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RESUMO

A expansdo da produ¢do agricola brasileira demanda fertilizantes e por outro lado ha
aumento da geracdo de residuos agroindustriais. Estes oportunizam a possibilidade de
combinar estudos para viabilizar o uso e a destinagdo final dos residuos e produtos com
valoragdo, suprimentos agricolas e reducdo de impactos ambientais. A
(bio)compostagem ¢ uma técnica que permite a reciclagem de residuos organicos por
uso de recursos naturais. A técnica permite a transformacdo de residuos organicos na
forma de fertilizantes e ¢ adequada para o tratamento de residuos agroindustriais,
principalmente os de origem organica. O processo de (bio)compostagem foi realizado
na OCA AMBIENTAL de Dourados, Mato Grosso do Sul, em escala industrial, por uso
de leiras com revolvimento periddico para adequacdo aos processos aerdbicos e/ou
anaerobicos na degradagdo dos residuos organicos por combinagdes, peneiramento e
maturacdo por estocagem em area aberta. Os revolvimentos foram realizados a cada 20
dias. A largura das leiras variava entre de 3m a 4m e altura de 1,0m a 1,5m. O
comprimento das leiras foi variavel de acordo com o espago disponivel, normalmente,
entre 20 a 50m [43]. As leiras foram monitoradas quanto ao teor de umidade, pH,
carbono total, nitrogénio total, relagdo C/N e volume para acompanhamento do processo
de compostagem. Analises laboratoriais foram realizadas de forma periddicas e
utilizadas para determinag¢do dos contetidos de nutrientes disponiveis, determinagdo de
micro e macronutrientes, pardmetros do processo, microrganismos, funcionalidade e
biosseguranga do produto final. No trabalho foram também realizadas as comparacdes
bibliograficas para estabelecimento do estado da arte e caracterizagdo dos materiais,
manipulacdo e propriedades. Foram analisadas 3 (trés) amostras de solo quanto a sua
microbiota através do sequenciamento gendmico. Somente 2 (duas) amostras tiveram
quantidade e qualidade de DNA suficientes para analise, sendo identificado diversos
filos de bactérias e fungos. Nas quais, as mais destacadas sdo Proteobacteria,
Actinobacteria e Firmicutes foram os mais comuns para bactérias e Ascomycota para
fungos. Algumas espécies encontradas sdo patogénicas para humanos e plantas. As
informagdes da composicdo dos insumos e/ou matérias primas agroindustriais de
diferentes origens foi realizada pelo sistema de aterro e, permitindo a padronizacao da
(bio)compostagem para elaboragdo de formulas de fertilizantes com propriedades para

as culturas de MS.
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ABSTRACT

The expansion of Brazilian agricultural production demands fertilizers, and on the other
hand, there is an increase in the generation of agro-industrial waste. These opportunities
allow for the possibility of combining studies to make use and final disposal of waste
and products with valuation, agricultural supplies, and reduction of environmental
impacts viable. (Bio)composting is a technique that allows for the recycling of organic
waste by using natural resources. The technique enables the transformation of organic
waste into fertilizer form and is suitable for the treatment of agro-industrial waste,
mainly organic. The (bio)composting process was carried out at OCA AMBIENTAL in
Dourados, Mato Grosso do Sul, on an industrial scale by using piles with periodic
turning to adapt to aerobic and/or anaerobic processes in the degradation of organic
waste ‘by combinations, sieving and maturation by storage in an open area. Turning was
carried out every 20 days. The width of the piles varied between 3m to 4m, and height
from 1.0m to 1.5m. The length of the piles was variable according to the available
space, usually between 20 to 50m [43]. The piles were monitored for moisture content,
pH, total carbon, total nitrogen, C/N ratio, and volume to monitor the composting
process. Laboratory analyses were carried out periodically and used to determine the
contents of available nutrients, determination of micro and macronutrients, process
parameters, microorganisms, functionality, and biosafety of the final product. In the
study, bibliographic comparisons were also made to establish the state of the art and the
characterization of materials, handling, and properties. Three soil samples were
analyzed for their microbiota by genomic sequencing. Only two samples had sufficient
quantity and quality of DNA for analysis, with various bacterial and fungal phyla being
identified. Among them, Proteobacteria, Actinobacteria, and Firmicutes were the most
common for bacteria, and Ascomycota for fungi. Some species found are pathogenic to
humans and plants. Information on the composition of agro-industrial inputs and/or raw
materials of different origins was performed by the landfill system, allowing the
standardization of (bio)composting for the elaboration of fertilizer formulas with

properties for MS crops.

Keywords: Biocomposting, fertilizers, agro-industrial waste, biosafety, genomic

sequencing
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1. Introduciao

A compostagem ¢ uma técnica convencional de reciclagem que possibilita a
utilizacdo de residuos organicos domiciliares, agropecuarios, agroindustrias e outros,
para reuso, atendimento de demandas por fertilizantes e minimizacdo de impactos
ambientais. A gestdo dos residuos organicos por uso da compostagem pode ser utilizada
em diferentes escalas, incluindo a produgdo familiar [49] e até escala industrial em
aterros sanitarios.

Os materiais podem ser diversos e dentro da classificacdo dos residuos
agroindustriais, temos a presenga, por exemplo, de lignocelulose, o que de acordo com
[50] existe uma dificuldade de degradacdo desses materiais lignocelulosicos para o
processo de producdo da biocompostagem. Os mesmos enfatizam que a dificuldade na
degradacdo da lignina consiste na complexidade estrutural, elevada massa molecular e
insolubilidade. Para tanto, niveis elevados de oxigénio sdo necessarios para aumentar a
taxa de biodegradacdao da lignina, ha um recurso adicional para o processo por uso de
H,0, como parte do processo de oxidacdo extracelular e a inducdo subsequente de
atividade ligninolitica por microrganismos [52].

O trabalho considera como premissa a reciclagem dos residuos agroindustriais
para uso como insumo na pratica e padronizagao da biocompostagem para uso em
agricultura regenerativa e fertilizagdo do solo. Para tanto, os insumos/residuos
agroindustriais utilizados para a pesquisa foram obtidos, recebidos, processados e
disponibilizados apos a biocompostagem realizada pela empresa OCA AMBIENTAL,
Dourados, MS.

Os residuos utilizados na (bio)compostagem possuem origens em empresas
agroindustriais. Os residuos sdo: restos de culturas, granjas aves e suinos, frigorificos,
racdes, 6leos, cinzas entre outras. Os materiais organicos como resto de ragdo, sobra de
filtragens carcaca animal, casca de ovos, cama de granja, restos de palhadas, farelo de
soja e milho, visceras de frango e suinos, residuo de incubatorio entre muitos outros sao
matéria primas e insumos para a reciclagem e aproveitamento dos recursos fertilizantes
com vista ao aproveitamento e redu¢do dos impactos ambientais.

Embora a pratica de (bio)compostagem de residuos para utilizagdo como
fertilizantes tenha aumentado nos ultimos anos, pouco se conhece sobre a microbiota
decompositora e/ou microrganismos de solo responsdveis pelas transformacdes

fisico-quimicas e biologicas como que ocorrem nos compostos durante o processo de
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compostagem e/ou a seguranca bioldgica desses produtos e outras funcionalidades que
podem valorizé-los. [43]

As andlises podem ser realizadas para conhecimento e/ou adequacdo desses
produtos biodecompostos, por exemplo, a analise gendmica do composto para
conhecimento da dindmica e colonizagdo desse substrato fertilizante, apesar de
significar que o DNA detectado ndo significa necessariamente que 0s microrganismos
estejam vivos, mas estiveram presentes no material sequenciado.

O material disponibilizado pela empresa foi coletado em diferentes periodos para
analise para a caracterizacdo, aplicagdo e compreensdo do produto, comportamento e
propriedades para uso, melhorias e aplicagdes especificas. A caracterizacdo buscou
concentrar os usos do produto na fertilizacdo e/ou regeneracdo do solo a partir de um
substrato organico com nutrientes para aumento da microbiota, funcionalidades
fisico-quimicas e biologica para os vegetais na melhor absor¢do e contengdo dos
nutrientes ¢ melhoria das caracteristicas fisico-quimicas do solo, ciclo da 4gua, servigos
ambientais, sequestro de carbono, resiliéncia as mudancas climaticas e, vitalidade do
solo agricola. Ou seja, buscam-se produtos e/ou praticas que incluam a reciclagem dos
residuos agroindustriais no local ou préoximo a sua produgdo, que disponibiliza os
recursos na maior quantidade residuos agricolas, baixos custos e a possibilidade de
diversificacdo de materiais para a compostagem oriundos de empresas terceiras.

Os estudos realizados podem permitir com base nas amostras das matérias
primas ¢ insumos utilizados para o produto final uma analise dos conteudos dos
residuos recebidos pela empresa, para a elaboracdo de biofertilizantes com 100% do
material encaminhado para (bio)compostagem em critérios técnicos € que podem ser
padronizados por misturas dos biocompostos a partir da periodicidade de fornecimento
das origens identificadas e valoradas, assim como caracterizacdo dos produtos e
misturas nas formulagdes.

Os resultados das analises, as comparagdes bibliograficas e processos podem
permitir determinar qual tipo de material esta sendo recebido, manipulado por periodo
em termos de concentracdo de micro e macronutrientes € biocompostagem para usos
agricolas, aplicagdes especificas ou até uso geral na fertilizacdo de solos. As
informagdes da composi¢do das matérias primas recebidas pelo sistema de aterro,
adicoes e/ou transformacdes podem permitir a elaboracdo de formulagdes de

(bio)compostos mais adequados as culturas do Mato Grosso do Sul, por exemplo,

15



considerando as condi¢des locais que uma planta ou cultura utiliza para sobreviver no
ambiente ou tipo de solo. Espera-se que os resultados dos estudos por determinacao
preliminar dos compostos produzidos pela OCA AMBIENTAL tenham composi¢do
(bio)nutritivas necessarias para suprimento das necessidades do solo. A problematica
enfrentada ¢ que os insumos sdo diversos, recebidos de formas periddicas e nao
possuem uma caracterizacdo definitiva e/ou padrdo de recebimento, composicao e

propriedades estabelecidas para o uso do biocomposto.

2. Objetivos

Determinar conteudos de micro e macronutrientes no produto processado de
residuos agroindustrial para a produgdo de fertilizantes e/ou insumos agricolas
biologicos, bem como, analisar o DNA da microbiota presente € compara-la com a

biblioteca gendmica.

2.2 Objetivos especificos
- Quantificar as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas da biocompostagem;
- Identificar um padrdo de constituintes e/ou processos destinados a aplicagao

dos produtos como fertilizantes ou insumos bioldgicos.

3. Revisao de literatura

3.1 Logistica reversa

Buscou-se entender a dindmica e logistica reversa do produto e insumos
utilizados na producao da (bio)compostagem. De acordo com [32], a logistica reversa ¢
uma area do segmento logistico, responsavel por planejar, controlar e operar os fluxos
reversos de produtos ndao consumidos (pos-venda) ou de produtos consumidos
(pos-consumo), viabilizando equacionar o retorno e destinacdo adequada destes
produtos ao ciclo de consumo.

Os primeiros estudos sobre logistica reversa ocorreram nas décadas de
1970-1980 com foco principal em como realizar o retorno de bens através do processo
de reciclagem, em 1990 o enfoque em como aconteceria o retorno de produtos ndo
consumidos.

Para que todo o processo de logistica reversa seja viavel € necessario que o fluxo

de recuperagdo do produto seja eficiente, estratégico e de baixo custo, tornando o
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processo economicamente vidvel para todas as partes envolvidas, do produtor até
consumidor final [15]. Portanto, a logistica reversa acontece dentre sistemas
operacionais diferentes em cada categoria de fluxos reversos, com o objetivo de tornar
viavel o retorno destes bens e/ou materiais pertencentes ao ciclo produtivo ou de
negocios, apos terem sido descartados como produtos (residuos) de pos-venda ou pos
consumo.

Com a promulgacao da lei 12.305/10, de 02 de agosto de 2010, que instituiu a
Politica Nacional dos Residuos Solidos (PNRS), a logistica reversa se firma como
instrumento de politica publica para o desenvolvimento econdmico e social para a
coleta e a restituicdo dos residuos sélidos com vistas ao aproveitamento em ciclos
produtivos, ou outra destinagdo final que seja ambientalmente adequada. A politica
preconiza a divisao de responsabilidades sobre o ciclo de vida dos produtos, imputando
ao poder publico o dever de incentivar e disponibilizar mecanismos para praticas da
coleta seletiva de residuos aos participantes, ¢ os acordos setoriais necessarios a
logistica reversa.

Para tratar sobre o assunto, que esta implicito no trabalho, deve-se entender as
abordagens utilizadas e/ou que estes sdo sujeitos até o produto final. Os interesses
cientificos e tecnoldgicos relacionadas a logistica reversa ganham relevancia e espaco
nas pesquisas académicas e/ou tecnoldgicas e atencdo de pesquisadores de diferentes
areas de conhecimento [12].

A ampliacdo dos estudos relacionados a tematica de residuos e da logistica
reversa, mostra reflexos da relevancia ao tema na atualidade, por exemplo, aspectos de
eficiéncia, custos e/ou (re)aproveitamento desses residuos processados em processos
industriais ou até na aplicacdo e uso na area agricola para as culturas no campo.

O setor agricola brasileiro ¢ parte relevante para a economia nacional e
representa importante parcela no PIB, contribuindo com cerca de 21% do produto
interno da economia em 2015 [13]. Dentre as atividades que vem se desenvolvendo, em
intensidade no setor agropecuario, destacam-se os sistemas agricolas intensivos como os
agroindustriais, que tem colocado esse setor da economia em posicdo de destaque no

agronegocio no mercado interno e externo [54].

3.2 Residuos organicos
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De acordo com o Ministério do Meio Ambiente [3], os residuos organicos
representam em média 50% dos residuos sélidos produzidos no Brasil, os quais sdo
descartados em aterros sanitarios sem utilizagdo pratica desses recursos ou biomassa;
sendo que grande parte desse material poderia ser reaproveitado para a produgdo de
adubos e fertilizantes utilizando dos conceitos da logistica reversa, por processos de
transformagao in situ, por exemplo, por biocompostagem ou vermicompostagem.

Os residuos oriundos das atividades agrossilvipastoris, sejam nos processos
desenvolvidos no campo desde o plantio a colheita ou ainda oriundos de consumo de
insumos externos, ou mesmo, os residuos produzidos em atividades agroindustriais
acabam por se tornarem problematicos se ndao forem dispostos ou processados.
Conforme previsdo legal, o art. 1° da lei 12.305/10, de 02 de agosto de 2010, que define
residuos agrossilvipastoris como: “os gerados nas atividades agropecudrias e
silviculturais, incluidos os relacionados a insumos utilizados nessas atividades ”.

Da mesma forma, o crescimento da produgdo agropecuaria associado a maior
agroindustrializagdo da producdo com padrdes de producdo crescente baseados no
consumo de insumos externos (dependéncia), tem gerado um aumento na producdo de
residuos. Destacam-se que atividades mais intensivas e/ou geradoras de residuos estdo
concentrados nos processos produtivos e, decorrem da agroindustrializagdo que esta em
expansao, mas podem descortinar novas perspectivas no Brasil, principalmente na area
da formulacao de bioprodutos e biocombustiveis [30]. Todos estes fatores, demandas e
dependéncias fazem com que a cada ano aumente consideravelmente a producgdo de
residuos solidos decorrentes das atividades agrossilvipastoris e agroindustriais tanto na
forma organica como inorganica que devem ser processados e/ou reutilizados [27].

