irradiacdo de cada aplicacdo laser e LED nas diferentes densidades de

energia estdo explanados na tabela 4.
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Tabela 4 - Tempo de exposicao da emissdo das radiagdes nas diferentes densidades de energia.

Laser LED
Densidade de energia (J/Jcm?)  Tempo Exposicéo (S) Tempo Exposicéo (s)
5 120 17
10 240 34
13 270 44
15 380 51
20 480 68

Figura 5. Irradiacdo de amostras em cdmara de fluxo laminar. (A) Irradiacdo por LED. (B) Irradiacdo
por LBP.

Como pretendeu-se visualizar a possivel fotobioestimulacdo, ou seja, quantificar o
namero de células viaveis presentes em cada amostra submetida a radiacdo, realizou-se as
diluicBes seriadas e inoculou-se 100 pul em cada placa de petri com meio de cultura agar
nutriente, diluido dez vezes para que ndo ocorresse choque nutricial. Cada amostra foi coletada
doze horas ap0s ser submetida a respectiva radiacdo. A quantificacdo do numero de col6nias
foi realizada através do aparelho contador de coldnias em placas de petri, apds 48h de incubacéo
em estufa (TE — 392/ Tecinial) a 50 °C.
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4.8. AVALIACAO DA CAPACIDADE DO CONSORCIO ATIVADO POR LBP OU LED,
DE CATALISAR O PROCESSO DE COMPOSTAGEM

4.8.1.LOCAL DE PESQUISA

Os experimentos de compostagem foram efetivados em um alpendre construido no
Instituto de Ciéncias e Saude (ICS) e todo o seu monitoramento e determinagdes laboratoriais
realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Ecologia de Micro-organismos no Departamento
de Ciéncias de Biointera¢do da UFBA, com o apoio do Laboratorio de Microbiologia do Centro
de Biofotonica da FOUFBA.

4.8.2. MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada para o processo de compostagem foi a casca de coco verde,
tendo sido coletadas as amostras junto de uma unidade de processamento de dgua de coco (Coco
Mania Delevery), localizada em Séo Cristovdo — Salvador. O material coletado foi selecionado
através do seu aspecto, tamanho, lote e sem nenhum indicio de putrefacdo e que nao tivesse

atingido o estado de maturagéo.

4.8.3.PROCESSAMENTO E CORRECAO NUTRICIONAL DO RESIDUO

A matéria-prima selecionada foi processada pelo triturador de coco (Trapp TRC 40 -
figura 6A) por duas vezes consecutivas de modo a obter fragmentos uniformes de menor
tamanho, posteriormente o residuo foi mensurado e efetivada a corre¢do nutricional de forma a
otimizar as condi¢cdes para o desenvolvimento microbiano. A complementacdo nutricional
utilizada foi de acordo com os estudos desenvolvidos por Francisco (2015), a base de minerais,
usando calcario dolomitico (CaC0O3.MgCO3) e fosfato de rocha [Ca5(P0O4)3(F,OH,CI)], na
proporcao 0,64 % e 3 % do peso total do residuo. Tambeém foi ajustada a relagdo C/N em cada
uma das leiras de compostagem mediante a complementacdo com 0,83 % de ureia, adicionada
de forma fracionada, 50% no inicio do processo, 25 % ap6s 24 horas e 25 % ap06s 48 horas. Os
minerais foram diluidos em agua destilada e adicionados ao residuo sob a forma de spray.

Posteriormente a biomassa foi devidamente misturada para que 0S COmMPOStos

adicionados ficassem distribuidos homogeneamente no material a compostar.
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Figura 6. Processamento da matéria prima. (A) Méaquina de trituracdo do residuo (B) Residuo depois
de triturado.

4.8.4.EXPERIMENTO DE COMPOSTAGEM

O experimento de compostagem foi realizado no inverno, inicio do més de julho,
periodo com elevado indice de pluviosidade, tendo a duracdo de 12 dias.

O projeto consistiu na elaboracdo de trés células de compostagem, cada uma delas
formadas por 300 Kg de residuos de casca de coco verde, de configuracdo geométrica piramidal
1,0 m de base por 0,95 m de altura, permitindo uma aeracdo mais acessivel de forma a evitar a
formacé&o de ilhas de anaerobiose e consequente putrefacdo. A complementacédo nutricional foi
igual em todas elas tendo como diferencial o inoculo adicionado para catalisar o bioprocesso.

Adicionou-se 35 mL (11,6 %) de inoculo em cada uma das leiras, sendo a leira controle
(leira 1) inoculada com o consorcio termo-celulolitico sem qualquer exposicao a emissao de luz
visivel, e as demais o inoculo adicionado (consorcio termo-celulolitico) foi submetido a
radiacBes no espectro visivel, com luz LED (leira 2) e LBP (leira 3), de densidade energética
de 13 J/cm?, de acordo com protocolo utilizado na secdo 4.7 (primeiro e segundo paragrafo).

Os parametros de emissao de luz utilizados estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Parametros de emisséo de luz utilizados no inoculo para as leiras.

Parametros Laser LED
Comprimento de onda (nm) 660 632+2
Modo Continuo Continuo
Tamanho do spot (mm?) 0,5 4
Poténcia (mW) 40 1455
Tempo de exposicéo (s) 270 44

Densidade de energia (J/cm?) 13 13
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4.8.5.MONITORAMENTO DO PROCESSO DE COMPOSTAGEM

Para monitorar o processo de compostagem foram executadas andlises fisico-quimicas
e microbioldgicas com a finalidade de caracterizar os residuos em compostagem e acompanhar
o desenvolvimento da comunidade microbioldgica celulolitica e nitrificante e o comportamento
das variaveis fisico-quimicas (temperatura, umidade, aeracdo e pH) diante das mudancas de
composicao e de estado dos residuos ao longo do processo. Os parametros foram monitorados
periodicamente a cada 24 horas.

A aeracdo interna das leiras de compostagem foi determinada através do Oximetro da
marca MSA ALTAIR 02 PRO.

Para determinacdo dos valores diarios de pH, retirou-se cinco gramas do material em
compostagem de cada leira e colocou-se em um tubo de falcon, adicionando-se 20 mL de agua
destilada, homogeneizando-se por cerca de um minuto no agitador mecanico para posterior
afericdo no pHmetro, Corning pH meter 430.

Para controle das temperaturas médias diarias do composto aferiu-se a temperatura
introduzindo o termdmetro em trés pontos distintos, no centro e nas extremidades de cada uma
das leiras, durante cerca de cinco minutos, registrando-se seus valores.

A temperatura ambiente foi também registrada, por meio de termohigrémetro, no local
onde estavam dispostas as células de compostagem.

Os dados obtidos de temperatura interna ao longo do tempo, de cada uma das leiras,
foram tratados através do método estatistico de analise de variancia simples (ANOVA), com o
teste de Tukey, com 95 % de confianca, sendo considerado como resultado estatisticamente
significante, quando se obtém um p < 0,05.

A determinacdo didria da umidade interna de cada leira foi realizada pelo método
gravimétrico tomando como base a perda de massa da amostra por dessecacdo até peso
constante, de acordo com Amoedo & Muradian (2001). Sendo assim, das amostras coletadas
diariamente foram pesadas cinco g em placa de porcelana e secas em estufa a 105 °C por trés
horas, as amostras foram resfriadas em dissecador até a temperatura ambiente. Posteriormente,
as operacOes de secagem, resfriamento e pesagem foram repetidas até se obter um peso
constante da amostra.

O teor de umidade foi determinado usando a seguinte expressao matematica:
100 x N / P, onde:

N — teor de a4gua perdida na amostra; P — peso da amostra.
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4.8.5.1. QUANTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS DO GENERO Nitrosomonas

A quantificacdo das Nitrosomonas foi determinada pelo nimero mais provavel (NMP),
obedecendo ao método empregado na anélise de solo por Alexander & Clark (1982) citado por
Delgado (2009).

Previamente, preparou-se 0 meio amonia-carbonato de célcio (tabela 6) e esterilizado
por autoclave a 121 °C sendo o sulfato de aménio esterilizado por filtracdo e misturado
assepticamente com os restantes reagentes. Concomitantemente foi preparado o reagente Griess

— llosvay de acordo como descrito por Delgado (2009).

Tabela 6 - Meio amodnia-carbonato de célcio.

Componentes Unidades Concentragao
(NH4)2S04 g/L 0,302
MgSQO4. 7H20 g/l 0,3
CaCOs o/l 3,33
NaCl g/l 0,3
FeSO4.7H20 g/l 0,03
K2HPO4 g/l 1,0

Foram coletadas amostras de 24 em 24 horas, com 0 objetivo de acompanhar o nimero
de Nitrosomonas presentes, ao longo do processo de compostagem, avaliando-se assim, a
producdo de nitrito através da oxidacdo da amonia. Coletou-se 25 g de amostra de residuo em
compostagem, proveniente de varios pontos da leira, em saco Stomacher contendo 225 mL de
solucdo tampdo fosfato salino (PBS), sendo homogeneizado durante 120 s (vortex Genie 2).
Em seguida foram realizadas diluicGes decimais sucessivas em PBS, iniciando-se com a
diluicdo 1072, considerando-se que a amostra ja estava na diluicdo 107, até obter-se a diluicéo
1071, Transferiu-se de cada dilui¢do um mL de inoculo para os tubos de ensaio contendo nove
mL de meio amonia-carbonato de calcio, em triplicata. Os diversos tubos de ensaio foram
incubados a 50°C por um periodo de sete dias.