O crescimento do setor de agronegdcios aliado ao incremento de sistemas mais
intensivos de producdo tem proporcionado crescentes geracdes de residuos das
atividades agroindustriais e agrossilvipastoris com preocupagdes ambientais, mas, por
outro lado, oportuniza negdécios com estes materiais/insumos que detém valor
econdmico ou energético e podem ser reprocessados. Alia-se, assim, a oportunidades de
negocios com os residuos agroindustriais ou agrossilvopastoris, que podem representar
consideraveis ganhos econdmicos, sociais e ambientais ao utilizad-lo, ao invés de
descarta-los de forma inadequada, contribuindo para o controle da polui¢do, utilidade,

melhoria das condigdes de saude publica e ambientais [28].
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As estimativas de residuos produzidos em agroindustrias (residuos organicos e
inorganicos) nas principais culturas brasileiras, somente no ano de 2009, apontavam
uma producdo de 291 milhdes de toneladas de residuos solidos oriundos de unidades
agroindustriais. Este dado demonstra o desafio para a destinagdo final e/ou
aproveitamento desses residuos/biomassa no setor agropecudrio, mesmo nao
considerados os residuos produzidos na agricultura, pois sdo de dificil mensuragdo e,
devido a técnica de plantio direto acabam por ficar na area de producao, sujeitos a
queimas, reuso ou cobertura do solo para as vantagens intrinsecas do processo produtivo
de plantio direto [27].

Dentre a gama de residuos originados das atividades da agricultura, pecuéria,
aquicultura, silvicultura e agroindustrias relacionadas, que possuem origem organica
revelam-se promissores ao aproveitamento por biocompostagem, dado o potencial de
dependéncia e/ou formulagdo de insumos ricos em matéria organica/microrganismos
que serdo aplicados ao campo na forma de adubos, substratos, biofertilizantes ou
mesmo como fontes energéticas aproveitaveis [5] [44]. Desse modo, estes residuos
devem ser reprocessados, pois poderiam ser problematicos quando utilizados e/ou
descartados no meio ambiente de forma aleatoria.

Segundo Santos, Bellingieri e Freitas [52], sdo evidentes os problemas causados
pelo manejo inadequado dos residuos no meio ambiente para o homem, resultando em
sérios prejuizos econdOmicos, sociais ¢ de saude, além do aspecto da degradagao
ambiental decorrente da eutrofizacdo de corpos hidricos, custos e gastos nas medidas de
prevencao e tratamentos de satide ou ambiental.

Os residuos agricolas sdo potencialmente ricos em matéria organica (MO) e
micro e macronutrientes que podem ser disponibilizados reprocessados e destinados
para as plantas e, recomposi¢ao da microbiota do solo, mas que, embora possuam estes
potenciais, normalmente, ndo tem sido aproveitado.

Na reciclagem a compostagem aerobica mineraliza e estabiliza a MO para obter
fertilizantes organicos de alta qualidade, sem fitotoxicidade e/ou patogenos,
contribuindo para resolver os problemas resultantes de poluigdo ambiental e evitando o
desperdicio dos recursos da biomassa agroindustrial.

No entanto, durante a rapida decomposi¢do da MO, sdo necessdrias grande
quantidade de oxigénio na pilha de compostagem que sdo consumidas e, em regides

mais baixas na decomposi¢ao podem formar um ambiente/espago anaerobico de forma
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localizada, que inevitavelmente pode produzir gases como o didxido de carbono (CO,) e
metano (CH,) [35] [39]. Mas, estudos mais atuais mostram que a inoculagdo de
microrganismos pode degradar parte dos residuos, por exemplo, lignocelulose e acelerar

a conversao da MO, além de promover a maturagao do produto [36].

3.3 Lignocelulose

Os residuos e materiais lignoceluldsicos sdo parte importante dos residuos
agroindustriais e, podem ser utilizados como matéria-prima para a producdo de
alimentos, combustiveis, insumos quimicos, enzimas ¢ bens de consumo, mas podem
ser problematicos no processo de (bio)compostagem. O teor de lignina, acessibilidade
da celulose a enzimas e micro-organismos ¢ o grau de cristalinidade da celulose podem
interferir e determinar a digestibilidade total da biomassa e/ou sua aplicabilidade [31].

Os materiais lignoceluldsicos sdo os materiais organicos mais abundantes da
biosfera, representando aproximadamente 60% da biomassa vegetal. Estes podem ser
divididos em 6 (seis) grupos principais: residuos de colheitas (bagaco de cana, palha de
milho etc.), madeira de lei (dlamo alpino e dlamo), madeira de conifera (pinheiro e
abeto), residuos celuldsicos (lodo de papel e papel reciclado, jornais etc.), biomassas
herbaceas (feno de alfafa, canico-malhado etc.) e residuos s6lidos municipais.

Por outro lado, alguns dos subprodutos da agropecuaria, como bagaco de cana,
palha de cana, arroz e trigo estdo sendo utilizados por via biotecnoldgica na producao de
produtos diversos, como: acetato de celulose, blendas e compositos, etanol de segunda
geracdo, hidroximetilfurfural, papel e celulose, revestimentos acusticos, madeira
prensada, alcaldides, enzimas, xilitol, polpa celulosica, celulose bacteriana, e como
combustivel solido na producao de energia. [14] [22]. O teor de extrativos e o teor de
lignina pode aumentar o poder calorifico da biomassa em aplicacdes como combustivel
solido [16] [20] e, sdo componentes estruturais importantes e, que podem auxiliar, por
exemplo, na adesdo de particulas como aglutinantes, quando em processos de extrusio
em temperaturas elevadas para a produgdo de pellets ou aglomerados para diferentes
aplicagoes.

Embora os residuos lignocelulosicos agroindustriais necessitem, na sua maioria,
de um tratamento prévio, por meio de hidrdlise 4cida ou enzimatica para disponibilizar
os acucares fermentesciveis, ¢ importante destacar a importincia dessas

matérias-primas, uma vez que apresentam baixo custo e alta disponibilidade.
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3.4 (Bio)compostagem

O termo (bio)compostagem ¢ utilizado devido a diversidade de processos
biologicos e/ou fisico-quimicos na transformacgdo dos residuos organicos em material
decomposto. E um processo de reciclagem de materiais organicos, como folhas, restos
de comida, serragem, estercos, entre outros para a produgdo de adubo ou fertilizantes
organicos. A compostagem pode ser realizada em forma de pilhas ou leiras com a
mistura de diferentes materiais. Nesta conformagao de processamento e/ou processo dos
residuos, estes sdo transformados em substratos organicos, adubos ou fertilizantes por
microrganismos, como: fungos, bactérias, insetos e até pequenos animais e, devido as
condig¢des do processo de degradacdo, i.e. (bio)compostagem.

Os principais componentes organicos dos residuos, por exemplo, esterco de aves
sdo celulose, hemicelulose, proteina, gordura e lignina e outros. Estas substincias
diferem em biodegradabilidade durante o processo de fermentacdo de compostagem [8].

Os carboidratos e gorduras brutas sdo matériais organicos que podem ser facilmente

degradadas no processo, enquanto a fracao lignocelulésica como celulose e a

o

hemicelulose sdo materiais organicos, mais dificeis de degradar e a lignina

basicamente ndo degradada devido a estabilidade quimica e bioldgica [64]. Portanto,

o

degradagdo da hemicelulose, celulose e lignina é uma parte importante no processo de
fermentagdo dos compostos organicos que os contém para a producao de
(bio)compostagem [6].

O processo de compostagem pode ser definido como uma decomposi¢cdo
controlada, exotérmica e bioxidativa de materiais de origem organica por
microrganismos autoctones, num ambiente que contenha umidade, aquecido e aerdbio
(disponibilidade de oxigénio atmosférico), com producdo de didxido de carbono (CO,),
dgua, minerais e, matéria organica estabilizada, definida como compostagem ou humus
[45].

O sistema de compostagem com parametros de processamento adequados pode
ser utilizado para reduzir/minimizar a quantidade de residuos organicos de descartes em
aterros sanitarios. O processo de reciclagem de material organico por (bio)compostagem
pode colaborar com praticas sustentdveis para o meio ambiente, melhorar a qualidade
dos alimentos, restabelecer a microbiota e fertilidade do solo, reduzir a demanda e

dependéncia de adubos sintéticos em culturas, mas, principalmente, manter a fertilidade
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do solo, além de proporcionar economia e renda alternativa com a comercializagdo dos
produtos da (bio)compostagem. Na Figura 1 mostram-se as estruturas e arrumagao das

leiras (triangulares) para a decomposi¢do do material organico em compostagem.

Figura 1. Estrutura das leiras para producao de (bio)compostagem
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A compostagem corresponde a oxidagdo da fracdo organica selecionada, devido
a a¢ao de microrganismos sob condigdes aerdbicas e condi¢cdes adequadas de processo
de decomposicao. No processo sdo consideradas 2 (duas) fases principais: 1) a fase
ativa, caracterizada por altas temperaturas, intensa reagdes de decomposi¢do, ocorrendo
a intensa liberacdo de calor (reacdo exotérmica), CO, e vapor de agua; e 2) a fase de
acabamento, em que a temperatura volta a se equilibrar com a temperatura ambiente; as
populagdes de microrganismos alcancam um equilibrio dinamico e ha sinteses de
substancias humicas durante a etapa de maturagdo da (bio)compostagem. (CORDEIRO,
2010).

Em termos legais e ambientais a Politica Nacional de Residuos Soélidos (Let
12.305/2010) destaca a necessidade da implantagdo de sistemas de compostagem para o
tratamento de Residuo Soélido Organico (RSO) uma vez que este promove a
estabilizagdo, reduz o volume dos residuos destinados a aterros sanitarios e gera um

produto rico em matéria organica (MO) mais humificada; este produto ¢ um substrato
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importante para corre¢do, restabelecimento da microbiota de solo, processos dindmicos
para contencao de micro e macronutrientes, dgua e fertilidade do solo (BRASIL, 2010).

Os fatores que influenciam o processo de (bio)compostagem sao:
microrganismos, aeracdo, umidade, relagdo Carbono/Nitrogénio (C/N) e temperatura do
processo.

Segundo Kiehl (1985), nos primeiros dias de processo de compostagem aerdbia
0 composto torna-se mais acido (H") devido a formagdo de pequenas quantidades de
acidos minerais que desaparecem, dando origem aos acidos organicos (substancias ricas
em grupos carboxilados, R-COOH) que reagem com bases provocando elevagdes do
pH. Para Kiehl (1985), um composto final deve ter o pH entre 6 ¢ 7,5 para ser

considerado adequado.

3.5 Impacto ambiental

O impacto ambiental pode ser definido como qualquer alteracdo das
propriedades fisicas, quimicas e biologicas do meio ambiente, causado por qualquer
forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas (antropofilicas) que
direta ou indiretamente, afetam a salde, seguranga e bem estar da populacdo e
ambiente; as atividades sociais e/ou econdmicas; a biota e a qualidade e disponibilidade
dos recursos ambientais. Esta definicdo exclui o aspecto significancia, uma vez que
considera como impacto ambiental “qualquer alteragdo .. no ambiente”,
independentemente de ser ou ndo significativa.

Avaliagdo de impactos ambientais ¢ um instrumento de politica ambiental,
formado por um conjunto de procedimentos, capaz de assegurar, desde o inicio do
processo, que se faga um exame sistematico desses impactos ambientais de uma agao
proposta e de suas alternativas para realizar as corregoes.

A avaliagcdo de impactos ambientais pode ocorrer em 2 (dois) momentos: antes
da acdo potencialmente impactante — avaliacdo “ex-ante”, e depois dela — “ex—post”. A
avaliacdo “ex-ante” de impactos ambientais, por exemplo, com herbicidas ¢ feita, por
exemplo, quando do processo de registro de um novo produto, enquanto a avaliacdo
“ex-post” pode ser feita depois do seu uso nas culturas vegetais. A avalia¢do “ex-ante”
para fins de registro de agrotdxicos vem sendo discutida e conduzida ha anos e esta

agora sendo revisada com enfoque em analise de risco ambiental, propriamente dita.
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Os impactos ambientais podem ser classificados qualitativamente segundo 6
(seis) critérios: valor, ordem, espago, tempo, dinamica e plastica. Assim, o uso de um
herbicida pode causar impactos diretos e indiretos; locais, regionais e/ou globais;
imediatos, de médio ou longo prazo; temporarios, ciclicos ou permanentes; reversiveis
ou irreversiveis entre outros que podem se conjugar.

Em areas agricolas, os impactos podem ainda ser de fonte difusa, causados pela
contaminagdo proveniente da aplicacdo regular, ou pontual, quando ocorre descarga
(acidental ou ndo) durante o transporte ¢ manuseio de herbicidas. Os impactos podem
ocorrer nos meios fisico-quimico (abiotico), bidtico e socioecondmico, portanto, a
avaliacdo de impactos ambientais dos herbicidas deve contemplar, sempre que possivel,
0s aspectos ecologicos, sociais € econdmicos mantendo estreita relagdo com o conceito

de sustentabilidade agricola e redu¢ao de impactos ambientais.

3.6 Microbiologia do solo

O microbioma do solo ¢ o conjunto de seres microscoOpicos que vivem nesse
substrato. Estima-se que 1 (um) grama de solo cont¢ém mais de 10 mil espécies
diferentes de microrganismos. Assim, cerca de um bilhdo de bactérias, 100 mil fungos,
além de protozoarios, algas e outros estdo presentes. No solo os microrganismos
realizam diversas atividades, entre elas as etapas finais da degradacdo da matéria
organica, quebra de por¢des microscopicas de matéria organica em tamanhos menores
para absor¢do e outras funcionalidades. Quando a matéria organica chega em seu grau
maximo de decomposicao, ela se torna himus [19].

A composi¢do da microbiota do solo pode ser alterada, em fun¢do do tipo do
solo, clima, fatores fisico-quimicos, biologicos e outros. A forma como a matéria
organica ¢ degradada pode ser diferente em cada regido a partir dos diferentes
parametros. Em lugares de clima mais quente a degradacdo ocorre mais rapido, por
exemplo devido a disponibilidade de energia e microrganismos. No aspecto fisico do
solo, os microrganismos hidrolisam e oxidam para produzir moléculas
cimentantes/aglutinantes com diferentes grupos funcionais que ajudam na agregacao do
solo, melhorando mais a retencdo de dgua e nutrientes [19]. Na Figura 2 ¢ mostrado um

esquema de estrutura, composi¢ao e organizacao de um solo.

Figura 2 - Esquema da estrutura, composi¢ao e organizagao de um agregado de solo.
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A presenca de grupos microbianos especificos em cada um dos micro-habitat do
solo causa caracteristicas particulares de cada um tipo de solo destas microrregides. A
literatura descreve alguns mecanismos de interacdo entre 0s microrganismos ¢ as
particulas do solo, sendo um dos principais, a produgdo de polissacarideos
extracelulares, de origem bacteriana, que interagem com as particulas de argila,
promovendo a adesdo das células microbianas as particulas de solo [58]. Outra
substancia pode possuir estas mesmas propriedades, porém produzida por fungos
micorrizicos arbusculares € a glomalina, que ¢ uma glicoproteina que atua na adesao das
particulas dos agregados do solo entre si e constitui uma forma de sequestro de carbono
[58].

A heterogeneidade do solo também se dd em relagdo a disponibilidade de
nutrientes. De maneira geral, o solo € um ambiente caracterizado pela oligotrofia (baixa
disponibilidade de nutrientes), mas apresenta a ocorréncia de “hot spots”, que sao zonas
que possuem uma elevada atividade biologica devido a presenca de fontes nutricionais
biodisponiveis [8]. Alguns exemplos de “hot spot” do solo s3o zonas de acimulo de
matéria organica e as fragdes do solo mais proximas a raiz das plantas, conhecidas como
rizosfera (regido do solo que sofre intensa influéncia da exsudagio radicular). E nesses
“hot spots” que a maior parte da vida se desenvolve no solo. Ha presenca de formas de
vida em toda extensdo do solo, porém ¢ nessas areas que 0s seres vivos se tornam mais
abundantes ¢ ativos [46].