Ap0s o periodo de incubagdo cada tubo foi submetido ao teste de nitrito adicionando
trés gotas do reagente Griess — llosvay, caso ocorresse 0 desenvolvimento da coloragdo
vermelho-purpura, indicativo de nitrito, ou seja, da metabolizacdo da aménia em nitrito, o tubo
era considerado positivo. O numero mais provavel foi determinado com base na tabela proposta
por Silva et al., (2007).
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4.8.5.2. QUANTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS CELULOLITICOS

A quantificagdo dos micro-organismos celuloliticos, ao longo do processo de
compostagem, foi determinada pelo NMP, de acordo com o método utilizado por Oliveira
(2009) em situacdes similares e citado por Francisco (2015).

Foram coletadas diariamente amostras em diferentes pontos de cada leira, perfazendo
um total de 25¢g e colocadas em saco Stomacher contendo 225 mL de PBS, sendo em seguida
homogeneizado durante 120 segundos. As dilui¢fes decimais sucessivas e as respectivas
inoculacbes obedeceram ao mesmo critério descrito no NMP das Nitrosomonas, tendo como
diferencial o meio de inoculacao utilizado, meio sintético (tabela 1) com 1 % de CMC de acordo
com Nogueira e Cavalcanti (1996), especifico para 0 crescimento de micro-organismos
celuloliticos.

Para determinacdo do crescimento de micro-organismos celuloliticos foi utilizado o
corante 2,6 diclorofeno-indofenol (DCPIP). Tendo sido preparado a partir de 0,2 g de DCPIP e
diluido em 30 mL de &gua destilada. Adicionou-se 45 pl desta solu¢do em cada um dos tubos
de ensaio, incubando-se a 50°C. Os tubos foram observados diariamente com o objetivo de
verificar se ocorria a descoloracdo do DCPIP, pois a solucdo tem coloracdo azul escuro e a
leitura positiva para degradacdo da celulose é observada pela descoloracdo do DCPIP,
sugerindo sua oxidacédo pelas bactérias celuloliticas.

O numero mais provavel foi determinado com base na tabela proposta por Silva et al.
(2007).

4.8.5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA MEDIANTE O TESTE DO
VERMELHO CONGO

Realizou-se 0 método da descoloracdo através do vermelho congo com o objetivo de
avaliar a atividade celulolitica nos primeiros dias de compostagem, comparando os indices
enzimaticos determinados. Sabendo que a formacdo do halo em placas de agar com CMC
resulta da clivagem do Carboximetilcelulose em fragmentos menores, 0s quais 0 corante
vermelho congo ndo consegue se fixar, visto que 0 mesmo permanece ligado apenas as regides
onde ha ligagoes B-1,4 glicidicas (CASTRO, 2006).

Retirou-se aliquotas em pontos diferenciados da leira, perfazendo 16,65 g de amostra
sendo cuidadosamente submetida & extracdo em solugéo salina (0,85 %) estéril com Tween 80

(0,01%), a temperatura de 60°C, durante duas horas em mesa agitadora a 100 rpm. Obtendo-se
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assim a diluicdo 101, Posteriormente, foram realizadas as dilui¢Ges decimais seriadas, em
triplicata, para inoculacdo em meio especifico sintético com 1% de CMC, as placas de petri
foram incubadas em estufa a 50° C por 24 horas. ApOs o periodo de incubagdo, foram
adicionados 10 mL de solucédo corante de vermelho congo (2,5 g/l) em tampdo Tris HCI 0,1 M.
pH 8,0. Decorridos 15 minutos a solucéo foi descartada e as placas foram lavadas com 5 mL de
solucgéo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampado. Aguardou-se 15 minutos para a medicéo dos halos
e colbnias. Nas cepas produtoras de celulases observa-se um halo de cor clara com as bordas
laranja, indicativo das areas de hidrdlise. Esse halo foi medido para posterior calculo do indice
enzimatico (NOGUEIRA E CAVALCANTI 1996).

Os indices enzimaticos foram calculados a partir da equacédo (FLORENCIO, 2011):

indice Enzimatico = diametro do halo de hidrélise
diametro do halo da colonia
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados que se apresentam foram explanados consoante as Vvérias etapas do
desenvolvimento dos experimentos de forma a tornarem-se mais elucidativos. Podendo
destacar-se duas fases distintas do presente estudo: verificacdo do potencial de bioestimulacao
do consorcio termo-celulolitico através da radiacéo visivel por LBP ou LED e avaliagdo do
poder de catélise desse consorcio irradiado no processo de compostagem das fibras de coco

verde.

5.1 SELECAO E QUANTIFICAGAO DO CONSORCIO MICROBIANO CELULOLITICO

Através da verificacdo de degradacdo das tiras de papel de filtro, foi possivel se
comprovar a presenca de um grupo de micro-organismos que produzem enzimas celuloliticas,
com capacidade de hidrolisar os residuos lignoceluloliticos como fonte de carbono. A
degradacéo do papel de filtro foi total nas triplicatas das diluigdes iniciais, 10, 103 (figura 7),
10 e parcial na dilui¢do 107, obtendo-se assim, através da tabela do NMP proposta por Silva
et al. (2007), a quantificacéo inicial do consdrcio, sendo esta de 4,6x 10* NMP/mL de micro-

organismos termo — celuloliticos.

Figura 7. Andlise da degradacéo do papel de filtro (triplicata da diluicdo 103). (A) antes da incubacéo
a 60 °C. (B) depois de 5 dias de incubacéo a 60 °C (UFBA, 2015).

Um dos maiores obstaculos ao ataque enzimatico das fibras lignocelulésicas é a
macromolécula, tridimensional de lignina em conjunto com a hemicelulose, constituintes da
parede celular dos vegetais (JUNG, 1996), e por essa razdo, varios estudos tém sido realizados

com a pretensao de remover as mesmas, através de tratamentos acidos e alcalinos, tratamentos
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com explosdo a vapor e hidrélise enzimética com lacases e peroxidases produzidas por micro-
organismos lignoceluloliticos. Porém, os processos demonstraram que 0S Micro-organismos
produtores de enzimas sdo lentos e os agentes quimicos séo rapidos, porém destrutivos. Assim,
S80 necessarias novas pesquisas para que se torne este processo economicamente sustentavel
(SUKUMARAN et al. 2009; MTUI, 2009).

Como o objetivo deste trabalho foi obter um consércio microbiolégico com elevada
capacidade de degradacdo dos polissacarideos constituintes da biomassa, utilizou-se uma
temperatura de incubacdo de 60°C, de forma a selecionar os micro-organismos termofilos, pois
estes, apresentam um maior desempenho na degradagdo das macromoléculas complexas dos
residuos lignocelulésicos. E de relevancia citar que se optou por trabalhar em consorcio
microbiano para que os diversos micro-organismos presentes pudessem trabalhar de forma
complementar na degradacdo da biomassa, ou seja, em um processo de simbiose como se

observa na natureza.

5.2 CINETICA DE CRESCIMENTO DO CONSORCIO MICROBIANO

Acompanhando-se a cinética de crescimento do consorcio, durante 72 horas, verificou-
se gque nas primeiras oito horas de incubacao houve um crescimento exponencial seguido de um
declinio, subsequente de uma fase de adaptacdo para depois entrar em um periodo de elevada
atividade metabdlica, fase log bastante acentuada, tendo o seu pico méaximo as 36 horas de
crescimento. Iniciando-se a fase estacionaria com a durabilidade de 16 horas, para se encetar a

fase de declinio até ao final do acompanhamento (figura 8).
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Figura 8. Cinética de crescimento do consoércio microbiolégico em meio mineral descrito por Czapek.
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Considerando o declinio apds as oito horas de incubacdo, precedido de uma fase
exponencial nas primeiras horas de incubacdo, pode nos levar hipoteticamente a considerar que
0S micro-organismos presentes tenham aproveitado algumas reservas nutricionais armazenadas
para depois iniciarem o processo de degradacdo da fonte de carbono (CMC) disponivel e
apresentarem o crescimento considerado padrdo para as cinéticas microbianas. Outra hipotese,
é a ocorréncia inicial da hidrolise da carboximetilcelulose, como fonte de carbono, gerando
subprodutos e produtos, como a glicose, de facil assimilacao, estimulando assim, a atividade
metabolica celular, visualizada a partir das 28 horas de crescimento.

A microscopia de fluorescéncia forneceu a oportunidade de identificar,
morfologicamente, alguns dos micro-organismos envolvidos no consorcio, dentre eles podemos
citar: cocos, diplococos, estreptococos, estafilococos, bacilos, diplobacilos e estreptobacilos
(figura 9).

.
.

Figura 9. Imagens capturadas de microscopia de fluorescéncia das morfologias e arranjos dos micro-
organismos envolvidos no consorcio. (A) bacilos, diplobacilos e estreptobacilos; (B) bacilos em

agregados irregulares; (C) bacilos com endosporos terminais; (D) cocos e diplococos em agregados; (E)
cocos em agregados irregulares; (F) Filamentos longos de cocos com endGsporos.
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5.3 ESTUDO DA INFLUENCIA, DE UMA UNICA APLICACAO DE RADIACAO LBP OU
LED, NO CONSORCIO MICROBIANO

Ap0s estabelecer-se a cinética de crescimento do consorcio microbiano, testou-se a
possivel influéncia da radiagdo LBP ou LED no consorcio microbiano, identificando possiveis
alteracOes das suas cinéticas.