A diversidade microbiana encontra-se diretamente relacionada com um conjunto

de fatores abioticos (atmosfera, temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes
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nutricionais, entre outros) e biodticos (genética microbiana, a interacdo entre o0s
microrganismos, entre outros) que permitem o desenvolvimento microbiano e a
estruturagao da comunidade viva dos solos. A interagcdo entre esses fatores influencia

diretamente a ecologia, a atividade e a dindmica populacional de microrganismos no

solo [8].

4. Materiais, métodos e técnicas de pesquisa

4.1 Estudo bibliométrico

Estudo bibliométrico foi realizado e possui intuito de identificar e analisar
artigos que abordaram o tema sobre compostagem e/ou sobre a quantificagdo e
avaliagdo de contetdo de micro e macronutrientes em insumos com potencial
(bio)fertilizante a partir de uma biomassa de residuos agroindustriais e/ou identificacao
dos microrganismos do solo (microbiota) que pode ser realizado por técnicas genomicas
a partir da extragdo de DNA dos microrganismos de solo e (bio)compostagem.

O levantamento das pesquisas relacionadas a logistica reversa e residuos solidos
nas atividades agrossilvipastoris e agroindustriais podem retratar o quadro atual da
producdo cientifica na tratativa desse tema de reciclagem e produgao de (bio)compostos.

Dentre os trabalhos selecionados para citagdo, a escolha foi baseada em buscas
de arquivos cientificos que abordassem em algum momento temporal e extensdo a
metodologia de “compostos organicos produzidos de residuos solidos provenientes do
setor agroindustrial e/ou contetidos/problematicas recorrente de fungos e bactérias
presentes nos mesmos”.

Pode-se, assim, identificar métodos especificos referentes ao tema para
embasamento tedrico do assunto para avaliacdo da tipologia, impactos e possiveis
solucdes para o produto final.

Na Tabela 1 pode-se identificar a quantidade de artigos que tratam ou relacionam
o0 tema proposto no trabalho.

Tabela 1. Palavras chaves (em inglés) utilizadas e resultados da analise

bibliométrica.

Descritor Descritor Descritor Ano Base Qnt.
Primario Secundario Terciario

Composting  Microorganism - Qualquer ano Web Of Science 199
Composting  Microorganism - 2018-2023 Web Of Science 89
Composting  Microorganism  DNA Qualquer ano Web Of Science 10
Composting  Microorganism  DNA 2018-2023 Web Of Science 3
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Composting  agro-industrial - Qualquer ano Web Of Science 106

waste
Composting  agro-industrial microbiota Qualquer ano Web Of Science 4
waste
Composting  Biofertilizers - Qualquer ano Web Of Science 36
Composting  Biofertilizers Microorganism  Qualquer ano Web Of Science 3

A cada adi¢do de palavras chaves sobre os assuntos em especifico, obtinha-se
menor quantidade de trabalho em relagcdo ao tema abordado que o torna ainda mais
interessante a pesquisa.

Trabalho de Pascual, JA; Ros, M; Fernandez, P; Bernal, A; Lacasa, A [45]
demonstraram que resultados da utilizagdo dos compostos organicos ¢ uma das
alternativas viaveis para melhoramento, condicionamento ¢ fertilidade de solos, nos
aspectos fisicos, quimicos e bioldgicos; este produto rico em matéria organica pode
conferir importante valor adicional aos biofertilizantes, insumos e/ou biopesticidas em
agricultura ecoldgica e/ou onde nenhum produto quimico sintético pode ser utilizado.
Como consequéncia do estudo, ao propor solugdes para uso dos residuos, solucionar de
maneira adequada a destinagdo final e, buscando esclarecer as particularidades do meio
ambiente e/ou suas relagdes intrinsecas.

Embora a pratica de compostagem de residuos para usos como (bio)fertilizantes
tenha aumentado nos ultimos anos, pouco se sabe sobre os microrganismos
responsaveis, suas interacoes, dinamicas e transformacodes fisico-quimicas e biologicas
no produto e/ou que ocorrem no composto durante o processo da biocompostagem para
producdo de biofertilizantes e outros insumos que podem ser produzidos pelos
processos e/ou caracteristicas da microbiota nativa ou obtida por processos de
competi¢do; além do valor e aplicagdo residual desses materiais como um substrato de
colonizagdo de microrganismos e suas interagcdes com a microbiota do solo, vantagens
ou desvantagens.

Um conjunto interessante de palavras chaves pode ser discutida quando
pesquisamos sobre “composting, biofertilizers € microbiota”. Pode-se encontrar apenas
3 (trés) artigos relacionados na Tabela 2, e também pela pesquisa, “composting,
agro-industrial waste e microbiota” também se tem um nimero muito reduzido de
artigos académicos ou tecnologicos disponivel na literatura. A Tabela 2 apresenta os

resultados das pesquisas relacionados as 3 (trés) palavras-chaves supracitadas:
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Tabela 2. Revistas e artigos encontrados referentes as pesquisas com as palavras

chaves.
Autor Revista Titulo Pesquisa Ano
Marks, EAN (Marks, Science of the total Application of a composting, Dez 2017
Evan A. N.); Minon, environment. microalgal slurry  biofertilizers
J (Minon, to soil stimulates e microbiota
Jorge); Pascual, heterotrophic
A (Pascual, activity and
Ana); Montero, promotes
O (Montero, bacterial growth
Olimpio); Navas,
LM (Manuel Navas,
Luis); Rad, C (Rad,
Carlos).
Sorlini, C Annali Di Biotechnological ~ composting, Jan 1996
Microbiologia Ed  use of biofertilizers
Enzimologia microorganisms e microbiota
in agriculture
production and
environment
protection
Kowalchuk, Applied and Molecular composting,  Feb 1999
GA; Naoumenko, Environmental analysis of biofertilizers
Z8S; Derikx, Microbiology ammonia-oxidizin e microbiota
PJL; Felske, g bacteria of the
A; Stephen, beta subdivision
JR; Arkhipchenko, IA. of the class
Proteobacteria in
compost and
composted
materials.
Bernardi, Francieli H; Engenharia Microbiological Composting, Set 2018
Costa, Monica S. S. de Agricola activity during agro-industri
M; Costa, Luiz A. de M; the composting of  al waste e
Damaceno, Felippe M; wastes from microbiota
Chiarelotto, Maico. broiler productive
chain
Bhat, Sartaj Ahmad; Waste And Earthworms as Composting, Jul 2018
Singh, Jaswinder; Vig, Biomass Organic Waste agro-industri
Adarsh Pal. Valorization Managers and al waste e
Biofertilizer microbiota
Producers
Blaya, Josefa; PLOS ONE Microbiota Composting, Ago 2016
Marhuenda, Frutos C; Characterization agro-industri
Pascual, Jose A; Ros, of Compost Using al waste e
Margarita. Omics microbiota

Approaches
Opens New
Perspectives for
Phytophthora
Root Rot Control
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https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/2108293
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/29108727
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/29108727
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/2148588
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/2148588
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/815348
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/815348
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30206350
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30206350
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/1216054
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/14434861
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/1013856
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/1013856
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/27022342
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/27022342
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/7004436
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/7004436
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/21585912
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/21585912
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30902767
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30902767
https://www-webofscience.ez50.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/4835668

De Corato, Ugo; Biological Control ~ Microbiota from  Composting, Set 2018

Salimbeni, Rocco; De 'next-generation agro-industri
Pretis, Agostino; green compost' al waste e
Patruno, Luigi; Avella, improves microbiota
Nicola; Lacolla, suppressiveness
Giovanni; Cucci, of composted
Giovanna. Municipal-Solid-

Waste to

soil-borne plant

pathogens.

A pesquisa mostrou poucos estudos encontrados relacionando o assunto em
questdo, como pode ser visto na Tabela 2, tornando o tema ainda mais promissor,
podendo produzir contribui¢des ao tema de pesquisa.

A selecao da base de dados foi conduzida seguindo as métricas internacionais de
publicacdo cientifica, sendo a Web of Science a escolhida por apresentar informagoes
quali-quantitativas como as geograficas, além de outras métricas que esta base de dados
fornece, quer por area de pesquisa, periddicos, editoras etc.

Nos estudos foram selecionadas as métricas de volume de artigos publicados
dentro de um periodo de 43 anos (1980 a 2023), além dos paises que mais publicaram e
as categorias de areas de pesquisa do proprio Web of Science. E, devido a base de dados
ter um impacto internacional na divulga¢do dos estudos selecionou-se o idioma inglés,
por ser um idioma reconhecido e de comunicacdo pela comunidade cientifica.

A selecao deste periodo de tempo se deu devido a década ser palco da criacao da
Comissao Mundial sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento (CMMAD), 1983,
conhecida como a Comissdo Brundtland, designada para realizar audiéncias ao redor do
mundo e produzir relatério formal com suas conclusdes.

O relatério final da Comissdo - “Nosso Futuro Comum” (Our Common Future),
prop0s o conceito de desenvolvimento sustentavel como sendo “o desenvolvimento que
atende as necessidades das geragdes presentes sem comprometer a capacidade de
geragdes futuras de suprir suas proprias necessidades”, tornando-se parte do vocabulario

ambiental. (CASTELLA; AGRONOMO, 2016)

4.2 Analises quali-quantitativa
A andlise de similaridade bibliométrica foi realizada com o objetivo de analisar
de forma qualitativa sobre o conteudo dos artigos que continham familiaridade com o

tema da dissertagao.

29



Através das andlises expostas pela base de dados Web of Science, pode-se
analisar os resultados como os topicos, titulos dos artigos, palavras-chave,
palavras-chave adicionais, resumo e categorias do Web of Science, no formato de
documento de texto e analisado pelo VoSViewer versao 1.6.19 de 2023 obteve-se os
mapas de similaridade entre os artigos através do uso de palavras mais frequentes. Os
mapas bibliométricos expdem, de forma sistematica, as palavras mais frequentes nos
textos através de graficos que podem ser no formato de bolhas, densidade (zona de
calor), densidade por clusters e por dispersao.

Estas imagens graficas demonstram através da intensidade das cores ou
tamanhos de bolhas a palavra mais frequente e, quando utilizado os graficos de bolhas
ou de imagem de dispersdo, também mostraram suas conexdes € pertinéncias [18].

Nesta etapa do estudo, os artigos encontrados através das palavras-chaves foram
inseridos em planilha composta por informag¢des como: Nomes dos autores; Titulos dos
artigos; Periodicos; Idiomas; Tipos de publicacdo; Palavras-chave; Palavras-chave
adicionais; Resumo; Enderecos; Institui¢des de pesquisa; Ano de publicagdo; Numero
de citagdes; DOI; Categorias do Web of Science.

Todas essas informagdes foram utilizadas para uma andlise de similaridade
bibliométrica proposta por [18] [54]. A andlise de similaridade bibliométrica foi
realizada através do software VoSViewer versao 1.6.19 de 2023, por ser um programa
livre que desenvolve mapas das palavras mais frequentes nos textos analisados e suas
conexoes.

Foram gerados graficos sobre o volume de pesquisas realizadas em cada ano do
periodo pesquisado, 1980 a 2023. Além dos graficos de pesquisa por ano, também
foram gerados mapas globais com a exposicao dos paises que mais realizam estudos
dentro de cada grupo de descritores, onde o volume de publicacdes ¢ indicado pela
intensidade da cor. Na Figura 3 temos os resultados e as interagdes entre as

palavras-chaves.

30



Figura 3: Mapa de similaridade
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Fonte: proprio autor, gerado a partir da plataforma VOSViewer®.

O mapa de similaridade nos mostra as distancias entre as palavras pesquisadas,
representadas pelas linhas que unem as esferas e indicam o nivel de interagdo e
proximidade entre elas. Nota-se uma densidade dessas linhas, formando uma teia de

correlagdo ou pertinéncia.

4.3 OCA Ambiental

A empresa ¢ especializada na gestdo integrada de residuos urbanos e industriais,
na qual, executa servigos de gerenciamento, producdo de compostagem, reciclagem,
acondicionamento, coleta, tratamento e destinagdo final ambientalmente adequada dos
residuos — Classe I, II-A e II-B. A empresa surgiu através do avango industrial e urbano
na regiao do Mato Grosso do Sul. Desde sua origem se respaldada por documentos
legais, normas técnicas, resolugdes e leis para uma boa gestdo e execugdo dos servigos.
A OCA Ambiental estd localizada no Endereco: Rodovia MS-156 km 12 a esquerda -
CP 18 Zona Rural, Dourados - MS, 79849-899. Mostra-se a localiza¢do na Figura 4:
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Figura 4. Localizacdo da OCA Ambiental Ltda.
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Fonte: Google maps.

O surgimento da empresa estd relacionado ao objetivo promover um servigo
especializado de qualidade na gestdo dos residuos so6lidos urbanos e industriais, com o
intuito de contribuir com desenvolvimento econdmico, social e ambiental do Mato
Grosso do Sul e adjacéncias. A empresa atualmente encontra-se em franca expansao,
tendo como meta a busca e agregacdo de tecnologias sustentaveis para a recuperacao,
reciclagem e destinagdo final dos residuos solidos processados e/ou produtos do
processamento, de forma a gerar emprego, renda e desenvolvimento sustentavel para a
regido. O tipo e/ou informagdes resumidas dos residuos recebidos pela empresa sdo

descritos a seguir.

4.4 Procedimentos utilizados nas analises em laboratorio: metodologia
A metodologia empregada no trabalho estd em anexo a pagina. Nela contém a

técnica de coleta de dados e a preparacao das informagoes.

4.5 Analise de diversidade microbiologica: analise molecular

A extracdo do DNA de trés amostras de solo foi realizada utilizando o DNA
ISOLATION KIT (MOBIO LABORATORIES), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratorio Central de Tecnologias

de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD) da UNICAMP.

33



Foi realizado o PCR para a amplificacdo das regides V3 e V4 do gene 16S
ribossomal para andlise de diversidade de bactérias. Também foi realizado a
amplificacdo por PCR das regides ITS1 e ITS2 para analise da diversidade de fungos.

A concentragdo do DNA foi verificada através do sistema TapeStation 2200 da
Agilent. O sequenciamento do DNA foi realizado por meio da tecnologia Illumina,

através do sistema Hiseq 2500.

4.6 Analises de bioinformatica

A qualidade do sequenciamento foi aferida utilizando o programa FastQC,
filtrando-se sequéncias de baixa qualidade ou muito curtas (< 50 pares de bases) através
do programa Prinseq-lite (SCHMIEDER, 2011)

Posteriormente os dados foram analisados realizando a montagem das
sequéncias, agrupamento e classificagdo taxondmica pelo programa Qiime2
(BLOLYEN, EVAN 2019) na plataforma Galaxy (AFGAN, Enis, et al. 2022).

Os graficos da classificacdo taxondmica e analise de rarefagdo foram gerados

através do programa Megan (HUSON, Daniel H. et al.2018).

5. Informacdes, tipo e analises fisico-quimicas de residuos agroindustriais
coletados

5.1 Terra Diatomacea

E o material que resulta da fossilizagio das algas unicelulares revestidas com
uma camada de silica. Estas algas denominam-se diatomites e apresentam um
exoesqueleto de origem mineral (silica). O nome terra de diatomaceas tem origem no
tipo de algas que as constituem, as diatomites, que apresentam um exoesqueleto a base
de silica. Sua colorag¢do geralmente ira ser representada pela caracteristica do local onde
a mesma foi retirada, variando entre branca, creme, cinza, esverdeada, entre outras.

Considera-se 2 (dois) tipos de terra de diatoméceas: 1) terra de diatomaceas
calcinada e 2) grau alimenticio (conhecida como organica). A terra de diatomdaceas
calcinada, indica que foi exposta a elevadas temperaturas com transformagdes
resultados do tratamento térmico. O processo de aquecimento (calcinagdo) converte a
silica amorfa que rodeava as algas em silica cristalina. Ao contrario da calcinada, de
grau alimenticio ndo sofreu nenhum processo térmico em que se tenha alterado a sua

composi¢do, a sua estrutura continua amorfa, ou seja, nao ¢ cristalina. O silicio
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organico que contém foi processado pela alga e ndo ha problemas para manuseio e/ou
utilizagao.

Dentre os constituintes que compoe a terra diatomacea destaca-se a silica opalina
e outros componentes como o aluminio (Al), ferro (Fe), célcio (Ca), magnésio (Mg),
sodio (Na), potassio (K), dentre outros elementos em menor propor¢do (Francga et al.,
2008). Os minerais co-depositados, denominados de minerais secundarios, também sdo
encontrados, destacando-se os argilominerais, areia quartzosa, gipsita, mica, calcita,
feldspato e carbonatos de célcio e magnésio, além de impurezas como matéria organica
(MO) (Souza, et al., 2003; Franga, et al., 2008).

As aplicagdes pelas industrias requerem que a diatomita tenha um elevado grau
de pureza e inércia para que ndo haja interferéncia nas propriedades dos produtos como
cor e sabor (Franga, et al., 2005).

No material recebido e utilizado na OCA Ambiental pode-se perceber que a terra
diatomacea passou por uma espécie de oxidagdo/adsorc¢ao, onde a cor foi alterada para
uma colora¢do mais escura. Possivelmente, se deve ao fato de a mesma passar por um
processo de filtragem de o6leo de soja. O Oleo tem na composicdo as clorofilas,
moléculas de 4cidos graxo entre outros produtos de cor que podem adsorver e/ou oxidar
na superficie do material. A terra diatomdacea no processo de filtragem do 6leo pode
ainda possuir particulas menores, o que acaba por originar a mesma cor dos compostos
que estdo presentes e ao ficar saturada com material organico derivado do processo
pode alterar cor e conter residuos dos materiais resultantes do processo de filtragao.

Em tese, existem varios meios de utilizagdo da terra diatomdcea, porém, o que ¢
usado para filtragem ¢ uma espécie de carapaga de calcio (arcabougo estrutural poroso)
que se forma das bactérias de fundo de oceano. Entdo, esta casca de acimulo que
provem dos oceanos, ¢ moida, sendo utilizada para este meio. O processo de filtragem
usando a terra diatomécea ¢ de uso unico e ocorre pela elevada permeabilidade e da
capacidade de retencdo do material sélido por adsor¢do e absorc¢do entre as particulas de
terra diatomacea. O resto do material que sobra desta filtragem ¢ recebido pela OCA

Ambiental, onde a mesma ¢ revolvida nos materiais compostos na leira.

5.2 Cinzas de caldeira
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O residuo mineral recebido pela OCA Ambiental possui origem na BRF AS —
Abatedouro Frangos, localizada na Rua Waldomiro de Souza, n® 295 - Vila Industrial,
Rodovia BR 463, Km 04, Dourados. MS.

O produto possui na composi¢do minerais ¢ porosidade por ativagdo térmica,
atividade superficial e até cargas isoelétricas, em geral, a composi¢do consiste em uma
mistura de elementos minerais oxidados, areia e carbono organico parcialmente
oxidado. Resumidamente, as cinzas representam uma fracao inorganica da biomassa e
agrega elementos que ndo sdo relevantes nas reacdes de combustdo, como o fosforo, o
potéssio e o célcio, mas que possui importancia agroindustrial como elemento filtrante,
fonte de silica e composi¢ao de solidos totais.

As cinzas sdo materiais complexos, de composicdo quimica e morfologica
heterogénea a depender da origem. Normalmente, podem vir da queima de eucalipto, ou
seja, de biomassa vegetal. Conforme Moro & Gongalves (1995), a cinza funciona como
agente melhorador das caracteristicas quimicas do solo, neutralizante, substrato
adsortivo e fonte de micro e macronutrientes para as culturas, principalmente, de fosforo
(P), potéassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) e outros elementos em menores
proporgoes.

Por outro lado, no processo industrial as cinzas sdo residuos que apresentam um
alto contetido de minerais alcalinos que juntamente com a silica, podem se fundir e/ou
depositar nas paredes diminuindo a eficiéncia das caldeiras, causando desgaste nos
equipamentos ou provocando acidentes (Mckendry et al., 2002; Grover et al., 1996), por
isso ele deve ser retirado e a destinagdo final pode ser promissora para diferentes usos
tecnologicos, incorporagdes ou como neutralizante de acidez.

A cinza ¢ rica em sais de potassio (K), dependendo da origem varia de 0.5 a
5.0% no teor de K,O. O teor de cinza presente nos materiais fornecidos pela OCA
mostrou um teor mineral de 63,3%. A determinacdo de cinzas permite verificar o
conteudo de materiais inorganicos. A perda de massa fornece o conteido de matéria
organica (MO). A diferenga entre o peso original da amostra e o peso final fornece uma
estimativa do contetido de matéria organica ou ainda quantidade de cinzas presente nos

residuos.

5.3 Carvao vegetal
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Dentre os residuos recebidos ha carvao vegetal, apresenta-se como uma forma
estavel de material organico e quando aplicado ao solo na forma de fragmentos muito
pequenos, promove a adsor¢do de ions e compostos organicos soluveis. Além disso, sua
estrutura porosa pode contribuir positivamente para a retencao de dgua, como também
proporcionar um habitat favoravel para os microrganismos do solo.

O carvao vegetal ¢ produzido a partir da madeira (e.g. acdcia negra, eucalipto)
pelos processos de carbonizagdo ou pirdlise'* em concentragdes baixas € ou limitantes
de oxigénio, no entanto, sem controle rigoroso da temperatura (que podem variar entre
250°C a 400°C durante o processo). Essa variacdo na temperatura leva a uma maior
heterogeneidade na composi¢ao quimica e estrutural deste produto [54].

A mistura organica (compostagem), argila e carvao possuem a capacidade
absortiva e absortiva para retengao e disponibiliza¢ao de micro e macronutrientes, além
de proporcionar uma dinamica propria do solo com intimeras cavidades/porosidades de
dimensdes microscopicas, onde se depositam agua, ar e nutrientes; modificando a
estrutura, pode-se melhorar a aeragdo, permeabilidade e retengcdo de 4gua no solo que
sdo importantes para a microbiota de solo.

Esses micros espagos interconectados sdo locais eficazes para o habitat dos
microrganismos, tais como, rizébium e micorrizas, importantes na captagdo de
nitrogénio (N) e fosforo (P), portanto, o carvao e os constituintes cumprem a funcao de
criar um ambiente propicio para contencdo, colonizagdo, manutencao e
desenvolvimento de microrganismos no produto e microbiota de solo, além da
estabilidade na fisico-quimica e bioldgica que permitem aos solos por sua dindmica
fisico-quimica e biologica, associados ou ndo a outros constituintes da

(bio)compostagem.

6. Comunidades microbianas dos sistemas de (bio)compostagem

A determinacdo da diversidade microbiana pode permitir potenciais
funcionalidades/aplicagdes, insumos e produtos microbiano para o solo e/ou ainda
aplicagdes especificas na pesquisa devido as possibilidades de aplicagdes
biotecnologicas, funcionais e/ou interagdes nos solos. A diversidade microbiana pode

ter importante papel na manutencdo da qualidade dos solos. Organizando-se de forma

1 son1: . . ~ ’ . A .
* A pirélise é uma tecnologia de conversio térmica que ocorre na auséncia completa ou quantidade
minima de agente oxidante. Esse processo ocorre a uma temperatura que varia desde os 400°C até 900°C.
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previsivel em diferentes condi¢des edaficas ou em resposta a diferentes distirbios. As
comunidades microbianas podem ainda ser consideradas indicador de qualidade. Estes
microrganismos sao representados por bactérias, fungos, arquéias, algas, protozodarios e
a microfauna. Podem ainda serem compostos por virus, parasitas intracelulares
obrigatdrios, que desempenham fungdes importantes no controle das populagdes que
colonizam os solos. Assim, a manutengdo da biodiversidade de microrganismos no solo
¢ importante e pode ser considerado um ecossistema para a agricultura, producao de
alimentos e regulacdo do clima. A conservacao e manuten¢ao da microbiota do solo esta
associada a fertilidade, sustentabilidade agricola e produtividade dos agroecossistemas.

Artigos e/ou comunicagdes que tratam do metagenoma do solo estdo sendo
publicadas. Porém, a deteccdo de um gene no solo ndo significa que a funcdo relativa
esteja expressa, € a presenca viva ou viavel de um determinado tdxon, além de ndo
significar que as fungdes relativas determinadas em cultura também possam ocorrer no
solo estudado, mas pode ser sempre evidéncias da presenca, participacdo e/ou
funcionalidade ou interagdes que ocorrem nestes microssistemas.

No estudo a extragdo de DNA e andlise da microbiota pode permitir a
compreensdo destas funcionalidades e intera¢des, principalmente, para as fun¢des do
solo apresentadas pelas amostras por medi¢des dessa diversidade bioldgica existente
(microbiana).

Considerando que a analise metagenoma de amostras de solo depende do
sequenciamento completo do DNA extraido dessas amostras, a amplificacdo de genes
marcadores € o sequenciamento subsequente podem sofrer vieses introduzidos pela
etapa de amplificagdo (Scholer et al., 2017).

Os microrganismos que habitam o solo realizam diferentes reagdes e envolvem
interagdes ecologicas que influenciam as funcionalidades dos solos desde a microescala
até a escala da paisagem. A diversidade microbiana e as caracteristicas funcionais
associadas no solo sdao consideradas altamente dindmicas no tempo e no espago,
respondendo a fatores naturais ou a perturbagdes antropogénicas induzidas pelo homem
(Nannipieri et al., 2003, 2017a, b) e uma avaliagdo abrangente do microbioma do solo ¢
ainda um dos maiores desafios nas ciéncias da vida devido a sua alta complexidade.

Com aplicagdio de técnicas independentes de cultivo, baseadas em
(bio)moléculas como DNA para a avaliacdo do microbioma do solo e introduzida na

década de 1980 (Torsvik et al., 1990), pode-se considerar a capacidade de descrever,
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pelo menos partes, a enorme diversidade cultivada nos solos. Por uso dessas abordagens
pode-se aprender, por exemplo, que milhares de diferentes espécies bacterianas e outras
estdo presentes em apenas 1g de solo; assim, isso se deve obviamente ao enorme
numero de diferentes nichos e interagdes ecoldgicos no solo (Nannipieri et al., 2003).

O uso de DNA como molécula marcadora permite avaliar a diversidade
microbiana de amostras de solo e at¢ de biocompostos que podem fornecer uma
resolugdo mais alta na taxonomia microbiana do que outras técnicas (por exemplo,
analise de acidos graxos fosfolipidicos (PLFA) para andlise da seguranca bioldgica.
Apesar de no inicio da “era molecular” a ecologia microbiana do solo, as técnicas de
impressao digital genética fossem utilizadas para uma resolu¢do limitada, por
introducao de sequéncias gendmicas.

No processo utilizado no trabalho o método utilizado no laboratdrio para fazer as
analises foi manual por uso do PowerSoil DNA Isolarions Kit - Catalog No. 12888-50
& 12888-100. O kit é projetado para processar 0,25 gramas de solo como amostra. Mas,
considerado eficaz na remocao de inibidores de PCR até mesmo dos tipos de solo mais
dificeis de analisar.

Na extracao as amostras ambientais sao adicionadas a um tubo de batimento de
esferas para uma homogeneizagao rapida e completa. A lise celular ocorre por métodos
mecanicos e quimicos. O DNA genomico total ¢ capturado em uma membrana de silica
em um formato de coluna giratoria. O DNA ¢ entdo lavado e diluido da membrana e

estocado pronto para analise de PCR e outras aplicagdes a jusante.

6.1 Contagem de microrganismos: Técnicas de cultivo de bactérias e fungos
em meios de cultura

Amostras contendo microrganismos quando cultivadas em meios de cultura que
possuam os requisitos nutritivos € em condigdes ambientais favoraveis, propiciam o
inicio do desenvolvimento destes microrganismos no meio especificado. Em
microbiologia, ha varias técnicas de isolamento de microrganismos (fungos e bactérias)
e, algumas sdo utilizadas para recuperagdo de microrganismos a partir de amostras de
solo e sedimentos, outras de amostras de dgua, rios e lagos ou de amostras de animais,

plantas, superficies, entre outras.

6.2 Homogeneizacao e diluicdo seriada da amostra utilizada
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Esta técnica ¢ util para a recuperacdo de microrganismos presentes em solos e
sedimentos, bem como outros substratos similares. Para cada 10g de amostra foram
adicionados 90 ml de solugdo salina de 0.9% (p/v) NaCl (dilui¢do 10" ml) e a amostra
hidratada ¢ em seguida colocada sob agitacdo por cerca de 10 minutos. Apds esse
periodo, uma aliquota de 1,0 ml da amostra € retirada e transferida para 9 ml de solugado
salina (diluigdo 102 ml). Este procedimento foi repetido sucessivamente, visando
obtencdo de diferentes dilui¢des (10~ ml, 10* ml), as quais serdo inoculadas nos meios
de cultivo apropriados utilizando a técnica de semeadura Pour-Plate (derramamento na

placa) como mostra na Figura 5.

Figura 5: Técnica de semeadura Pour-Plate.

Fonte: autor.

Para a contagem de microrganismos, ¢ necessaria uma dilui¢do seriada da
amostra em solugdo salina e em seguida plaqueamento dessas dilui¢des, ficando da
seguinte forma:

1) em Petrifilm para contagem de E.coli e Coliformes (EC), sendo o proposito de
fazer a contagem de coliformes totais, ocorrendo a diferenciacdo entre os outros
coliformes e a E.coli por cor da colonia (azul pra E.coli e vermelho para os demais);

2) em meio PCA (contagem de bactérias heterotréficas),

3) em meio BDA (contagem de leveduras e fungos filamentosos).

A técnica de Spread Plate utilizada nos meios PCA e BDA, consiste em
semeadura de 1ml do material na placa estéril vazia e depois adicionado o meio de
cultivo por cima e homogeneizado com movimentos circulares. (Figura 6).

Figura 6: Técnica de semeadura em placa.
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Fonte: autor.

As Placas 3M™Petrifilm™ para contagem de E.coli e coliformes (EC) contém
nutrientes do meio Vermelho Violeta Bile (VRB), agente gelificante soltivel em agua
fria, um indicador de atividade glicuronidasica e um indicador que facilita a enumeracao
da colonia. A maioria das E.coli (cerca de 97%) produz beta-glicuronidasica na qual
forma um precipitado azul associado a colonia e identificando-a. O filme superior retém
o gas formado pelos coliformes e E.coli que sdo fermentadores de lactose. Cerca de
95% das E. coli produzem gés indicadas pelas colonias azuis a vermelho-azuladas,
associadas ao gas retido na Placa Petrifilm EC (dentro de, aproximadamente, o didmetro
de uma coldnia).

A AOAC INTERNATIONAL e U.S FDA Bacteriological Analytical Manual
(BAM) definem coliformes como bacilos gram-negativos produtores de acido e gés a
partir da lactose durante a fermentagdo metabdlica. As colonias de coliformes que
crescem na Placa Petrifilm EC produzem &cido, fazendo com que o indicador de pH
torne a cor do gel vermelho mais escuro. O gés retido ao redor das colonias vermelhas

de coliformes indica coliformes confirmados.