Utilizou-se o método da contagem direta com o laranja de acridina por microscopia de
fluorescéncia, para realizar a quantificacdo celular ao longo do tempo proporcionando a
observagdo da morfologia dos micro-organismos envolvidos e as suas conformacoes
organizacionais, sendo seus resultados tratados através do método estatistico ANOVA, com o
teste de Tukey, com 95% de confianca.

Através da analise estatistica constatou-se que ao final de 24 horas de incubacéo, as
amostras irradiadas por LBP e LED, apresentaram um aumento do nimero de células
significativo (P < 0,01), o que comprova uma resposta bioldgica particular ao comprimento de
onda utilizado pelo fotoaceptor, cuja alteracdo fotoquimica provoca o efeito. Nas amostras
quantificadas, ao final de 48 horas de incubacdo onde foi aplicada a irradiacdo LBP, a
significancia manteve-se (P < 0,01), 0 mesmo j& ndo ocorreu nas que receberam a emissao de
radiacdo LED. Podemos observar, atraves das cinéticas representadas na figura 10, que apds as
48 horas de incubacdo, a cultura irradiada por LED teve uma reducdo do nimero de células
mais acentuada do que as restantes culturas (irradiadas por LBP e controle), resultando em um

ndimero menor de células ao final de 72 horas.
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Figura 10. Comparag&o das cinéticas de crescimento irradiadas por LBP e LED versus controle.
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As amostras quantificadas ao final de 24 horas de incubagdo, demonstraram atraves da
andlise estatistica, significancia, ou seja, evidencia de ativagdo do metabolismo celular através
da absorc¢do da radiacdo por fotoaceptores, desenvolvendo assim, alteracGes bioquimicas que
desencadeiam por sua vez, alteracGes das propriedades de oxidagédo reducdo dos carreadores
apos a fotoexcitacdo dos seus estados eletronicos, resultando em um aporte da sintese de ATP.
Este processo incide essencialmente no ciclo respiratério microbiano, desenvolvendo uma série
de outras reacGes em cadeia.

Foi também verificado através do método de microscopia de fluorescéncia que as
amostras irradiadas por LBP ao final de 48 horas apresentavam conformacdes coesas e bastante
agregadas de micro-organismos formando biofilme (figura 11). Julga-se ser de relevéncia, a
realizacdo de novas pesquisas de forma a explorar este processo bioldgico originado pela
emissdo de radiacdo LBP em um consércio microbiano ambiental, pois podera vir a fornecer

dados fundamentais para outras descobertas.

Figura 11. Imagens captadas de microscopia de fluorescéncia do consorcio em fase exponencial,
formando biofilme.

5.4 ESTUDO DAS CINETICAS DE DECLINIO SOB DIFERENTES CONCENTRACOES
DE FONTE DE CARBONO

Na avaliacdo do comportamento do consorcio microbiano em estresse nutricional,
provocado por diferentes concentragdes de CMC em solucdo salina, foi possivel observar de
uma forma geral, um declinio do nimero de células ao longo do tempo, contudo é possivel
observar que 0 consércio microbiano é capaz de apresentar um crescimento ténue em algum

periodo do seu declinio, isto na devida proporcionalidade em relagdo & quantidade de CMC
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disponivel no meio. Talvez por utilizar algumas das suas reservas nutricionais armazenadas
antes de se iniciar a fase de declinio.

Observa-se, nas analises das regressdes lineares apresentadas nos graficos da figura 12
que o numero de células em morte € maior do que aquelas que estdo em divisao, constatando-
se com maior incidéncia no meio onde a fonte de carbono esté ausente e refletindo-se no declive
da regresséo linear, conforme era de se esperar. Comparando as regressoes lineares dos meios
de 0,25 % e 0,5 % de CMC, verificou-se que o declive foi maior no meio de maior concentragdo
de CMC, o que ndo era previsivel, sendo constatado de qualquer forma, uma diferenca bastante
pequena, da ordem de 0,0178 h' e aceitavel pois a diferenca de concentracdo da fonte de
carbono é de 0,25 % para 0,5 %.
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Figura 12. Taxa de mortalidade com diferentes porcentagens de fonte de carbono. (CMC). (A) 0 % de
fonte de carbono; (B) 0,25% de fonte de carbono; (C) 0,5% de fonte de carbono.

Através da andlise das cinéticas podemos concluir que a fase de morte, propriamente
dita, ocorre pelo menos quatro horas antes, nos micro-organismos presentes no meio sem
qualquer fonte de carbono, quando comparados aos do meio com 0,25 % de CMC e cerca de
10 h antes que os micro-organismos do meio com maior concentracdo de fonte de carbono
(figura 13). Apesar de ser possivel observar as diferencas nas cinéticas, no tempo a partir de

52h, estas foram insignificantes, ja no tempo de 56 h elas se apresentam com algum significado
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estatistico, comparando as cinéticas do meio de 0,5 % de CMC, com a dos outros dois meios
de cultura j& referenciados.
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Figura 13. Sobreposi¢do das cinéticas microbianas com trés diferentes porcentagens de fontes de
carbono.

O objetivo do estudo das cinéticas de crescimento com varia¢des nas porcentagens de
fonte de carbono foi conhecer as reagdes do consdrcio em condicgdes de estresse nutricional para
que se pudesse interpretar e determinar um protocolo especifico de radia¢do por LBP ou LED,
contemplando os tempos que mais se adequariam, assim como, 0 nimero de aplicacdes das

emissdes de luz visivel necessarias para a possivel ocorréncia de bioestimulacao.

5.5 VERIFICACAO DO POTENCIAL EFEITO DA LUZ LBP OU LED NO CONSORCIO
MICROBIANO

Um dos focos principais deste trabalho foi analisar o efeito do espectro de acdo visivel
(LBP- 2660 nm e LED- A632 = 2 nm) na estimulagdo do crescimento dos micro-organismos
termo-celulolitico, sendo que, a absorcdo da radiacdo ocorre sobretudo quando a célula se
encontra afetada por uma desordem funcional (CHAVANTES, 2003), assim, o consorcio foi
submetido a privacdo de nutrientes para estimular uma situacao de estresse celular.

Realizou-se a quantificacdo do numero de colonias em placas de petri (figura 14), pois
esta metodologia forneceu a garantia de uma quantificacdo de células vivas e através da
visualizagdo das colbnias constatou-se que as sucessivas radiagdes nas diferentes doses em
estudo (5 J/em?, 10 J/em?,13 J/cm?, 15 J/cm? e 20J/cm?) mantiveram a sua heterogeneidade,
evidenciando que a diferenciacdo das espécies iniciais se conservara, ou seja, a emissao de luz
ndo desencadeou um efeito bactericida na membrana bacteriana, mesmo na emissdo da dose

energética de 20J/cm?. Foi também facilmente visualizado uma reducio do nimero de colonias
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ao longo do tempo, na amostra controle, como era de esperar devido & auséncia de nutrientes
no meio e uma nitida diferenciacdo das quantificac6es celulares obtidas nas amostras irradiadas
por luz visivel versus as amostras controle, no final das sucessivas radiacGes emitidas com

ambas as fontes luminosas.

Figura 14. Placas de petri das amostras quantificadas 12 horas ap6s a Gltima irradiacdo. (A) Controle
(10%); (B) Amostra irradiada por LBP, 5J/cm? (10-%); (C) Amostra irradiada por LBP, 10J/cm? (107?);
(D) Amostra irradiada por LBP, 13 J/cm? (10°%); (E) Amostra irradiada por LBP, 15 J/cm? (1073); (F)
Amostra irradiada por LBP, 20J/cm? (10?); (G) Amostra irradiadas por LED, 5J/cm?(107?); (H) Amostra
irradiada por LED, 10J/cm?(10%); (1) Amostra irradiada por LED, 13J/cm?(10%); (J) Amostra irradiada
por LED, 15J/cm? (10#); (L) Amostra irradiada por LED, 20J/cm? (107?).

Com o objetivo de avaliar os resultados das quantificaces celulares obtidos, utilizou-
se dois métodos de analise estatisticos como ferramenta de forma a embasar o estudo deste
trabalho.

Ao analisar os resultados, através do método estatistico ANOVA, verificou-se que a
partir da terceira emissdo de luz LBP ou LED, o nimero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) nas amostras irradiadas foram significativamente maiores do que o nimero observado
nas amostras controle, onde ndo houve qualquer emissdo de radiacdo, com excegédo para as
amostras avaliadas no tempo de 56 h expostas a radiacdo LED na dose energética de 5 e 10
Jlcm?. Este resultado sugere que o comprimento de onda emitido assim como o nimero de

exposicdes desenvolve diferentes efeitos nos cromoforos, podendo estimular a macromolécula
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a alterar a sua geometria, assim como transferir energia aos elétrons, desencadeando o processo
de sintese de ATP na célula (CHAVANTES et al., 2009)

Para uma melhor avaliacédo do efeito da irradiacdo LBP e LED no consdrcio microbiano,
efetuaram-se as cinéticas de crescimento ao longo do tempo, para as diferentes doses
energeéticas emitidas, em condicdes de privacdo de nutrientes, de forma a facilitar a visualizago
de efeitos bioestimulatérios no consércio. Cada ponto da figura 15 representa a relagdo do
logaritmo neperiano (Ln) das unidades formadoras de colbnias versus tempo de privacdo
nutricional, sendo possivel analisar os resultados através das determinacfes das taxas de

mortalidade de cada uma das culturas irradiadas em comparagdo com as amostras controle.
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Figura 15. Taxa de mortalidade do consorcio sob privacdo de nutrientes. (A) Amostra controle; (B)
Amostra irradiada por LBP, 5J/cm?; (C) Amostra irradiada por LBP, 10J/cm?; (D) Amostra irradiada
por LBP, 13J/cm?; (E) Amostra irradiada por LBP, 15 J/cm?; (F) Amostra irradiada por LBP, 20J/cm?;
(G) Amostra irradiadas por LED, 5J/cm?; (H) Amostra irradiada por LED, 10J/cm? (I) Amostra
irradiada por LED, 13J/cm?; (J) Amostra irradiada por LED, 15J/cm?; (L) Amostra irradiada por LED,
20J/cm?,
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Figura 16. Continuagéo

As velocidades de crescimento, na sua grande maioria apresentam-se negativas,
conforme esperado, pois as células morrem a uma taxa maior que excede a de producdo de
novas células, sendo que a taxa de mortalidade é em funcdo da populacdo viavel e das
caracteristicas do meio sem qualquer fonte de carbono. Adotou-se a taxa de mortalidade, para
avaliar a resposta fotobioldgica do metabolismo celular e consequente sintese de ATP, nas
amostras irradiadas.

No gréfico da figura 15A constatou-se que a taxa de mortalidade das amostras controle
foi de 0,2262 ht, sendo maior do que em qualquer das amostras irradiadas por LBP ou LED.
Averiguando as velocidades de decaimento das diversas amostras € nitida uma diferenciacdo
das taxas de mortalidade das amostras irradiadas por luz visivel em comparagéo com o controle,
sugerindo a veracidade da proposicdo de ativacdo do metabolismo celular do consorcio

microbiano através de luz visivel, destacando-se de forma clara a resposta obtida nas doses
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energéticas de 13 (figura 15D e 151) e 15 J/cm? (figura 15E e 15J) em ambas as fontes luminosas.
Como se observa na figura 15D e 15E as taxas de mortalidade das amostras irradiadas por LBP
nas doses energéticas de 13 e 15 J/cm? estdo muito proximas da inversdo para uma fase de
crescimento adaptativa, onde a producdo de novas células se equilibram com aquelas que
morrem, ou seja, o declive da reta de regressdo linear € muito proximo da nulidade.

Nas amostras irradiadas por LED nas doses energéticas de 13 (figura 151) e 15 J/cm?
(figura 15J) a producdo de novas celulas foi superior a taxa de mortalidade obtendo-se um
declive positivo, uma velocidade de crescimento de 0,0024 h e de 0,0049 h, sugerindo a
bioestimulag¢do dos micro-organismos através da radiagdo emitida no consoércio, desencadeando
um processo de producdo de novas células superior ao nimero de células mortas, como se pode
observar nas figuras 151 e 15J.

Observando as taxas de morte das amostras irradiadas com a dose energética de 5 J/cm?
(figura 15B e 15G), constatou uma taxa de mortalidade menor em comparagao com as amostras
controle, de qualquer forma os resultados obtidos sugerem uma resposta a emissao de luz visivel
menor do que as restantes doses em estudo, sendo que as amostras expostas a radiacdo de 10
Jlem? (figura 15C e 15H) na regido do vermelho, as velocidades de decaimento foram menores
em comparagao com as amostras controle e as irradiadas com 5 J/cm?, sendo efetivo para ambas
as fontes luminosas utilizadas. Verificou-se também, que os resultados obtidos nas amostras
irradiadas com a dose energética de 20 J/cm? (figura 15F e 15L), demonstraram um aumento
das taxas de mortalidade em comparaco com a dose energética menor de 15 J/cm?, sugerindo
uma tendéncia de declividade negativa mais acentuada a partir desta dose energética.

Segundo KARU (2010), os fotoaceptores envolvidos no processo de bioestimulacao sdo
enzimas terminais da cadeia respiratéria: citocromo ¢ oxidase e o citocromo bd oxidase em
células procaridticas de Escherichia coli no caso da radiacdo na regido do vermelho ao
infravermelho préximo. Vale salientar que condi¢des experimentais podem interferir no estado
de oxidacdo/reducdo do citocromo c oxidase que s participa na acdo de fotoaceptor primario
quando esta na sua forma intermediaria.

Para desenvolver-se um processo de biomodulacdo é necessario que o fotoaceptor
represente uma estrutura chave, capaz de regular uma via metabolica, como por exemplo 0s
componentes da cadeia redox (ALBERTS, 2004).

Neste estudo constatou-se a existéncia de processos bioestimulatorios desencadeados
pela acdo de luz no espectro visivel, na banda espectral do vermelho, laser (A660 nm) e LED
(A632+2 nm) no consorcio termo-celulolitico. Tendo como hipbtese mais promissora para as

moléculas envolvidas na absorc¢ao da luz, enzimas da cadeia respiratoria como o citocromo ¢
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oxidase (sitios de cobre redox ativos Cuae Cug) ou a oxidase alternativa, citocromo bd oxidase,
caracterizada pela alta afinidade ao oxigénio, ambas com metais em seu grupo prostético
propicios a assumir um estado eletrdnico excitado a partir do qual, em certas circunstancias,
podem levar a efeitos bioldgicos primarios (aumento de ATP). Sabendo que o sitio heme Cua
reduzido tem como espectro de absor¢do 6timo 620 nm e o sitio heme Cug oxidado o pico do
espectro de absorgdo em 680 nm, para desencadear um aumento de proliferacéo celular (KARU;
KOLYAKOQV, 2005; DIAS, 2009).

As mudancas quimicas ou fisicas primarias conseguidas pela radiacdo luminosa nas
moléculas fotoaceptoras sdo seguidas por uma cascata de reacdes bioquimicas secundarias.
Estas reacOes ocorrem na auséncia de luz, podendo acontecer apds horas ou dias da emissdo da
irradiacdo (DEVLIN, 2003). O processo € complexo e de grande abrangéncia, podendo a cadeia
respiratoria controlar todo 0 mecanismo de homeostase celular, por exemplo através da emissao
da radiacdo é possivel alterar o pH e o estado redox da célula. Para além da enzima
transportadora antiporte Na*/H ¥, outros carreadores de ions, cation sddio (Na*), cation potassio
(K*), enzima ATPase e enzimas que controlam niveis de AMPciclico em uma célula sdo
também ativados pela irradiacdo e outras respostas secundarias a irradiacdo podem surgir na
membrana plasmatica (KARU; KOLYAKOV, 2005; DIAS, 2009). As reacOes inerentes a
emissdo de luz que desencadeiam respostas bioldgicas estimulatorias sdo vastas e influenciam
uma grande parte do metabolismo da célula, culminando com o aumento da proliferacéo celular.

Plotaram-se os graficos da velocidade de decaimento versus as doses energéticas
irradiadas (figura 16) com a finalidade de determinar qual das doses estudadas desenvolveria
uma melhor resposta para uma efetiva bioestimulacdo. Constatou-se através dos mesmos, que
em ambas as fontes emissoras de luz utilizadas as doses energéticas que sugerem uma resposta
mais eficaz a bioestimulacdo s&o as de 13 J/cm? e a de 15 J/cm?. Sendo assim, determinou-se
0s veértices das fun¢des quadraticas obtidas para cada uma das fontes luminosas utilizadas, para
indicar-nos qual seria a melhor dose a ser utilizada para a biomodulacdo do consércio a ser
inoculado no processo de compostagem das fibras de coco verde. O vértice da linha de
tendéncia polinomial (fungdo quadratica) cujas radiacdes foram efetuadas com LBP situa-se no
ponto (13,285, -0,025), enquanto o determinado para as radiacdes elaboradas com LED
localiza-se no ponto (13,26, -0,0102).
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Figura 17. Taxas de mortalidade versus dose energética emitida. (A) Amostras irradiadas por laser; (B)
Amostras irradiadas por LED.

Sendo assim, através da determinacdo dos vértices da funcdo quadratica torna-se mais
evidente que a dose energética que propiciou uma melhor resposta estimulatéria foi a de 13
Jlcm?, em ambas as fontes de luz estudadas. Por outro lado, a quantificacio celular realizada ao
longo do tempo, indica que apds a Gltima irradiacdo, as amostras expostas a dose energética de
13 J/em? demonstraram um niimero de células vidveis superiores as amostras irradiadas com a
dose de 15 J/cm?, constatando-se que nesse periodo todas as amostras expostas a radiacdo nas
diferentes doses energéticas apresentaram diferenca estatistica significativa, quando

comparadas as amostras controle.
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5.6 AVALIACAO DA CAPACIDADE DO CONSORCIO ATIVADO POR LBP OU LED, DE
CATALISAR O PROCESSO DE COMPOSTAGEM

5.6.1 AERACAO

A aeracdo favorece a oxigenacao, secagem e diminuicdo do volume do material a ser
compostado, a partir do fornecimento de oxigénio para atividade microbiolégica, remocgédo da
umidade da massa em compostagem e remocdo do calor, diminuindo a temperatura da
biomassa.