7. Espaco utilizado para producio da biocompostagem e informacgoes
adicionais ao desenvolvimento da tematica

Os beneficios para o uso de residuos agroindustriais, producdo de
(bio)compostagem e reducdo dos impactos ambientais por mitigacdo de efeitos podem
ser percebidos. Os efeitos ambientais mitigados podem ser percebidos quando uma

regido passa a desenvolver o processo de compostagem com operacdo € controle
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adequados. Em principio, ocorre uma redugdo na geracdo de produtos lixiviados, que
preserva a qualidade das aguas subterraneas, e metano, gids com alto potencial de
aumentar o efeito estufa formado quando a decomposi¢cdo da matéria organica ocorre
em ambiente anaerdbio (RISSE; FAUCETTE, 2009).

Afim de uma solugdo para parte desses problemas no municipio, a OCA
Ambiental, recebe diversos residuos agroindustriais de empresas da regido para
processamento. Massukado (2008) mostra que a vida util de um aterro sanitario ¢
aumentada quando uma parcela da fragdo organica processada deixa de ser depositada
no mesmo aterro e a produ¢do de biocompostagem pode ser uma forma alternativa de
tratamento dos residuos agroindustriais, por exemplo.

A compostagem pode ser realizada com diferentes matérias primas, como
residuos domiciliares, residuos verdes (lignocelulosicos) (manutengdo de parques e
podas da arborizacdo urbana), residuos alimentares de industrias e comércio e lodo do
tratamento de esgoto e muitos outros residuos de diferentes procedéncias
(CESTONARO, 2018).

Contudo, a compostagem pode apresentar algumas desvantagens como possivel
atragdo de animais indesejados pelo acimulo e tratamento dos residuos e/ou a geragao
de maus odores, somadas ao fato de que caso ndo seja uma a metodologia de operagdo
realizada da forma adequada o produto final pode ser um material de baixa qualidade
sem aceitagdo no mercado e/ou ter a falta de apoio da comunidade local.

No Brasil a concepcdo inadequada de alguns projetos de reciclagem e
compostagem tem comprometido a credibilidade da técnica, que em si sdo indicadas
para o processamento de diferentes tipos de residuos, incluindo os agroindustriais [8].

Os aterros sao espacos de exposicao dos residuos em céu aberto e, devem estar
em espacgos afastados dos centros urbanos e, preferencialmente, em espagos periurbanos
e utilizados para o processamento de residuos organicos ou ndo para a produgdo de
biocompostagens, por exemplo, na reciclagem dos elementos na producdo de adubos e
fertilizantes.

No caso da area de compostagem, os residuos devem ser triturados para acelerar
os processos de compostagem nas leiras porque quanto menor a particula
disponibilizada para o processo de compostagem, maior area de contato e, portanto,
mais rapido o processo se desenvolve. O tamanho e a distribuicdo das particulas de

residuos em processamento bioldgico pela microbiota decompositora e/ou
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insetos/animais e a reviragem das leiras sdo primordiais para o processamento e a
produgdo da biocompostagem, reduzindo os impactos ambientais da biotransformacgao
dos residuos agroindustriais.

As leiras/montes devem ser reviradas de forma periodica e por via mecanica para
a permeacdo de oxigénio, agua e permitir a sequéncia das biotransformacdes nos
residuos por microrganismos (microbiota), insetos € outros cooperadores na obtencao da
compostagem. Destaca-se, ainda, que controle de temperatura e umidade devem ser

realizados cuidadosamente.

7.1 As leiras de (bio)compostagem

Os residuos ou materiais utilizados durante o processo de compostagem sao
denominados “massa de compostagem” e, sdo dispostos em estruturas em formatos de
cone ou leiras, a depender da quantidade de residuo gerada, para o processo de
biocompostagem [47]. O sistema utilizado na OCA Ambiental ¢ por producdo de
fileiras de leira de baixa altura e quantidade controlada de residuos agroindustriais que
correspondem a um lote.

As leiras dos residuos agroindustriais sdo montadas no periodo/época de chuva
devem ter o formato triangular, que contribui para minimizar a entrada excessiva de
agua no interior da mesma. Nas épocas/periodos secos as leiras sdo montadas em
geometria com formato trapezoidal para facilitar a entrada de agua para as partes
internas, ondem ocorrem as biotransformacdes dos residuos agroindustriais. As leiras
com largura de 3 m a 4 m e altura de 1,0 m a 1,5 m tem mostrado facilitar o manejo
durante o reviramento mecanico. O comprimento das leiras ¢ variavel de acordo com o
espaco disponivel no aterro, mas, normalmente possuem de 20 a 50m [43]. Na OCA
Ambiental ¢ utilizado o método triangular, pois a chuva ndo influencia as
biotransforma¢des de forma significativa como interferentes do processo de
biocompostagem.

Pode-se mostrar algumas vantagens no reaproveitamento dos residuos
agroindustriais orgénicos e inorgénicos recebidos no aterro sanitario. Nos aterros as
empresas recebem de diferentes origens materiais ricos em nutrientes para reciclagem e
produgdo de biocompostos que podem ser utilizados na produgdo agricola, permitindo
conscientizacdo de individuos e empresas para valorar os residuos agroindustriais de

diferentes portes na biotransformag¢ao com reduzidos efeitos para o meio ambiente,
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producdo de produtos e/ou insumos para a melhoria na fertilidade do solo, geracdo de
renda/empregos para regido, melhora na qualidade do ar, diminuicdo significativa da
quantidade de descarte de residuos nos aterros e lixdes a céu aberto. Pode-se até
considerar que a quantidade de aterros e lixdes poderao diminuir ao longo do tempo
devido a preocupagdo com o tratamento ou reciclagem desses materiais, permitindo a
proposta de solugdes para conhecimento e/ou padronizag@o dos residuos recebidos nos
aterros por analises laboratoriais, caracterizagdes ¢ a avaliacdo do potencial dos residuos
agroindustriais recebidos e/ou analises da sazonalidade e disponibilidade dos mesmos
para padronizagdo de processos, produtos e andalise da composicio de
formulagdes/volume de matéria organica para a biocompostagem na producdo de
biofertilizantes, insumos e outros de forma padronizadas para culturas vegetais de MS.

Pode-se, assim, demonstrar os beneficios supracitados sobre este tema/drea
explorada pelo trabalho. O aproveitamento de residuos agroindustriais, o uso dos
espacos de aterro, padronizagdo de processos e produtos/insumos podem ser
demonstrados pelo estudo no reaproveitamento dos residuos em solugdes praticas para
empresas de reciclagem em questdo devido o espaco, economia, contribuicdo e
qualidade do biocompostos e/ou insumos produzidos, considerando a disponibilidade e
quantidade de residuos agroindustriais e a aplicabilidade local.

Mas, por outro lado, hd algumas desvantagens e/ou criticas ao processo de
biocompostagem e processamentos pela demanda de espago fisico, tempo, custo inicial
e produtos residuais do processo como odor, riscos de manuseio e seguranca bioldgica
desses produtos que requerem monitoramento continuo de temperatura, umidade e até a
presenga de patdogenos no processo e/ou produto que podem dificultar o processamento
dos residuos agroindustriais para a producao dos biocompostos.

No aspecto da biosseguranga bioldgica, os riscos devem ser minimizados nos
processos e produtos resultantes. Os patogenos que podem incluir fungos e bactérias
que sdo encontradas durante os estadgios iniciais. A composi¢ao microbiana das fases do
composto pode mudar com base no aumento da temperatura e disponibilidade de
diferentes substratos organicos disponiveis.

Neste aspecto, ha também desafios a serem resolvidos. Existe um problema
ocorrendo quanto a padroniza¢do do composto produzido pela OCA. Periodicamente
sdo feitas analises dos teores de residuos agroindustriais para avaliagdo da qualidade das

matérias primas utilizadas (na composi¢do de micro e macronutrientes) para
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formulagdes bases e/ou realizacdo de substituicdes/modificagdes nas formulagdes. Para
que assim ocorra uma garantida a seguranga biolodgica do biofertilizantes proposto nesta
dissertacdo, onde sua aplicacdo ocorra de forma isolada ou combinada em culturas de
MS.

As matérias primas disponiveis para as biocompostagem recebidas pelo aterro
sdo, normalmente: terra diatomacea (argila), farelo de soja, farelo de milho misturado
com componentes de ragcdo animal, residuos da limpeza de milho, residuo de
incubatorio de aves e outros, visceras de frango, residuo estomacal e visceras de suinos,
carvao e outros. Estes residuos precisam de caracteriza¢des, no momento ndo existe. A
empresa receba a matéria prima de forma constante e aleatoria. Para que nao afete a
composi¢do ¢ formulacdes de produtos finais precisa-se qualificar corretamente a
producao de biofertilizantes e/ou insumos para usos e comercializacao desses substratos
ricos em matéria organica (MQO), micro e macronutrientes.

A analise das funcionalidades dos residuos agroindustriais pode permitir detalhar
as (bio)funcionalidades dos residuos como constituintes disponiveis nos aterros, além
do material organico de compostagem como uma base das formulagdes e, que cumprem
fungdes fisico-quimicas e bioldgicas importantes no solo e nas formulagdes dos
biofertilizantes. Na Figura 7 temos uma imagem da montagem das leiras para a

producdo dos biocompostos.

Figura 7. Estrutura das leiras em funcionamento.

Fonte: Autor.
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8. Problematica dos residuos agroindustriais

Os beneficios e desvantagens do uso desses residuos agroindustriais foram
expostos anteriormente, principalmente, no tocante aos impactos ambientais se 0s
processos de biodegradacdo nao forem adequados. Entretanto, estes riscos e
desvantagens podem ser mitigados quando uma regido passa a desenvolver o processo
de compostagem com operagdo, controle e procedimentos adequados.

Inicialmente, pode haver uma reducao na geragdao de produtos lixiviados, que
pode conservar a qualidade das aguas subterraneas, produgao de metano (gas com alto
potencial de aumentar o efeito estufa) que podem ser riscos e/ou produtos formados na
decomposicdo da matéria organica em ambiente anaerobicos (RISSE; FAUCETTE,
2009).

Afim de reduzir riscos e propor solugdes para parte desses problemas no
municipio de Dourados e regido, a OCA Ambiental recebe e processa os residuos
agroindustriais de empresas da regido de Dourados, MS.

Massukado (2008) mostra que estes beneficios sao mutuos e, que a vida util de
um aterro sanitario pode ser aumentada quando uma parcela da fragcdo organica deixa de
ser depositada no mesmo, e processada como forma alternativa de tratamento para
valoragdo, reducdo de riscos e emprego e renda ao entorno da empresa.

A (bio)compostagem pode ser realizada com variadas matérias primas, como
residuos domiciliares, residuos verdes (manutengdo de parques e podas da arborizagdo
urbana), residuos alimentares de industrias e comércio e lodo gerado no tratamento de
esgoto (CESTONARO, 2018).

Contudo, a biocompostagem como produto da reciclagem de residuos
agroindustriais pode apresentar algumas desvantagens como possivel atracdo de animais
indesejados, producdo de maus odores, somadas ao fato de que caso ndo seja uma
metodologia de operagdo realizada da forma correta o produto pode ser de baixa
qualidade sem aceitacdo no mercado, com custo-beneficio inadequado, ter baixa adesao
e apoio da comunidade do entorno. Neste aspecto, a concepcdo e implantacao de
unidades de projetos de reciclagem e compostagem no Brasil acabam comprometendo a

credibilidade de aplicagdo dessas técnicas e reciclagem de residuos [8].

9. Monitoramento das leiras de (bio)compostagem com residuos

agroindustriais
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9.1 Controle de temperatura

No processo de biocompostagem a temperatura ¢ o indicativo de que os
microrganismos estdo (bio)transformando os residuos por processos fermentativos,
preferencialmente, aerobicos como uma oxidagdo controlada dos produtos da
biotransformagao microbiana.

A temperatura deve ser monitorada, em intervalo de 3 dias, a partir do 5° dia da
montagem da leira. O monitoramento pode ser feito utilizando um termdémetro com
escala de 0°C a 80°C ou at¢ com um pedago de vergalhdo de ferro com didmetro
aproximado de 7,0 mm para andlise das biotransformagdes e necessidade de
reviramento dos residuos. Neste aspecto, tanto o termometro quanto o vergalhdo devem
ser introduzidos na leira a profundidade de 50 cm a 1,0 m, e permanece por 5 minutos
antes da leitura.

No caso do vergalhdo pode deixa-lo na leira ou ap6s o tempo adequado retira-lo
para andlise da temperatura ao segura-lo com a mao na parte mediana do mesmo. Se a
temperatura for toleravel significa que o processo de compostagem esta ocorrendo
normalmente. Se estiver de morno a frio, ha necessidade de aumentar a temperatura por
meio de reviramento. A temperatura da leira nos primeiros 15 a 20 dias atinge de 60 a
70°C, o que ¢ importante e necessario para eliminar patdgenos (fungos e bactérias)
causadores de doencas nas plantas, sementes, ovos e larvas de insetos. Apds esse
periodo permanece na faixa de 45°C a 55°C decrescendo a medida que o material vai

sendo humificado até chegar a temperatura ambiente [43].

9.2 Controle de umidade da biomassa em transformacao

O controle de umidade e da temperatura no interior da leira ¢ um fator de
extrema importancia para a vida e eficiéncia dos microrganismos no processo de
biocompostagem. A umidade no interior da leira pode ser feita pelo método de secagem
em estufa ou pelo teste da mao. Este teste pratico consiste em pegar com a mao um
pouco de material do interior da leira e comprimi-lo com bastante for¢a. O ponto ideal
da umidade ¢ quando a 4gua comega a verter entre os dedos, sem escorrer. Se estiver
muito seco, ¢ necessario adicionar agua [43].

Para o monitoramento de temperatura, pode ser feito utilizando termossonda,
termometro com escala de 0 a 80 °C ou com um pedago de vergalhdo de ferro com

diametro aproximado de 7,0 mm. No caso de usar o vergalhdo, este deve ser introduzido
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na leira a profundidade de 1 m, devendo permanecer por 5 minutos. Ao retird-lo,
segurar imediatamente com a mao a parte mediana do mesmo. Se a temperatura for
toleravel, significa que o processo de compostagem estd ocorrendo normalmente, se, no
entanto, estiver de morno a frio, havera necessidade de aumentar a temperatura; neste
caso deve-se fazer novo reviramento. A temperatura da leira nos primeiros 15 a 20 dias
atinge 60 a 70 °C, o que ¢ importante para esterilizagdo do composto; apds esse periodo,
permanece na faixa de 45 a 55 °C decrescendo a medida que o material vai sendo
humificado [43].

Figura 8. Verificacdo da temperatura e umidade das leiras com residuos

agroindustriais nas leiras da OCA Ambiental.

Fonte: autor

9.3 Controle de aeraciao

A aeracdo e a temperatura correta no interior da leira sdo necessarias para a
sobrevivéncia e atividade dos microrganismos na biotransformacado, sendo a condicao
basica para haver fermentacdo aerdbica, preferencialmente. O controle ¢ feito por meio
de reviramento ¢ manuten¢do do teor de umidade adequado, sem encharcamento [43].
Na OCA, este procedimento ¢ utilizado com trator, onde a aeragao ¢ feita revolvendo o
contetdo das leiras, esse protocolo ¢ repetido em média a cada 20 dias com uso de

equipamento mecanico.
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10. Resultados e discussoes

A (bio)compostagem foi o processo utilizado para a preparagdo de
(bio)fertilizante por processos de reciclagem de residuos agroindustriais. Neste aspecto,
ha poucas informagdes sobre o processo, variantes € composicao. Assim, torna-se
necessario a caracterizagdo da matéria prima disponibilizada pela empresa OCA,
processos de degradacdo do material orgdnico, comunidade microbioldgica e os
produtos finais. A empresa recebe os residuos e os reune a partir das origens
agroindustriais da regido para mistura, degradacdo e formulacao do (bio)composto.
Nestes processos pode-se avaliar o potencial uso da (bio)compostagem e as
particularidades referentes ao ambiente de preferéncia e colonizagdo de microrganismos
que atuam na compostagem, acao degradativa da matéria prima a ser compostada, além
de preferéncias de espécies, permanéncia e/ou competicdes para se demonstrar a
sequéncia do processo de compostagem e usos, desde a fase fitotdxica até a maturacao
completa ou humificagdo do composto esclarecendo seu papel benéfico que o composto
pode exercer no solo.