Ao longo do periodo de compostagem, a aeracdo foi realizada de trés em trés dias e a
concentracéo de oxigénio situou-se entre 18,2 % e 20,8 % (figura 17), o que sugere uma elevada
atividade microbiana e consequente oxidacao da matéria organica. A concentracdo de oxigénio
até as 144 h de processamento teve uma maior amplitude de variagdo, estabilizando a partir
deste momento, nos valores em torno de 20 %, apresentando a leira controle valores mais

elevados e uniformes neste ultimo periodo.
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Figura 18. VariacGes de aeracdo ao longo do experimento.

Ge et al. (2006), afirmou que durante o processo de compostagem aerdbica, quanto
maior for a exposi¢do do material orgédnico ao oxigénio, maior sera a sua velocidade de
decomposicéo e estudos realizados por Sundberg (2005), consolidam os resultados obtidos,
indicando que valores elevados de taxas de arejamento no inicio do processo resultam em um

aumento da atividade microbiana, pH e formam um composto final mais estavel.
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Os autores Berth et al. (2007); Heberts et al. (2005); Haug, (1993), indicam uma
concentracdo de oxigénio minima de 5% para assegurar as condi¢des de aerobiose do processo
e uma faixa considerada ideal de O> de 5% a 15%, sendo que a escassez de oxigénio nas leiras
de compostagem desenvolve processos anaerdbios, acidificacdo da biomassa e o composto final
obtido sera de baixa qualidade.

De uma forma geral, verificou-se que desde o inicio do processo até ao tempo de 144 h,
as leiras revelaram uma instabilidade maior nas concentracdes de oxigénio, periodo este, que
se registrou temperaturas mais elevadas, sugerindo uma atividade microbiana mais acentuada,
precedendo uma fase mais estavel, mas com concentragdes ainda elevadas de oxigénio em todas

as leiras (a rondar os 20 %).

5.6.2 TEMPERATURA

Através da andlise dos valores obtidos de monitoramento diario da temperatura
constatou-se uma tendéncia crescente, desde as primeiras horas do processo tendo-se atingido
0 pico mais alto na leira controle (leira 01) e na leira inoculada com o consorcio termo-
celulolitico exposto a radiacéo por LBP (leira 03), ao final de 48 h do processo, enquanto que
na leira inoculada com o consoércio exposto a emissdo de luz visivel LED (leira 02) o pico
maximo atingiu-se ao final de 72 h do inicio do processo de compostagem, como se pode
verificar através do grafico da figura 18. Obtendo-se nas diversas leituras efetuadas,
temperaturas da ordem dos 70 °C na leira 03, da ordem dos 68 °C na leira 02, sendo que a leira
01 teve como temperatura maxima 58 °C, registrando-se temperaturas ambiente, nesta fase do
experimento entre 26,4 °C a 27 °C (praticamente 1/3 das temperaturas atingida nas leiras 02 e
03).
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Figura 19. VariacGes de temperatura ao longo do experimento.
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Sendo a temperatura um dos fatores que determina a velocidade dos processos
microbioldgicos envolvidos e exerce uma selecdo da evolucdo da microbiota existente no
processo, 0 aumento de temperatura verificado nas primeiras horas, em todas as leiras,
culminando com os picos maximos em 48 h e 72 h é resultado da inoculacdo do consoércio
termo-celulolitico, ocasionando uma catélise do processo de compostagem, antecipando assim
a fase termofila. Este foi um dos propositos deste estudo visto que a finalidade foi a degradacéo
dos polissacarideos constituintes da biomassa como a celulose, hemicelulose e lignina cuja a
degradacéo requer intensa liberacdo de enzimas extracelulares frequentes na fase termofila do
processo.

Fernandes e Silva, (1996) observaram que temperaturas nas leiras de compostagem, da
ordem de 40-60 °C no segundo ou terceiro dia é sinal de que o ecossistema se encontra
equilibrado, respeitando os varios parametros fisico-quimicos propicios ao desenvolvimento de
uma atividade microbiana intensa. Por outro lado, Pires (2013) afirma que temperaturas internas
nas células de compostagem acima de 70 °C ndo é recomendado pois pode desenvolver
processos de volatilizacdo de aménia.

Como se pode observar na figura 18 os picos de temperatura nas leiras 02 e 03 foram
idénticos (65 °C) e por sua vez superiores ao da leira 01 (53,3 °C), complementando a proposta
que ambas as fontes de luz visivel emitidas aos inoculos desenvolveu a bioestimulacdo da
atividade microbiana. Posteriormente verificou-se um decréscimo das temperaturas nas trés
leiras em simultaneo culminando em 36 °C, ao final de 120 h, registrando-se neste momento
uma temperatura ambiente de 25,8 °C.

E de relevancia salientar que segundo Sanchuki (2011), a sanitizacio do material a
compostar foi alcangada, pois 0 processo manteve-se com temperaturas préximas de 55 °C por
trés dias consecutivos, eliminando agentes patogénicos assim como larvas, insetos e ovos de
parasitas, ervas daninhas e sementes de plantas.

Apobs cinco dias de compostagem acompanhou-se um acréscimo dos valores de
temperatura nas trés leiras por 24 h até atingir-se 144 h do processo. Mais uma vez se verificou
valores de temperatura mais elevados para as leiras 02 (55 °C) e 03 (52 °C) em comparagdo com
o valor obtido na leira controle (47 °C). Em seguida, observou-se um decréscimo nas varias
leiras, tendo as leiras 02 e 03 como ponto de inflexdo o tempo de 168 h, temperatura a rondar
0s 40 °C, registrando-se na leira controle a continuidade de decréscimo dos valores de
temperatura obtidos. Apds este momento os declives da curva sdo contrarios, tendo as leiras 02
e 03 uma inclinacgdo positiva contréria a leira controle. Posteriormente as temperaturas das leiras

com inoculo exposto a radiagdo visivel decrescem culminando com a temperatura de 37 °C e
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36 °C. A partir das 216 h do processo, pela primeira vez, obteve-se valores de temperatura na
leira controle maiores do que os obtidos nas leiras 02 e 03, até atingir-se o tempo de 250 h,
invertendo-se neste momento os declives das curvas representativas de cada leira, retomando
assim a tendéncia demonstrada ao longo do acompanhamento do processo de compostagem.

Atraveés da analise estatistica pelo método de variancia simples (ANOVA), com o teste
de Tukey, com 95% de confianca, considerou-se como resultado estatisticamente significante,
quando se obteve um p < 0,05.

Sendo assim, comparando os resultados de temperatura nas trés leiras, ao longo do
processo de compostagem verificou-se significancia estatistica para a leira inoculada com luz
visivel emitida por LED, relativamente a leira controle, nos seguintes tempos de
monitoramento: 72 h, 144 h, 192 h e 264 h, enquanto que a leira inoculada com o consorcio
irradiado por LBP registrou valores significativos versus a leira controle, nos tempos de
monitoramento de 48 h, 144 h, 192 h e 264 h.

Os valores de temperatura obtidos durante o experimento e o periodo de seus picos
maximos, sugerem que a adicdo de inoculo em todas as leiras pode ter contribuido para a
antecipacdo da fase térmofila e para que se tenha mantido por um periodo relativamente longo,
demonstrando uma intensificacdo de degradacdo do residuo por parte da microbiota termo-
celulolitica adicionada. Para além disso verificou-se um aumento da temperatura significativo
nas leiras que foram tratadas com o indculo exposto a emisséo de luz visivel sugerindo assim o
processo de bioestimulacdo desencadeado pelos fotoaceptores presentes no consércio termo-

celulolitico.

5.6.3 UMIDADE

No geral, a umidade registrada no experimento foi elevada, considerando a faixa citada
por Oliveira et al. (2008); Pires, (2013), de 50 % a 60 % como sendo a ideal para o bom
desempenho do bioprocesso de compostagem. Verificou-se nas primeiras 72 h valores de
umidade interna entre 70 % a 82 %, pertencendo o registro mais elevado a leira controle (figura
19), podendo estes valores serem um reflexo da elevada umidade inicial do coco verde, em
torno de 79,43 % (FRANCISCO, 2015).

Os valores obtidos de umidade interna durante o periodo de 72 a 168 h de processamento
estiveram entre 60 % e 78 % nas leiras em avaliacdo, observando-se valores superiores na sua

grande maioria do intervalo, na leira 02, com excecdo para o tempo de 120 horas. No tempo
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monitorado as 192 h verificou-se um dos valores mais baixos da leira 02, registrando-se uma
umidade de 46%, contrariando os valores observados na leira controle (70 %) e na leira 03 (74
%). A partir deste momento ambas as leiras registraram um decréscimo de umidade até ao final
do monitoramento, obtendo-se uma umidade final na leira controle de 40%, na leira 02 de 42
% e na leira 03 de 46 %.
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Figura 20. Variacdo de umidade interna nas trés leiras, ao longo do experimento.