As andlises podem lancar luz e/ou determinar as colonias de bactérias, fungos e
outros que estdo presentes no biocomposto a partir da identificacdo, capacidade de se
estabelecer/permanecer, competir ¢ a fungdo no microambiente. Por exemplo, com
residuos lignocelulosicos a acdo pode ser maléfica ou benéfica, uma vez que a estrutura
das biomassas lignocelulosicas presentes no biocomposto pode dificultar a a¢do de
microrganismos e dar preferéncias a determinadas espécies microbianas.

A presenca de um determinado tdxon ndo significa que as funcdes relativas
determinadas em cultura pura que também possa ocorrer no solo estudado, assim como
sua deteccdo no solo ndo significa que a fungdo relativa esteja expressa, por isso, sua
identificacdo servira para uma melhor compreensao das fungdes do solo usando
medicdes de diversidade microbiana serdo apresentadas.

Atualmente a empresa comercializa este produto, porém, ndo se ¢ divulgado.
Pois, atualmente a produ¢do do composto estd passando por um processo de
caracterizagdo, que ¢ alvo deste trabalho. Identificar os microrganismos presentes, se
existe um risco de biosseguranca e identificar também, como os micro e
macronutrientes estdo, para que possamos regularizar o composto melhorando o
conteudo. Realizando este processo, sera possivel ser cobrado um valor justo de sua

producao.
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10.1 Analise da composicio de (bio)compostagem a partir de residuos
agroindustriais

Nas Tabelas 3, 4, 5 ¢ 6 temos os dados da analise temporal de micro e
macronutrientes recebida nos residuos agroindustriais que mostra sazonalidade e que
precisam ser padronizados para formulagdo dos produtos finais e atendimento de
demandas especificas das culturas e/ou tipos de solos de MS. Esta amostra trata-se do
lote 07 peneirado e entregue na data 13 de julho de 2022, as andlises foram realizadas
em dois laboratorios terceirizados: BioTec — Laboratorio Agroindustrial LTDA.
Localizado na Rua Monetti del Pichia, 1096 em Sao Gabriel do Oeste/MS. (E-mail:
contato@laboratdriobiotec.com.br e site www.laboratoriobiotec.com.br). Laboratdrio
AP AGROSCIENCES LTDA, localizado na Av. Marechal Floriano Peixoto, 1404 —
sala 01 em Maracaju/MS. (E-mail: adm@apst.com.br).

Infelizmente, por ndo se ter a devida caracterizagdo dos materiais recebidos, nao
tem registros de quais materiais foram recebidos nas datas das amostras.

Tabela 3. Determinagdo das amostras pelo laboratorio BioTec: 2019 e 2020.

25/06/19 25/06/2019 22/06/2020 27/07/2020
Analise Valores Valores Valores Valores
pH 7.4 7.4 6.6 -
N total g/kg 0.32 0.46 16.95 -
P,0; Total g/kg 15.88 10.89 19.67 -
K,O total g/kg 1.74 1.85 3.62 -
Calcio (Ca) g/kg 9.03 4.5 45.44 -
Magnésio (Mg) g/kg 2.35 1.66 2.66 -
Enxofre 2.6 2.61 - -
Enxofre-Sulfato (SO,) g/kg - - 2.27 -
Boro (B) Total mg/kg <L.Q) <L.QQ <L.Q) -
Cobre (Cu) mg/kg 57.5 82.4 0.23 -
Ferro (Fe) g/kg 64.28 101.6 79.26 -
C.O Total (%) 13.56 11.32 19.72 -
Matéria Orginica % - - - -
Relacao C/N - - - -
Manganés (Mn) mg/kg 546.2 768.6 - -
Zinco (Zn) mg/kg 93.2 130.8 - -
Cobalto (Co) mg/kg - - - 9.6
Molibdénio (Mo) mg/kg - - - 2.0
Niquel (Ni) mg/kg - - - 10.7
Umidade % 14.94 8.95 16.36 -
Arsénio (As) mg/kg - - - 34.4
Cadmo (Cd) mg/kg - - - 0.4
Cromo (Cr) mg/kg - - - 20.4
CTC mmol/kg - - - -
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Chumbo (Pb) mg/kg - - - <L.Q.
Mercurio (Hg) mg/kg - - - <L.Q.
Selénio - - - <L.Q.
Sodio (Na) - - - -
Condutividade elétrica - - - -
(uS/cm)

Tabela 4. Determinagao das amostras pelo laboratorio BioTec: 2020 e 2021.

04/12/20 22/01/2021 16/07/2021

Analise Valores Valores Valores
pH 8.2 - 7.5
N total g/kg 14.65 - 11.81
P,0; Total g/kg 19.67 - 7.28
K,O total g/kg 12.21 - 342
Calcio (Ca) g/kg 3.12 - 5.38
Magnésio (Mg) g/kg 291 - 0.36
Enxofre - - -
Enxofre-Sulfato (SO,) g/kg 6.36 - 2.02
Boro (B) Total mg/kg 133.0 - <L.Q
Cobre (Cu) mg/kg 207.3 284.2 10.9
Ferro (Fe) g/kg 62.12 - 4344.8
C.O Total (%) 15.96 - 232
Matéria Organica % - - 39.9
Relagcao C/N - - -
Manganés (Mn) mg/kg 785.1 - 79.6 \
Zinco (Zn) mg/kg 265.0 237.6 335
Cobalto (Co) mg/kg - - 1.7
Molibdénio (Mo) mg/kg - - -
Niquel (Ni) mg/kg - 0.02 1.6
Umidade % 13,16 - 15.07
Arsénio (As) mg/kg <L.Q. <L.Q. <L.Q.
Cadmo (Cd) mg/kg <L.Q. <L.Q. <L.Q.
Cromo (Cr) mg/kg 1535.0 1521.4 46.7
CTC mmol/kg 1800.0 - 1625.0
Chumbo (Pb) mg/kg <L.Q. 0.01 0.3
Mercurio (Hg) mg/kg <L.Q. <L.Q. -
Selénio <L.Q. <L.Q. -
Sédio (Na) - - -
Condutividade elétrica - - -

(uS/cm)
Tabela 5. Determinacdo das amostras pelo laboratorio AP AGROSCIENCES:

04/02/2022
Analise Valores Valores Valores
pH 7.9 7.9 7.9
N total g/kg 11.6 16.14 13.43
P,0; Total g/kg 6.05 7.31 7.85
K,O total g/kg 14.74 16.01 25.3
Cilcio (Ca) g/kg 20.74 20.75 20.7
Magnésio (Mg) g/kg 5.07 5.3 3.53
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Enxofre 15.9 13.5 9.7
Enxofre-Sulfato (SO,) g/kg 4.04 4.64 2.12
Boro (B) Total mg/kg <L.Q <L.Q <L.Q
Cobre (Cu) mg/kg 103.2 79.8 95.7
Ferro (Fe) g/kg 27.36 27.24 27.46
C.O Total (%) 15.15 21.82 18.19
Matéria Organica % 26.06 37.53 31.29
Relacao C/N - - -
Manganés (Mn) mg/kg 939.7 850.4 869.2
Zinco (Zn) mg/kg 288.2 399.3 361.9
Cobalto (Co) mg/kg 21.5 - 1.7
Molibdénio (Mo) mg/kg 0.7 - -
Niquel (Ni) mg/kg 26.8 0.02 1.6
Umidade % 25.16 27.73 20.06
Arsénio (As) mg/kg <L.Q). <L.Q). <L.Q).
Cadmo (Cd) mg/kg <L.Q. <L.Q. <L.Q.
Cromo (Cr) mg/kg 279.1 281 323.1
CTC mmol/kg 1925 2625 2275
Chumbo (Pb) mg/kg 15.3 11.6 30.6
Mercurio (Hg) mg/kg <L.Q. <L.Q. <L.Q.
Selénio <L.Q. <L.Q. <L.Q.
Soédio (Na) - - -
Condutividade elétrica - - -
(uS/cm)

2022.

Tabela 6. Determinagao das amostras pelo laboratério BioTec e AP

AGROSCIENCES: 07/2022 e 08/2022.

22/07/2022 27/07/2022 23/08/2022 24/08/2022
Analise Valores Valores Valores Valores
Ph 7.2 8 7.1 6.9
N total g/kg 7 21.2 10.65 8.9
P,0; Total g/kg 15 24.78 12.39 11.8
K,O total g/kg 7 5.59 2.51 3.6
Cilcio (Ca) g/kg 39 23.01 20.53 20.8
Magnésio (Mg) g/kg 7 3.99 3.59 5.3
Enxofre 10 - - 6.1
Enxofre-Sulfato (SO, g/kg - 2.23 1.15 -
Boro (B) Total mg/kg 0.001 21.3 <L.Q 0.4
Cobre (Cu) mg/kg 200 92 147.5 22.3
Ferro (Fe) g/kg 6.09 42.76 42500 5537.6
C.O Total (%) 26 16.31 7.69 37.6
Matéria Orginica % 4.5 28.05 13.23 64.7
Relacao C/N - 7.69 0.72 -
Manganés (Mn) mg/kg 900 670.6 578.7 71.3
Zinco (Zn) mg/kg 500 352.8 163.2 23.9
Cobalto (Co) mg/kg - 17.7 8.2 -
Molibdénio (Mo) mg/kg - 1.9 1.7 -
Niquel (Ni) mg/kg - 19.4 4.3 -
Umidade % 25.16 27.73 20.06
Arsénio (As) mg/kg - <L.Q. <L.Q. -
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Cadmo (Cd) mg/kg - <L.Q). <L.Q). -
Cromo (Cr) mg/kg - 193 92.1 -
CTC mmol/kg - 1950 900 -
Chumbo (Pb) mg/kg - 1.2 <L.Q. -
Mercurio (Hg) mg/kg - - <L.Q. -
Selénio - - - -
Sodio (Na) - 1.11 553.4 -
Condutividade elétrica - 300.4 159.9 -
(uS/cm)

Obs: < L.Q = Menor que o Limite de Quantificagdo; Resultados expressados conforme amostragem

entregue no laboratério. Laudo sem fins Juridicos. Apds 30 dias todas as amostras foram descartadas.

Um fator a se acrescentar sobre os valores encontrados nas tabelas acima € que
nao temos um controle de quais foram os tipos de residuos recebidos durante a coleta
para as analises. Além disso, a natureza dos residuos agroindustriais em si pode
contribuir para a presenga desses metais pesados no solo de compostagem, visto que
muitos desses residuos possuem alta concentragdo de elementos traco. Com a
identificacao dos valores altos de ferro, enxofre € manganés nas leiras acontece a
acidificagcdo excessiva do composto produzido, o que pode prejudicar o crescimento de
plantas e culturas. Isso ocorre porque esses elementos contribuem para a formacao de
acidos no solo, que podem se acumular em concentracdes elevadas.

Tabela 7. Média e desvio padrao encontrado das analises.

Elemento Média Desvio
Padrio
pH 7,5 0,47
N total g/kg 11,09 5,99
P,0; Total g/kg 13,21 5,66
K,O total g/kg 8,13 7,07
Calcio (Ca) g/kg 19,41 12,49
Magnésio (Mg) g/kg 3,64 1,75
Enxofre 8,63 4,75
Enxofre-Sulfato (SO,) g/kg 3,10 1,63
Boro (B) Total mg/kg 38,67 55,13
Cobre (Cu) mg/kg 106,38 80,24
Ferro (Fe) g/kg 4401,71 11630,85
C.O Total (%) 18,87 7,46
Matéria Organica % 30,65 16,98
Relacio C/N 4,20 3,48
Manganés (Mn) mg/kg 641,76 292,75
Zinco (Zn) mg/kg 237,45 144,95
Cobalto (Co) mg/kg 10,16 8,15
Molibdénio (Mo) mg/kg 1,43 0,52
Niquel (Ni) mg/kg 7,67 10,04
Umidade % 19,48 6,04
Arsénio (As) mg/kg -
Cadmo (Cd) mg/kg -
Cromo (Cr) mg/kg 533,92 580,88
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CTC mmol/kg 1871,42 499,89

Chumbo (Pb) mg/kg 9,83 11,00
Mercurio (Hg) mg/kg -
Selénio -
Soédio (Na) 277,25 276,14
Condutividade elétrica 230,15 70,25
(uS/cm)

Optou-se por fazer média (m) e o desvio padrdo (dp) a partir das andlises de
nutrientes do solo, devido a diversidade e sazonalidade no recebimento e quantidades.
Buscou-se ter uma compreensao da constituicao da (bio)compostagem de forma inicial
devido a complexidade e o potencial usos dos produtos como fertilizantes, insumos ou
misturas para a fertilizacdo de solos, bem como para avaliar as variagdes dos resultados
obtidos durante as analises temporais a partir das andlises de micro e macronutrientes.

Sabe-se que a média (m) ¢ usada para representar o valor central dos dados,
enquanto o desvio padrdo (dp) indica a dispersdo dos valores em relagdo a média. O
intervalo usado para esse célculo pode variar muito a depender do tipo de residuo
utilizado e origem, pode determinar a aplicagdo do produto.

Em geral, utiliza-se como padrdo um intervalo de confianca de 95%, que
significa que ha uma probabilidade de 95% de que o valor real do nutriente esteja dentro
do intervalo calculado que foi realizado com o software Excel 2016 do pacote Office.

[33] Destaca-se o grupo dos metais entre os principais contaminantes
inorganicos presentes nos lixiviados de aterros de residuos industriais e, dentre eles,
citam o cadmio, o cobre, o arsénio, o chumbo e o cromo. Além destes, Pessin et al.
(2003) incluem na composi¢do fisico-quimica de lixiviados de aterros industriais o
aluminio, o niquel, o zinco, 0 manganés e o ferro.

Estes elementos presentes em analises de solo podem ser prejudiciais a
microbiota quando seus niveis sdo alterados significativamente. Existe a presenga de
metais pesados nas amostras, em altas concentragdes, como chumbo, cddmio e cobre,
podem ser toxicas para a microbiota do solo.

Apesar de encontrado chumbo nas amostras, de acordo com a Resolugdo
CONAMA para solos residenciais ¢ permitido uma concentragdo de 300 mg/kg de
chumbo.

Com a presenga de Zinco, a toxidez em plantas acarreta na diminui¢ao tanto da

producdo de matéria seca da parte aérea, quanto da biomassa radicular; necrose da
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radicula ao entrar em contato com o solo; morte da plantula e inibicdo do crescimento
vegetal [8] [35]. Entdo, considera-se uma toxidade de zinco nas amostras analisadas das
tabelas, pois, estudos da Embrapa sobre zinco e ferro, informa que niveis adequados em
plantas variaram de 18 a 67 mg Zn kg™ e os toxicos variaram de 100 a 673 mg Zn kg,
dependendo da cultura. [43]

Com a presenca de fosforo, que ¢ um dos mais importantes constituintes
minerais da atividade celular, t€ém potencial poluidor especialmente em &guas
superficiais quando se tem excesso, ocorrendo a eutrofizacao que ¢ o enriquecimento
excessivo da agua, sendo estimulador do crescimento de algas e plantas, prejudicando a
utilizagdo da agua. Porém, a legislacdo brasileira ndo considera o fosforo como um

poluente, mas ja existem diversos estudos que demonstram este potencial.