Os valores verificados de umidade interna foram superiores ao esperado, tendo-se
constatado uma tendéncia decrescente ao longo do bioprocesso, com maior visibilidade a partir
das 192 horas de compostagem (leira 01 e 03), 0 que se torna aceitavel, pois segundo Sundberg
(2005), o gas remove agua do composto em forma de vapor, fenémeno que desempenha um
papel importante no arrefecimento da pilha quando atinge temperaturas muito elevadas. Por
outro lado, estudos executados por Manios (2004) apresentaram diferentes valores de umidade
para cada tipo de residuo indicando como umidade 6tima para a compostagem de residuos de
casca, valores de 60 % a 70 %, sugerindo assim, os resultados obtidos como cabiveis.

A umidade ambiente foi também um dos parametros a ter em conta, podendo ser
influente na umidade da biomassa durante o processo. Ao longo do periodo de compostagem a
umidade ambiente situou-se entre 39 % e 75 % (figura 20), o que sugere a possibilidade de ter

influenciado os teores de umidade interna registrados da biomassa ao longo do experimento.
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Figura 21. Variagdo de umidade ambiente nas trés leiras, ao longo do experimento.

E importante equacionar que as leiras foram arejadas de trés em trés dias, para obtencéo
de niveis de oxigénio necessarios para o desenvolvimento da microbiota essencial ao processo,
desenvolvendo um arrefecimento do composto e consequentemente uma reducdo da umidade
interna. Sundberg, (2005), afirma que o equilibrio entre a 4gua e o oxigénio é complexo em um
sistema de compostagem pelo fato de o gas remover a agua do processo, visto que a mesma se
evapora tornando praticamente impossivel manter o mesmo teor de umidade por longos
periodos de tempo, sendo a evaporacdo o principal meio de arrefecimento das células de
compostagem. Constatou-se que 0s niveis mais elevados de umidade interna obtidos (48, 72 e
144 h) sobrepGem-se aos periodos onde se registrou as maiores determinacdes de temperatura,
evidenciando uma decomposicdo microbiana do residuo durante este periodo e
consequentemente um nivel de umidade considerado aceitavel para a atividade da microbiota

presente na biomassa.

5.6.4 POTENCIAL HIDROGENIONICO

O monitoramento diério do pH, demonstrou valores a rondar o pH neutro desde o inicio
do processo, registrando-se na leira controle e na leira 02 valores idénticos de 6,8, enquanto na
leira 03 o pH inicial foi mais alcalino registrando o valor de 7,63 (figura 21). Sugerindo que a
correcdo nutricional efetuada equilibrou a biomassa permitindo que a acdo microbiana possa
ser desempenhada na sua totalidade. Sanchez-Monedero et al. (2001), compostaram uma

mistura de bagaco de sorgo com casca de pinheiro enriquecida com 1 % de ureia, tendo
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constatado que a répida hidrolise da ureia levou ao rapido aumento de pH em poucas horas.
Estudos efetuados por Almeida et al. (2012), indicam que o processo de compostagem pode ser
desenvolvido em uma ampla faixa de pH entre 4,5 e 9,5 uma vez que 0S micro-organismos
crescem melhor, pois a maioria das enzimas encontram-se ativas nesta faixa de pH.

Posteriormente assistimos a um acréscimo dos valores de pH nas trés leiras, surgindo o
pico maximo na leira 03 (7,92), as 24 horas de processamento, sendo que as duas outras leiras
registraram o seu pico maximo ao final de 48 horas do processo, tendo a leira 02 atingindo o
valor de 8,18 e a leira controle de 7,73. Verificando-se neste periodo temperaturas préximas 60
°C, 0 que desenvolve a microbiota termofila.

Fernandes e Silva (1996) afirmam que a fase térmofila é acompanhada de réapida
elevacdo do pH, que se explica pela hidrélise de proteinas e liberacdo de amdnia, tornando o
pH alcalino. Visto que todas as leiras foram inoculadas com o consorcio termo-celulolitico os
resultados obtidos de pH, no inicio do experimento refletem junto com os valores de
temperatura uma antecipacdo da fase térmofila do processo, ou seja, uma catélise do
processamento da biomassa.

A partir das 48 h observou-se um decréscimo em simultaneo das trés leiras até as 120 h
do processo, registrando-se pH idénticos na leira controle (6,26) e na leira 02 (6,35) enquanto
que a leira 03 obteve o valor de 6,6. A partir deste momento os valores de pH das trés leiras
apresentam variaces pequenas até ao pico minimo de cada leira (240 h), onde a leira controle
registra o valor minimo de 5,34 a leira 02 apresenta o valor de 5,9 e a leira 03 o resultado de
6,32. Como se pode observar a leira controle apresenta um valor mais baixo de pH (figura 21).

De uma forma geral, os valores de pH registrados sugerem as condigdes ideais ao
processo de compostagem, pois situam-se na faixa exigida por micro-organismos que
participam do bioprocesso, apresentando as leiras inoculadas com o consorcio tratado por
emissdo de luz visivel em grande parte do experimento valores mais alcalinos de pH em
consonancia com os valores de temperatura obtidos, 0 que sugere uma atividade microbiana

maior.
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Figura 22. VariacGes de pH ao longo do experimento.

56.5 QUANTIFICACAO DE Nitrosomonas

Cerca de 98% do nitrogénio presente no solo esta associado a matéria organica, através
dos micro-organismos nitrificantes presentes na compostagem 0 nitrogénio organico
transforma-se em nitrogénio amidico e depois em nitrogénio amoniacal, aumentando assim o
pH, pela reacéo alcalina caracteristica da amonia. Nitrosomonas e Nitrobactérias transformam
esse nitrogénio amoniacal em nitrato, produto final do nitrogénio organico. No final da
compostagem todo o nitrogénio organico devera estar mineralizado na forma de nitrato.

Com o objetivo de quantificar as Nitrossomonas empregou-se a técnica de tubos
multiplos e sua determinacdo foi através do NMP, tornando-se mais uma ferramenta para
monitorar o processo de degradacao do residuo e avaliar com mais precisdo a capacidade de
bioestimulacéo da luz visivel emitida nos inoculos das leiras 02 e 03.

Nas primeiras 24 h observou-se a presenca de Nitrossomonas apenas na leira 03 (tabela
7), refletindo a existéncia de nitrogénio amoniacal através do elevado pH registrado (7,92). A
geracdo de amodnia é considerada como indicador da atividade biologica em residuo com alto
teor de nitrogénio (PAGANS et al. 2005), contudo o residuo de coco verde tem uma relacédo
C/N elevada (60/1), provavelmente a ureia que foi adicionada para balanco de massas seja a
responsavel pela geragdo de amonia, no inicio do processo na leira 03. De uma forma geral, a
leira 03 teve um crescimento do numero de Nitrossomonas até as 120 horas de monitoramento,
observando-se de qualquer forma, a presenca reduzida destes micro-organismos as 144 horas.
Esta atividade microbiana € observada nos valores de temperatura obtidos durante este periodo,

refletindo-se posteriormente em uma diminuigéo dos valores de pH registrados, a partir das 216
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horas, propondo que o nitrogénio amoniacal foi transformado em nitrito através da agdo das
Nitrosomonas, identificadas durante o processo de compostagem.

Tabela 7 - Quantificagdo de Nitrosomonas ao longo do processo de compostagem. Leira 01- leira
controle; Leira 02 — inoculo irradiado por LED; Leira 03- inoculo irradiado por LBP.

TEMPO LEIRA 01 LEIRA 02 LEIRA 03
(horas) (NMP/qg) (NMP/qg) (NMP/qg)
0 <30 <30 1,5x102
24 <30 <30 2,1x102
48 2,4x10° 2,1x102 2,1x102
72 <30 2,4x10° 3,5x102
96 <30 <30 1,5x102
120 1,5x10? 1,2x103 1,1x10°
144 2,4x10° 2,4x10° 9,3x102
168 1,1x10° <3,0 <30
192 1,5x10? <3,0 <30
216 <30 <30 <30
240 <30 <30 <30
264 <30 <30 <30

Nas leiras controle e 02, verificou-se a presenca de Nitrossomonas as 48 h de
processamento, tendo-se registrado neste periodo elevados valores de pH e de temperatura em
ambas as células, observando-se na leira controle a presenca destes micro-organismos até uma
fase mais tardia, 192 horas, representando uma degradacgéo do residuo mais lenta, em relagdo a
leira 02 e 03. Constatou-se que nas leiras 02 e 03 nos Ultimos cinco monitoramentos ndo houve
presenca expressiva de Nitrosomonas, sugerindo que o nitrogénio orgénico deverd estar na
forma de nitrito ou na sua forma mais mineralizada de nitrato, valorizando o composto final
obtido.

5.6.6 QUANTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS CELULOLITICOS

A quantificacdo dos micro-organismos celuloliticos foi efetuada utilizando-se a técnica

de tubos multiplos e revelada atraves da descoloracdo do DCPIP, sugerindo sua oxidacéo.
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Pelos resultados apresentados na tabela 8, pode-se constatar, que o nimero de micro-
organismos celuloliticos foram superiores nas leiras em que o inoculo foi exposto a radiacdes
visiveis no espectro vermelho, comparativamente a leira controle inoculada apenas com o
consorcio sem qualquer emissdo de luz, com excecao para o Ultimo monitoramento efetuado
em que as leiras se encontravam com uma comunidade microbiana mesofila. Essa diferenca é
notoria desde o primeiro monitoramento realizado, sugerindo autenticidade a hipotese
levantada neste trabalho sobre o potencial de bioestimulacdo da luz visivel no metabolismo
celular do consdrcio, comprovando assim, a existéncia de fotoaceptores capazes de absorver 0s

fétons emitidos provocando uma transformacéo na atividade funcional e metabolica da célula.

Tabela 8 - Quantificagdo de micro-organismos celuloliticos ao longo do processo de compostagem.
Leira 01- leira controle; Leira 02 — inoculo irradiado por LED; Leira 03- inoculo irradiado por LBP.

TEMPO LEIRA 01 LEIRA 02 LEIRA 03
(horas) (NMP/g) (NMP/g) (NMP/g)
0 > 2.4x10° > 2.4x10° > 2.4x10°
24 > 2.4x10° > 2.4x10° > 2.4x10°
48 > 2.4x10° > 2.4x10° > 2.1x10%°
72 > 2.4x10° > 2.4x10° > 2.4x10°
96 > 2.4x10° 1,1x10%° > 2.4x10°
120 > 2.4x10° 4,5x101° > 2,4x10°
144 > 2.4x10° > 2.4x10° > 2.4x10°
168 > 2.4x10° > 2.4x10° 2,1x1010
192 3,0x108 2,8x10° 7,0x10°
216 4,0x108 2,1x10° 2,4x10%0
240 7,0x108 2,8x10° 1,1x10%0
264 4,0x107 9,0x10° 2.1x10°

Os valores quantificados de micro-organismos celuloliticos, nas leiras em que o inoculo
foi exposto a radiacdo por luz visivel, mantiveram-se constantemente elevados em todos os
pontos monitorados, com a excecdo para o Ultimo registro realizado (264 h), observando-se
uma diminui¢do em todas as leiras supervisionadas, com maior magnitude nas leiras 02 e 03.
Na leira controle verificou-se um aumento do nimero de micro-organismos celuloliticos mais
tardio, ocorrendo no periodo de 192 a 240 horas, registrando-se, neste momento, temperaturas

que desenvolvem a microbiota mesofila, ou seja, ndo correspondendo ao periodo que se obteve
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temperaturas mais elevadas, de 48 a 72 horas, propicias a colonizacdo de uma microbiota
termdfila, sugerindo assim, uma possivel proliferagdo de outros micro-organismos
responsaveis pela atividade metabolica ocorrida e consequente temperatura obtida.

Nas leiras inoculadas com o consorcio irradiado por luz visivel € nitido uma antecipacéo
da comunidade microbiana termdfila para os primeiros dias de compostagem (48 e 72 horas),
diminuindo o periodo inicial de laténcia e estimulando a degradagdo das macromoléculas mais
complexas presentes na biomassa, desde o inicio do processo. Por outro lado, 0os micro-
organismos celuloliticos mantiveram-se constantes e disponiveis no processo por um longo
periodo de tempo, podendo refletir uma atividade metabdlica considerada estavel e duradoura.

Goyal, Dhull & Kapoor (2005), afirmam através de estudos das atividades das celulases
e xilanases, que a celulose e hemicelulose sdo ativamente degradadas durante os primeiros 60
dias no caso da compostagem tradicional, constatando um aumento da atividade das celulases
ao longo do processo até se atingir o seu pico maximo aos 30 dias, seguido de um periodo de
declinio entre 30 a 60 dias. Neste experimento, as leiras com o inoculo tratado com emissdo de
luz, obtiveram a populacdo mais alta nos primeiros dias, portanto muito mais cedo em relacéao
ao constatado pelos autores supracitados, sugerindo um aumento da velocidade de
decomposicdo dos substratos, provavelmente pela capacidade de catalise dos inoculo
adicionados. Segundo Lei & VanderGheynst (2000), o gerenciamento do processo de
compostagem através da adicdo de micro-organismos especificos pode ser uma alternativa para
aumentar a velocidade de decomposicdo dos substratos. Sendo assim, através da emissao de luz
no espectro vermelho pretendeu-se bioestimular os micro-organismos do consércio, resultando
em um incremento de ATP, capaz de melhorar o poder de catalise do inoculo termo-celulolitico
adicionado nas leiras 02 e 03.

5.6.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA MEDIANTE DESCOLORACAO
COM VERMELHO CONGO

Ap0s o periodo de incubagdo de 24 h das amostras em meio sintético CMC 1 % e
descoloracdo com vermelho congo, observou-se a existéncia de formacéo de halos nos cultivos
das amostras coletadas das trés leiras em estudo ao longo do tempo de compostagem. Avaliou-
se os primeiros dias de compostagem, pois foi nesse periodo que se constatou uma temperatura
das leiras mais elevadas, propondo uma atividade microbiana mais intensa.

A formacdo de halos em placas de agar com CMC resulta na clivagem da

carboximetilcelulose em fragmentos menores que celohexose, a qual o vermelho congo néo se
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liga. Estes fragmentos pequenos séo dispensados da placa na hora da lavagem, visto que o
corante vermelho congo permanece ligado apenas as regides onde existem ligagdes B-1,4
glicidicas. Segundo Wood (1980), apenas a atividade da endoglucase pode ser esperada para
produzir zonas de hidrdélises. Estudos realizados por Theather; Wood (1982) demonstram uma
forte interagdo do vermelho congo com polissacarideos (B 1-4) ligado em unidades D-
glucopiranosil fornecendo a base para um ensaio sensivel para a deteccdo de col6nias de
bactérias produtoras de celulase. Sendo estas, as que mais se destacam na hidrdlise da celulose,
biocatalisadores especificos que atuam em sinergia para a liberacdo de acUcares, resultando na
producéo final de glicose.

De uma forma geral, os indices enziméticos determinados ao longo dos primeiros dias
de compostagem acompanharam os valores registrados de temperatura. Observou-se, através
da tabela 9, que os valores médios dos indices enzimaticos obtidos nas leiras irradiadas por luz
visivel foram sempre superiores aos registrados na leira controle. Esta registrou o maior valor
de atividade celulolitica as 24 horas de processamento da biomassa, sendo provavelmente

devido ao consorcio termo-celulolitico adicionado no inicio do processo.

Tabela 9 - indices de atividade celulolitica ao longo do tempo. Leira 01- leira controle; Leira 02— inoculo
irradiado por LED; Leira 03- inoculo irradiado por LBP.

TEMPO MEDIA DOS INDICES ENZIMATICOS (mm)
(horas) LEIRA 01 LEIRA 02 LEIRA 03
0 Sem halo visivel Sem halo visivel Sem halo visivel
24 0,44 0,52 0,48
48 0,40 0,55 0,58
72 0,38 0,59 0,55
96 0,36 0,42 0,42
120 0,33 0,35 0,36

Por outro lado, as leiras em que o inoculo foi exposto a radiacdo no espectro visivel
apresentaram desde as primeiras 24 horas indices enzimaticos superiores comparativamente a
leira controle (figura 22), refletindo as temperaturas registradas e sugerindo uma velocidade de
degradacdo maior em comparacdo com a leira controle. Embasando a hipotese da
bioestimulagdo provocada pela emisséo de radiagdo no espectro vermelho a que os inoculos

foram sujeitos.
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Figura 23. Halos de hidrolise apds coloragdo com vermelho congo, nas amostras coletadas ao final de
24 h de processamento. (A) Leira controle; (B) Leira com inoculo exposto a radiacdo por LED; (C) Leira
com inoculo exposto a radiacéo por LBP.

Observou-se um decréscimo de atividade celulolitica em todas as leiras nas determinagdes
realizadas das amostras coletadas ao final de 120 h de processamento, vivenciando neste momento uma
microbiota meséfila, propria das temperaturas registradas neste periodo.

E de realcar que a visualizacdo do halo depende de varios fatores, além da composicédo
do meio de cultura. Algumas substancias quimicas podem interferir no corante proporcionando
falso-positivos, ou ainda provocar sua precipitacdo ou inibir a ligacdo deste aos polissacarideos
(CASTRO, 2006).
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6. CONCLUSAO

6.1 CONCLUSAO GERAL

Diante do abordado neste trabalho foi possivel concluir-se atraves da anélise da resposta
microbiana que a emissdo de luz LBP ou LED no espectro vermelho desenvolveu um processo
de fotobioestimulacdo no consorcio termo-celulolitico, indicando modificacdes geradas pelo
aumento do aporte energético celular provido pela radiacdo na cadeia respiratoria bacteriana.
Verificou-se também que a resposta celular a fotobioestimulagdo ndo estd associada as
propriedades especificas da luz Laser, como a coeréncia.

O acompanhamento dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos ao longo do
processo de compostagem demonstraram gue as leiras inoculadas com o consércio exposto a
emissdo de luz LBP ou LED na regido do vermelho promoveu o desenvolvimento de
temperaturas mais elevadas e uma fase termofila antecipada e mais longa, para além de se
constatar um aumento da atividade microbioldgica desencadeando um aumento da velocidade
dos processos microbianos e do processamento das fibras de coco verde. A bioestimulacdo do
indculo através de LBP ou LED no espectro vermelho, proporcionou um aumento do poder de
catélise da degradacdo das fibras de coco verde, representando uma maior eficacia e aumento
da viabilidade econdmica do processo.