10.2 Analise de amostras de biocompostagem obtidos nas leiras em 2022 e
2023.

A amostragem foi inteiramente casualizados de amostras das leiras que
resultaram em 2 (duas) amostras para a caracterizacao fisico-quimica e biologica. As
analises foram realizadas em triplicatas (3) em cada determinacgdo das 2 (duas) amostras
coletadas das leiras com 1 (més) e dos depdsitos de biocompostagem processada com 6
(meses). As andlises quimicas serviram para complementacdo da determinacdo de
parametros fisico-quimicos e bioldgicos da (bio)compostagem das leiras e depositos em
diferentes periodos temporais.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fertilidade e Laboratério
de Fisica dos solos da UFGD (Universidade Federal da Grande Dourados). As Tabelas 8
a 15 e Figuras de 9 a 13 representam os dados e calculos obtidos através destas analises:

Tabela 8. Dados da extracao de cation.

Identificacio Peso com Peso do Apos ApOs calcinacido Peso
amostra e adicio  recipiente filtragem real sem
de Acido sem amostra queimar
Sulfurico

1 1 g+5mL Acido  39,069g 39,476¢g 0,291¢g 0,407g
Sulfarico

2 1 g+5mL Acido  35,203g 35,717g 0,291¢g 0,514¢g
Sulftirico

3 1g+5mL Acido  34,824g 35,326g 0,291g 0,502¢g
Sulfurico

Nesse procedimento, podemos determinar quantitativamente o teor de ferro,

calcio, magnésio, potdssio e aluminio contido na amostra, utilizando o liquido
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recorrente da filtragem com a técnica de espectrometria de emissdo (plasma de

acoplamento indutivo (ICP).

Tabela 9. Determinacao de solidos totais fixos.

Identificacd  Peso do recipiente Peso da amostra

Apos calcinacio %

0

1 34,841 2,086 36,092¢ 59,97%
2 38,425¢ 2,080g 39,677g 60,19%
3 39,948¢ 2,005g 41,143g 59,60%

Figura 9. Resolugdo da equacao de solidos totais fixos.

(D - B)x100
C-B

STF =

Onde:

STF = solidos totais fixos — (%)

B = peso do recipiente, (g)

C = peso da amostra inicial + recipiente, (g)

D= peso da amostra calcinada + recipiente, (g)

Fonte: autor

Tabela 10. Determinacao de solidos volateis.

SFT(1)=

36,092 -34,841 x100

—_— s

2,086

SFT(1)= 59,97%
STF(2)= 39,092 - 38,425 x100

080

STF(2)= 60,19%

STF(3)= 41,143 -39,948 x100

2,005

STF(3)= 59,60%

Identificacao Peso do Peso da Peso da Peso calcinacio %
recipiente amostra amostra c/ amostra
recipiente seca
L1 36,848¢g 2,004¢g 38,852¢g 38,098¢g 0,754¢g 24,75%
L2 35,070g 2,000g 37,070g 36,289¢ 0,781g 21,90%
L3 37,094¢g 2,003g 39,097 38,305¢g 0,792¢g 20,91%

Figura 10. Resolucao da equagao de solidos volateis.

o (A=D)x100
C-B
Onde:
SV = solidos volateis, (%)
A= peso da amostra seca + recipiente, (g)
B = peso do recipiente, (g)
C= peso da amostra inicial + recipiente, (g)

D = peso da amostra calcinada + recipiente, (g)

Fonte: autor

SV(1)=
SV(1)=
8V(2)=
SV(2)=
SV(3)=

SV(3)=

38,098 - 37,602 x100
2,004
24,75%

36,289 - 35,851 x100
2,000
21,90%

38,305 - 37,886 x100
2,003
20,91%
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Tabela 11. Determinacao de solidos totais.

Identificagd  Peso sem Peso da Resultado C-B Resultado do

0 amostra amostra  apés 24h a Calculo %
105°C

L1 20,699g 10,014g  30,077g 9,378g  93,684%

L2 21,136g 10,000g  30,470g 9,334g  93,34%

L3 19,525g 10,007g  28,846¢g 9,321g  93,144%

A Tabela 11 ilustra os teores verificados nas amostras submetidas as leiras. Para
a determinacao dos solidos totais, solidos volateis ¢ solidos totais fixos, a base foi na
metodologia do MAPA (Manual de Métodos Analiticos Oficiais para Fertilizantes e
Corretivos) com embasamento no capitulo III, usados em orgénicos e organominerais.

Os testes de teores foram realizados a fim de avaliar as caracteristicas das
amostras avaliadas e as condi¢des destas para a geragdo de um bio(fertilizante) e

caracterizagcdo do material fornecido pela OCA.

Figura 11. Resolu¢do da equacao dos solidos totais.

A-B)x100
ST = (4-B)x100
C-B
Onde: ST(L1)=9378 x100% ST(L2)=9,334 x100%
] . . 10,014 10
ST = solidos totais, (%)
ST(L1) =93,648% ST(L2)= 93,34%

A= peso da amostra seca + recipiente, (g)

P = o,
B = peso do recipiente, (g) STL3) 1%7 x100%

(= peso da amostra inicial + recipiente, (g) ST(L3) = 93,144%

Fonte: autor

Durante o processo de compostagem, necessita-se realizar analises para
determinar a eficiéncia do processo e a qualidade do composto produzido, incluindo a
medi¢do dos teores de solidos totais, volateis e totais fixos. Sendo assim, podemos
determinar que:

Solidos totais: um dos principais indicadores da qualidade do composto ¢ o teor
de solidos totais, que representa a quantidade de matéria organica presente no composto.
Esse valor ¢ importante porque quanto maior for o teor de solidos totais, maior sera o

conteudo de nutrientes disponiveis para as plantas. Isso significa que o composto tera
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um potencial de fertilizagdo mais alto e pode ser mais adequado para determinados
cultivos.

Substancias volateis: outro indicador importante é o teor de soélidos volateis,
que representa a quantidade de material organico no composto que se transformou em
gases durante o processo de compostagem. O valor de solidos volateis ¢ importante
porque quantifica a quantidade de matéria organica que foi decomposta e ndo esta mais
presente no composto final. Um valor mais baixo de solidos volateis indica um processo
de compostagem mais completo e eficiente, que transformou mais matéria organica em
nutrientes

Sélidos totais fixos: representa a porcentagem (%) de matéria organica no
composto que nao ¢ volatil e permanece no composto final. Esse valor ¢ importante
porque ¢ uma medida da "estabilidade" do composto - quanto mais fixos forem os
solidos, menor serd a possibilidade de compostos organicos indesejados, como
patdgenos, estarem presentes no composto final.

Quando os soélidos totais representam mais de 93% da composicao total de um
solo de compostagem, isso indica que a maior parte do material presente ¢ composta por
substancias solidas. Nesse contexto, os solidos totais geralmente consistem em matéria
organica decomposta, restos de plantas, microrganismos e possivelmente residuos
inorganicos presentes na compostagem [43].

Se os solidos totais fixos representam 60% da composicao total, sugere que uma
porcdo significativa dos sélidos ¢ composta por minerais inorganicos provenientes de
adigdes de solo, cinzas de madeira ou outros materiais inorganicos adicionados a
compostagem. Isso pode melhorar a estrutura do solo de compostagem e fornecer
nutrientes adicionais quando aplicado posteriormente no cultivo de plantas [43].

Quando os solidos volateis representam 20% da composicao total, sugere que ha
uma proporcao substancial de matéria organica que pode ser facilmente volatilizada,
como gases € compostos organicos leves. Isso ¢ comum em um processo de
compostagem ativo, onde ocorre a decomposi¢ao dos residuos organicos [43].

Esses dados indicam que o solo de compostagem possui uma alta concentragao
de matéria organica decomposta, uma quantidade considerdvel de minerais inorganicos
e uma propor¢ao menor de substancias volateis. Essas caracteristicas sdo desejaveis em

um solo de compostagem, pois indicam um processo de decomposicdo eficiente € um
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potencial alto para o fornecimento de nutrientes as plantas quando utilizado como

biofertilizante. Na Tabela 12 mostra-se a analise do teor de umidade.

Tabela 12. Analise de umidade.

Identificacio Porcentagem Teor de
Umidade

L1 93,648% 6,352%

L2 93,34% 6,66%

L3 93,144% 6,856%

A umidade na compostagem ¢ importante, pois o solo ¢ a base de todo o
processo de decomposicao e transformagdo dos residuos organicos em adubo e este
parametro necessario para os processos degradativos. Assim, o objetivo desta analise ¢
determinar a quantidade de agua das substincias no processo de degradacdo. Os
resultados mostraram para esta analise, em base seca, um teor de 6,8%. Quando
analisamos o produto da compostagem encontramos um teor umidade de 6,8%. Pode-se
considerar: em primeiro lugar, € preciso entender que esse valor pode variar ao longo do
processo de compostagem devido as condi¢des de degradagdo e climdticas (temperatura,
umidade do ar, quantidade e qualidade dos residuos adicionados). Estas ultimas,
normalmente, ndo se tem o devido controle de recebimento para as misturas e processos
de degradagdo, produgdo e manutengdo das leiras sobre o solo do aterro.

Sendo assim, quando o solo estd muito seco, 0s microrganismos responsaveis
pela decomposicdo dos residuos podem ndo realizar as atividades biologicas
corretamente, que pode retardar ou impedir a transformag¢ao dos residuos em adubo. Por
outro lado, se o solo estiver muito imido, pode ocorrer o risco de o composto apodrecer
ou desenvolver fungos e bactérias indesejaveis. Por isso, ¢ fundamental manter um
equilibrio adequado de umidade ao longo de todo o processo de compostagem. Na

Figura 12 mostra-se a equacdo do teor de umidade.

Figura 12. Resolucdo da equagao do teor de umidade.

Ta =100- 5T

Onde: Ta(L1)=100-93,648 % Ta(L2)=100-93,34 %
Ta(L1) = 6,352% Ta(L2) = 6,66%

Ta(L3) =100 - 93,144 %
Ta(L3) = 6,856%

Ta = teor de umidade em agua — (%)

ST = Solidos totais — (%)
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Fonte: autor

Na Tabela 13 mostra-se os resultados da analise granulométrica dos produtos da

compostagem.

Tabela 13. Resultados obtidos no procedimento de analise granulométrica.

Peneiras Peso da amostra Peso das Peso com Peso da amostra sem
peneiras sem amostra apos recipiente apos %
amostra agitacio agitacio

4,0 mm 100g 19.373¢g 24.009¢g 4,63¢g 4,63
2,0 mm 100g 20.204g 41.572g 21,36¢g 25,99
1,0 mm 100g 19.499¢g 39.671g 20,17¢g 46,17
840 um 100g 19.182¢g 25.268g 6,08g 52,26
500 pm 100g 18.764¢g 31.062¢g 12,29¢ 64,56
250 um 100g 20.653¢g 32.105¢g 11,45¢g 76,01
FUNDO - 19.749¢g 43.126g 23,37¢g 99,38

A partir da analise granulométrica pode-se entender a distribuicao de tamanhos
de particulas do composto gerado pelas leiras e, funcionalidade em termos de superficie
e atividade fertilizante. Com os resultados obtidos, ¢ possivel concluir a porcentagem de
cada fragdo granulométrica, a curva granulométrica e a classificacdo do material de
acordo com as normas técnicas. De acordo com a tabela acima, a maior retencao de
granulos ocorreu na peneira 250 um indicando que naquele solo obtém presenga de
particulas maiores do que o esperado na amostra em analise.

O objetivo do peneiramento € a separacdo de um material em fragdes. Sendo
assim, conseguimos ter uma base das propor¢des que foram retidas pelas peneiras.
Outro pardmetro importante no qual foi analisado ¢ a massa de Goudin. Essa massa esta
expressa na tabela, onde obtemos as particulas tiveram a oportunidade de passar por

toda a malha. Na Tabela 14 mostra-se a determinagao da silica.

Tabela 14. Determinacdo quantitativa de silica.

Identificacio Massa inicial Massa final

UNICO 2,000g 0,875g

De inicial, foram separadas 3 amostras de 2,0g cada. Porém, apos a filtragem e
calcinagdo do material, perdeu-se sua pesagem original. Assim, foi optado por juntar as
trés amostras e calcular sua massa final para aproximar de 1,0g pedida na metodologia.
Porém, se separarmos as 3x trés amostras, seus pesos ficariam entre: L1=0,2917g; L.2=

0,2917g e L3=0,2917g.
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A andlise quantitativa de silica em residuos agroindustriais pode ajudar a
determinar a qualidade do composto produzido pelos residuos. Uma quantidade
suficiente de silica no composto pode ajudar a melhorar a satide das plantas,
aumentando a resisténcia a pragas e doencas. Além disso, a presenga de silica em
compostos pode melhorar a aera¢do do solo, aumentando a capacidade de retengdo de
agua e nutrientes. Por fim, a determinacdo quantitativa de silica também pode ajudar na
selecdo dos residuos a serem utilizados na compostagem, ajudando a evitar residuos
com niveis muito baixos de silica, que podem nao ter beneficios significativos para a

producdo de composto. Na Figura 13 mostra-se a equagdo para determinacao de silica.

Figura 13. Resolu¢do da equacao de silica.

Is = %x 100

Onde:

Ts = teor de silica (%) Ts= 0,875 x100
Mi = massa inicial — (g) 2

Mf = massa final — (g) Ts= 43,75%

Fonte: autor.

11.3 Teor de materiais organicos (MOs)

Utilizando a metodologia de perda de massa por igni¢ao (PMI), onde esta
metodologia determina o conteudo de materiais organicos no solo, (MOS), método do
Laboratério de Referéncia Vegetal [4]. Na Tabela 15 mostra-se a determinacdo do

material organico das leiras.

Tabela 15. Determinacdo de material organico das leiras.

AMOSTRA Tara Solo Solo Solo seco Solo Solo % C
cadinho Umido seco+cadinho Mufla+Cadinho  apos total

mufla
1 32,487 3,094 34,749 2,262 32,937 0,450 80,11
2 37,280 3,214 39,395 2,115 37,803 0,523 75,27
3 37,140 3,225 39,292 2,152 37,842 0,702 67,38
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Quando se fala em compostagem, o material organico ¢ o protagonista. Afinal, ¢
ele que faz a decomposi¢do acontecer. Por isso, ¢ importante realizar analises do solo
para constatar se o teor de material organico esta no nivel adequado. Se a taxa estiver
entre 80 e 65%, significa que a compostagem esta em um bom momento.

Nessa fase, ¢ possivel visualizar uma grande quantidade de matéria organica
ainda ndo decomposta. Porém, o material j4 passou pela primeira etapa da
transformagdo e se encontra em um estdgio intermediario. E uma fase em que a
temperatura do solo ¢ elevada e ocorre a atuacdo de microrganismos especificos,
responsaveis pela quebra dos compostos organicos complexos.

Quando o material atinge essa taxa de decomposi¢do, ha uma liberagdo de
compostos simples, como o didéxido de carbono e dgua. Além disso, o solo passa a ter
um odor peculiar e a textura comega a ficar mais uniforme, sem a presenca de residuos
maiores. E importante frisar que a compostagem ndo deve ultrapassar 70% de material

organico.

10.4 Analises microbioldgicas: identificacio de microrganismos da amostra
1 (um) meés.

Na Figura 14 mostra-se a contagem UFC de amostra referente ao material de
coleta de 1 (um) mes.

Figura 14: contagem de UFC em Petrifilm para identificacdo de E. coli

referente a amostra de 1x (més).
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Fonte: autor.

Contagem Estimada de Coliformes Totais = 220

A érea circular de crescimento é aproximadamente 20 cm?. Em Petrifilm EC, a
area circular de crescimento ¢ de aproximadamente 20 cm?, podem ser feitas estimativas
nas placas contendo mais de 150 colonias, através da contagem do numero de colonias
em um ou mais quadrados representativos e determinando o nimero médio por
quadrado. Multiplica-se o nimero médio por 20 para determinar a contagem estimada
por placa.