6.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

6.2.1 ESTUDO DO EFEITO DA APLICAGAO DE RADIAGAO LBP OU LED NO
METABOLISMO DO CONSORCIO TERMO-CELULOLITICO

a) No estudo de uma Unica aplicacdo de radiacdo LBP (A660 nm) ou LED (163242 nm)
no consércio microbiano termo-celulolitico constatou-se um aumento na proliferacdo

microbiana nas amostras irradiadas por ambas as fontes luminosas.

b) O método de microscopia de fluorescéncia revelou conformacgdes coesas e bastante
agregadas de micro-organismos formando biofilme, nas amostras expostas a radiagcdo LBP ao
final de 48 h de sua aplicacdo. Julga-se ser de relevancia, a realizacdo de novas pesquisas de
forma a explorar este processo biolégico, pois podera vir a fornecer dados fundamentais para

outros estudos.
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¢) A simulagéo da desordem funcional pela auséncia de nutrientes propicia a ocorréncia
e a determinacdo de alteragdes metabdlicas celulares, obtendo-se uma resposta bioldgica
estimulatoria de crescimento celular significativa do consorcio, a partir da terceira emissao de
radiacdo LBP (A660 nm) ou LED (A632+2 nm) em relagdo as amostras controle. Sugerindo que
0 numero de exposicOes desenvolve diferentes efeitos nos croméforos, podendo estimular a
macromolécula a alterar a sua geometria, assim como transferir energia aos elétrons,
desencadeando o processo de sintese de ATP na célula (CHAVANTES et al., 2009). Por outro
lado, a cascata de reacOes bioquimicas desencadeadas pelas alteracfes primarias provocadas
pela radiacdo através do fotoaceptores podem acontecer apds horas ou dias da emissdo da

irradiacao.

d) Em ambas as fontes emissoras de luz utilizadas a dose energética que propiciou uma
resposta mais eficaz a fotobioestimulagio foi de 13 J/cm?.

e) A resposta bioldgica através de uma Unica aplicacdo em ambas as fontes luminosas
foi menor comparativamente com a emissdo de aplicacOes sucessivas de radiacdo com

intervalos de tempo de 12 h, utilizando comprimentos de onda iguais na regido do vermelho.

f) A resposta celular a fotobioestimulacdo néo esta associada as propriedades especificas

da luz Laser, como a coeréncia.

6.2.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DO CONSORCIO ATIVADO POR RADIACAO
LBP OU LED, DE CATALISAR O BIOPROCESSO DE COMPOSTAGEM

a) A maior proliferacdo do nimero de micro-organismos celuloliticos nas leiras de
compostagem, no inicio do processo, comprovaram que a radiagdo visivel emitida ao consorcio

em ambas as fontes luminosas, estimularam o seu crescimento.

b) Os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos ao longo do processo de
compostagem demonstraram que as leiras inoculadas com o consoércio exposto a radiagdo

visivel desenvolveram um ecossistema equilibrado, evidenciando temperaturas mais elevadas
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por um longo periodo, determinando uma intensa atividade microbiana celulolitica, culminando

com a catélise do bioprocesso de degradacgdo das fibras de coco verde.
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APENDICE A - Estudo da influéncia de privacdo de nutrientes em diferentes
porcentagens de fonte de carbono

Grafico de analise estatistica ANOVA, comparando o comportamento de diferentes
porcentagens de fontes de carbono ao longo do tempo.
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Graficos de anélise estatistica ANOVA, comparando o nimero de células por mL em alguns
dos tempos monitorados em diferentes porcentagens de fontes de carbono: (A) 52 horas; (B) 56
horas; (C) 60 horas; (D) 64 horas.
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APENDICE B — Comparacdo dos resultados estatisticos (ANOVA) das diferentes
doses energéticas estudadas, apds a terceira exposi¢do de emissdo de luz visivel no consorcio
termo-celulolitico em estresse nutricional, utilizando as fontes de luz: LBP ou LED. (A) 44 h
de privagéo nutricional; (B) 56 h de privacao nutricional; (C) 68 h de privagéo nutricional; (D)
80 h de privacgéo nutricional;

*Significancia
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APENDICE C - Resultados dos parametros fisico-quimicos obtidos no monitoramento
das leiras de compostagem, ao longo do tempo.

Leira 01 - controle, inoculada com o consércio sem qualquer exposicédo a luz.
Leira 02 - inoculada com o consorcio exposto a emisséo de luz visivel LED.
Leira 03- inoculada com o consércio termo-celulolitico exposto a radiacdo por LBP.

Concentracao de Oxigénio (%)

Tempo Leira 01 Leira 02 Leira 03
(Jlcm?)
0 20,8 20,8 20,8

24 20,8 20 19
48 19,4 18,2 19,7
72 18,76 20,2 19,7
96 19,8 19,8 19,8
120 19,3 20,1 18,7
144 20,8 20,8 20,8
168 20,7 20 20
192 20,7 20 20
216 20,6 19,5 20,3
240 20,5 19,5 20
264 20,5 20,5 20,5

Média de Temperaturas (°C)

Tempo Leira 01 Leira 02 Leira 03
(Jlcm?)
0 43 41 44

24 52 55 55
48 53 59 65
72 50 65 62,66
96 47 49 50
120 36 36 36
144 47 55 52
168 39 41 39
192 31,666 44 44
216 36 37 36
240 35 33 32

264 34 38 39




APENDICE C - Continuacio

Umidade Interna (%)

0 73,3 77,87 77,2

48 76 69,6 74,2

96 64 76 60

144 76 78 72

192 70 46 74

240 42 50 48

Potencial Hidrogenidnico

0 6,8 6,82 7,63

48 7,73 8,18 7,86

96 6,61 7,23 7,02

144 7,36 7,25 7,32

192 7,08 7,16 6,73

5,9

99
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APENDICE D — Comparagéo de resultados obtidos, através do método ANOVA, das
temperaturas nos varios tempos monitorados nas leiras de compostagem.
*Significancia
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A

APENDICE D - Continuagao
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APENDICE E - Procedimento de Leitura e calculo do NMP

Para o calculo do NMP:
1- Ver combinacao dos 3 ultimos tubos positivos;
2- Procura o valor do NMP na tabela;

3 — Multiplicar pelo fator de diluicéo referente ao antepenultimo da combinagao dos trés tubos
positivos, ver figura 1.

Figura 1.

ImL | .
T ImL Iml Iml Iml ImL
1

AN TAVAYAVAVA

i A
el TINvui
W L] YUV

i . a 60°C ! ' ; : | :
! 10—2 1109 4 5 dias 1101 1102 1107 104 | 10 106
g i ’ Combinagio  3-3-1
& .
= tubos positivos
2 V
o i MNimero NMP tabela - 46

e
46 X 10° —| 4,6 x 10* NMP/mL

—

Fonte: Adaptada (INGRAHAM, 2011)%.

YINGRAHAM, John L.; INGRAHAM, Catherine A. Introdugdo a microbiologia: Uma
abordagem baseada em estudos de casos. Cengage Learning, 2011.
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ANEXO A - Tabela utilizada de NMP para determinagéo de resultados

Tabela 1 — Namero mais provavel-NMP e intervalo de confianca a nivel de 95% de propabilidade, para
diversas combinac@es de tubos positivos em série de trés tubos. Quantidade inoculada 1 — 0,1- 0,01 ¢
ou mL.

Intervalo de Intervalo de
s T | catinnen 5% e s Nou | confianca 95%

g NMP/mL | minimo | méximo NMP/mL | minimo | maximo
0 0 0 <0,3 - 095 2 2 0 2.1 0.45 42
0 0 | 0,3 0,02 096 2 2 1 2.8 0.87 9.4
0 | 0 0,3 0,02 1,10 2 2 2 35 0,87 9.4
0 | 1 0,6 0.1 1,.8] 2 3 0 29 0,87 94
0 2 0 0,6 0,1 1,81 2 3 1 3.6 0,87 9.4
0 3 0 0,9 0.4 38| 3 0 0 23 0.46 94
1 [ o] o 0.4 0.0 18] 3] o |1 38 0,87 11
| 0 1 0,7 0.1 1.8] 3 0 2 6.4 1,7 18
| 0 2 1.1 04 38| 3 | 0 43 0,9 18
1 1 0 0,7 0,1 20( 3 1 1 75 1,7 20
1 | 1 1.1 0.4 38 3 | 2 12 3.7 42
1 2 0 1.1 0.4 42| 3 | 3 16 4 42
1 2 | 1.5 0.5 42| 3 2 0 93 1.8 42
1 3 0 1.6 0.5 42| 3 2 | 15 3.7 42
2 0 0 0,9 0,1 38| 3 2 2 21 4 43
2 0 | 1.4 0.4 42| 3 2 3 29 9 0,1
2 0 2 2.0 0,5 42| 3 3 0 24 42 0,1
2 | 0 1.5 04 42| 3 3 | 46 9 0,2
2 1 1 2,0 0,5 42| 3 3 2 110 18 0,41
2 1 2 2,7 0.9 94| 3 3 3 >110 42 —

Fonte: Retirado (MONTES, 2015)%.

MONTES, D. Determinagéo de anions sulfatos e nitratos em amostras aquosas de campos de
petréleo como método de monitoramento de Bactérias Redutoras de Sulfato- BRS. Dissertacdo
de Mestrado do programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia do Instituto de Ciéncias e Saude
da Universidade Federal da Bahia, p.121, 2015.