A dilui¢do 10 tem uma média de 71,3 UFCs, sendo representada por: 71,3x10*
= 7,1x10° UFC/g de amostra, teoricamente o resultado mais confiavel, pois tem-se
preferéncia a placas com 30-300 UFCs.

Na imagem mostrada, foi o teste de E. coli. De acordo com o manual ela cresce
em si uma colonia azul com bolhas de gas em volta. Nenhuma das placas criaram gas e
todas as que cresceram eram vermelhas, caracterizando por enterobactérias. Na Figura
15 (amostra de 1 (um) més) e Figura 16 (amostra de 6 (seis) meses) com a técnica em
Petrifilm para E. coli.

Figura 15: Técnica em Petrifilm para E. coli.

Fonte: autor.

Figura 16: Técnica em Petrifilm para E. coli no teste de nimero 2, amostra de 6

meses e PCA para teste de fungos na amostra de 1 més.
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Fonte: autor.

Para melhor interpretar os resultados, a tabela abaixo permite ilustrar a
contagem de microrganismos de 1 més e 6 meses, final. Com isso registrou-se
resultados de diferentes métodos de contagem, como Petrifilm, PCA, PCA com
fluconazol e BDA. Na Tabela 16 mostram-se as contagens dos fundos e bactérias em
Petrifilm, PCA, PCA com fluconazol e BDA.

Tabela 16. Contagem dos fundos e bactérias em meio Petrifilm, PCA, PCA com

fluconazol e BDA.

Meio e I1més 1més 1més 6 6 6 diluicdo  Resultad  Resultad
Diluicao meses meses meses o final 1 o final 6
més meses
Petrifilm EC 24h
2 - - - 0 0
-3 Incontavel (450-500 UFC) 1 0 0
-4 66 62 86 1 0 0 1,00E-0  7,13E+05  3,3E+03
4
PCA (escuro) 48h
-5 Cresc Cresc Cresc 105 122 127 1,00E-0  Cresc 1,18E+07
fungos  fungos  fungos 5 fungos
-6 Cresc Cresc Cresc 14 15 13 1,00E-0 1,40E+07
fungos  fungos  fungos 6
-7 Cresc Cresc Cresc 1 2 0 1,00E-0  Cresc 1,00E+07
fungos  fungos  fungos 6 fungos
PCA ¢/ Fluconazol 48h
-5k 336 423 391 150 114 121 1,00E-0  3.83E+07 1,28E+07
5
-6* 46 33 44 11 9 4 1,00E-0  4,10E+07  8,00E+06
6
-7 4 1 8 1 1 2 1,00E-0  4,33E+07 1,33E+07
7
BDA 5 dias
-2% - - - 155 327 386 1,00E-0 - 2,89E+04
2
-3* - - - 70 47 43 1,00E-0 - 5,33E+04
3
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-4% 329 365 386 15 16 17 1,00E-0  3,60E+06 1,60E+05
4

Legendas: (*) significa uma marcagdo feita para identificar que a quantidade de colonias esta dentro do
confiavel pela literatura; para o negativo na frente dos niimeros ¢ relacionado aos nimeros de dilui¢des.
Em resultado final, E+ significa que o niimero estd elevado a uma concentragdo, exemplo 7,13E+05 ¢

7,13x10°.

Nas amostras de 1 més em Petrifilm, tivemos apenas um parametro, uma
quantidade incontavel numero nas quantidades de UFC, conseguindo apenas fazer uma
estimativa, ja nas dilui¢cdes de -4 teve uma baixa. A amostra de 6 seis meses, apresentou
uma diminui¢ao do numero de coliformes totais.

Houve grande quantidade de fungos para amostra de 1 més, ndo foi utilizado
antifngico no teste. O crescimento de fungos nesse caso ocorreu pela grande populagao
de fungos na amostra de 1 més associada a falta de composto antifingico no meio, o
que pode acontecer com qualquer amostra. Inclusive, pela contagem feita no meio
apropriado, observa-se que a populacdo bacteriana ¢ maior que a de fungos em ambas as
amostras, mantendo-se em 107 enquanto a de fungos cai. Por fim, teve-se uma redugio
significativa dos fungos de 1 més (10°) pra 6 meses (10%).

Estes resultados sugerem que na (bio)compostagem a microbiota pode alterar a
partir do tempo de decomposicdo entre populagdo de bactérias e fungos, devido ao

processo de decomposi¢ao do material organico ou até competicdo entre espécies.

10.4 Analises genémicas de bactérias e fungos da amostra de 6 (seis) (meses)
da (bio)compostagem (IB/UNICAMP)

As amostras de biocompostagem utilizadas foram coletadas na OCA Ambiental
Ltda a partir das leiras de degradagdo/compostagem e dos montes de produtos da
(bio)compostagem que foi peneirada e/ou processada para uso e fertilizacdo de solo.
Com tempo de diferenca entre amostras de 1(um) més e 6 (seis) meses. A analise
genomica foi realizada no Instituto de Biologia da UNICAMP (IB/UNICAMP),
Campinas, SP.

Das 3 (trés) amostras de solo apenas 2 (duas) retornaram quantidade e
integridade de DNA necessaria para poder seguir com o sequenciamento genético. As
amostras C9 (Rodl) com 41,4 ng/ul exibindo DIN 5,1 e E9 (Rod3) 9,66 ng/pul exibindo
DIN 4,1. A amostra D9 (Rod2) com 14,4ng/ul exibiu DIN 1,9 que apesar de apresentar
uma concentracdo de DNA mais elevada que a amostra E9, ndo demonstro integridade

no DNA como pode ser visto na Figura 17. Uma possivel explicagdo para as baixas
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concentragdes de DNA pode ser o longo tempo de armazenamento antes do inicio das
analises.

As amostras A9 e B9 pertencem a analise de outra pesquisa realizada.

Figura 17. Concentrag¢do em pares de base de DNA

|
am _
P gl ¢
ull

| Jhe
| i
-
< .
e il .
L
|
L ek
i ,

mﬁm
e w

FORORRNT b

Fonte: autor.

Um total de 132.011 sequéncias de DNA restaram apoOs todas analises de
qualidade, sendo 24.298 sequencias de bactérias e 107.713 de fungos.
No Gréafico 1 pode-se observar que o DNA sequenciado foi suficiente para

analisar a diversidade de espécies de bactérias existentes nas amostras.
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Grafico 1: Rarefagao bactérias.
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Fonte: autor
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No Grafico 2 ¢ possivel observar que o DNA sequenciado foi suficiente para analisar diversidade de fungos existentes nas amostras.

Grafico 2: Rarefagdo de fungos.
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Fonte: autor.
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Na classificagdo taxondmica de bactérias 11 (onze) filos foram detectados como
pode ser observado no Grafico 3, deles os maiores foram Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes e Bacteriodota.

O filo Proteobactéria ¢ um dos maiores € mais diversos filos em numero de
espécies bacterianas, chegando a representar 30% das espécies descritas [19]. Esse filo
pode ser dividido em 5 (cinco) classes sendo que na alphaproteobactérias encontram-se
diversas espécies de interesse agricola que participam do ciclo do carbono e do
nitrogénio e interessantes para fins de fertilizacao dos solos.

[37] Verifica-se que o filo Proteobacteria pode ser usado como um indicador de
maturacdo da compostagem, pois a abundancia relativa das bactérias desse filo
aumentava durante a compostagem de residuos animais. Por outro lado, bactérias dos
filos Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidota diminuiram sua abundancia na

compostagem final.
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Grafico 3: Tabela de filos.
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Os 3 (trés) géneros que mais se destacaram no Grafico 4 foram: Ohtaekwangia
que pertence ao filo Bacteriodota. Sacchromonosprora ¢ Actinomadura que pertencem
ao filo Actinomycetota. O filo Actinomycetota ¢ encontrado com tanta frequéncia no
solo e faz parte do grupo Terrabacteria. A literatura descreve que outros pesquisadores
também observaram a ocorréncia desse filo em solo de compostagem e, a presenca pode
sugerir/indicar a compatibilidade da (bio)compostagem com os solos [25] [60].

Pesquisas da rizosfera de diferentes plantas como cactos, Calotropis procera,
Discaria trinervis e Azadirachta indica relataram a presenga de bactérias do género
Actinumadura que pode ocorrer em diferentes tipos de solos. Os resultados destas
pesquisas indicam que as bactérias desse género, possivelmente, interagem com essas
plantas [56] [38] [46]. Algumas espécies desse gé€nero secretam enzimas capazes de
degradar celulose e material lignoceluldsico [63] isso demonstra a importancia da
presenca de bactérias desse género na compostagem. Por outro lado, a espécie
Actinomadura madurae € patogénica a humanos, entdo cuidados sdo necessarios para a
biosseguranga do uso desses materiais [7]. Porém, vale ressaltar que a exposicao destes
agentes sO se torna perigoso se a concentracdo existente em unidade por volume
apresentar um grau elevado de disseminagao.

Actinomadura madurae é de classe de risco 2 (moderado risco individual e
limitado risco para a comunidade): Inclui os agentes bioldgicos que provocam infecgdes
no homem ou nos animais, cujo potencial de propagagdo na comunidade e de
disseminagdo no meio ambiente ¢ limitado, e para os quais existem medidas profilaticas
e terapéuticas conhecidas eficazes. NB- 2 (Nivel de Biosseguranga 2) requer
procedimentos para o trabalho com microorganismos (classe de risco 2) capazes de
causar doengas em seres humanos ou em animais de laboratério sem apresentar risco
grave aos trabalhadores, comunidade ou ambiente. Agentes ndo transmissiveis pelo ar.
Ha tratamento efetivo e medidas preventivas disponiveis. O risco de contaminagio ¢
pequeno. [67]

Bactérias do género Saccharomonospora podem resistir a altas temperaturas e
converter material vegetal em matéria organica [61]. Bactérias desse género foram
abundantes ao final de compostagem de citrus [64]. No grafico 4 mostram-se os

géneros.
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Fonte: autor.

A classificagdo taxondmica de fungos detectou 2 (dois) filos: Ascomycota com um grande nimero de representantes € uma pequena

participacgao do filo Mucoromycota, como pode ser visto no Grafico 5.
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Fonte: autor.
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A classificacdo Fungi Incertae sedis agrupa todos os filos de fungos e foi
inserida pelo programa megan. Analises de uma compostagem agroindustrial revelaram
que integrantes do filo Ascomycota dominaram todos os estagios de compostagem
observados [57]. Diferentes pesquisas relataram uma baixa presenca de fungos
integrantes do filo Mucoromycota na compostagem de esterco de galinha e estrume de
porco [18] [34].

Observando os resultados de géneros de fungos no grafico 6, trés principais se
destacaram em ordem de grandeza decrescente: Stolonocarpus, Cephaliophora e

Epicoccum. Esses trés géneros sdo integrantes do filo Ascomycota.
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Grafico 6: Tabela de género de fungos.
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O género Stolonocarpus foi relatado em experimento de adubacdo em pepino
ocorrendo em estreita correlagdo com outros géneros fingicos como Penicilium,
Trichocladium, Enterecarpus e outros, ao reduzir a quantidade de adubos quimicos e
aumentar a quantidade de esterco na plantacao [62].

A utilizagdo de adubacdo composta de esterco de ovelha, residuo de fungo,
restos vegetais e palha de milho em plantio de abobrinha fez com que a populacao de
fungos pertencentes a esse género aumentasse na rizosfera dessa planta nas 3 (trés)
repeticoes [54]. Em outro experimento verificou-se que a compostagem de palha de
arroz e esterco bovino teve melhor eficiéncia ao adicionar inoculante contendo os
fungos: Malbranchea cinnamomea e Gloeophyllum trabeum. M. cinnamomea, que
elevaram a temperatura e a provocaram um aumento dos fungos termofilicos do género
Cephaliophora, que atingiu o maximo durante o estagio termofilico, reduzindo ao final
da compostagem [66].

A utilizagdo de biocarvao de folha de pinheiro aumentou a abundancia de fungos
na compostagem de dejetos de suinos melhorando os pardmetros fisico-quimicos
durante a compostagem e o um dos géneros que tiveram aumento no processo foi o
Epicoccum [34].

Ao analisar os dados do Qiime 2, foi possivel verificar a presenca da espécie
Epicoccum thailandicum. Essa espécie de fungo foi identificada como um patéogeno de
folhas de Amomum villosum, uma planta amplamente cultivada como cultura comercial
e medicinal. Este ¢ o primeiro relato de que Epicoccum thailandicum ¢ o fungo
patogénico que infecta as folhas de Amomum villosum [53].

Quando vemos que tais atividades supracitada, obtem a presenca destes
microrganismos, ajuda a entendermos quais destas podem contribuem para pesquisas e
trabalhos futuros ou melhoria do biocomposto produzido, como por exemplo, a
presenca de bactérias que degradam materiais lignoceluldsicos. Com o devido controle
dos tipos de materiais recebidos e utilizagao nas leiras € 0 monitoramento das atividades
microbianas, podera entender como surgiu a presenga destas bactérias e fungos e
também como utilizar desta como uma fonte de enzimas capazes de degradar celulose e

material lignoceluldsico com mais facilidade.

11. Consideracoes finais

78



As matérias primas/insumos disponiveis para producdo da (bio)compostagem
recebidas pelo aterro como: terra diatomacea (argila), farelo de soja, farelo de milho
misturado com componentes de ragdo animal, residuos da limpeza de milho, residuo de
incubatorio de aves e outros, visceras de frango, residuo estomacal de suinos, visceras
de suinos, carvdo e outros podem ser misturados e decompostos em produtos
fertilizantes e ricos em matéria organica (MO) para uso agricola e reducdo dos impactos
ambientais.

Os resultados experimentais mostraram que o composto analisado, atualmente,
falta uma padronizagdo inicial e controle de materiais postos as leiras, por conta dos
residuos recebidos em diferentes fontes e sazonalidade, sendo inviavel para fins
comerciais na situagao atual.

Pode-ser-4 estabelecer uma estratégia de mistura das leiras ap6s a maturagao,
que foram produzidas em tempos diversos, a partir da anélise de composi¢ado, para fins
de padronizacdo e/ou uso especifico dos (bio)compostos livres ou em misturas diversas
para uso de fertilizagdo de solos e em culturas vegetais.

A estratégia de misturas pode ser uma opcao interessante para regularizagao dos
conteidos de micro e macronutrientes dos produtos da compostagem, sanitiza¢do e
seguranga bioldgica dos produtos; além de permitir que a (bio)compostos maturem no
espaco do aterro para fins de controle biologico de espécies patdgenas a partir da
submisssao as condigdes climaticas, principalmente, calor, umidade e radiagdes
ultravioletas (UVs) com as devidas protecdes e cuidados.

Com as atividades microbianas encontradas nas analises, mostra que para
pesquisas e trabalhos futuros € possivelmente, apos controlar sobre os tipos de materiais
recebidos e utilizagdo nas leiras, usar acelerador bactérias do género Actinumadura,
onde algumas espécies desse género secretam enzimas capazes de degradar celulose e
material lignoceluldésico com mais facilidade. Podendo assim, ser um material
alternativo para fins comerciais.

Com Contagem dos fungos e bactérias em meio Petrifilm EC, PCA, PCA com
fluconazol e BDA, houve uma grande quantidade de fungos para amostra de 1 més,
porém, nesse caso, associada a falta de composto antifingico no meio, ocorreu uma
grande populacdo destes na amostra de 1 més, o que pode acontecer com qualquer
amostra nestas condi¢des. Inclusive, pela contagem feita no meio apropriado,

observa-se que a populagdo bacteriana ¢ maior que a de fungos em ambas as amostras,
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mantendo-se em 107, enquanto a de fungos cai. Por fim, teve-se uma redugdo
significativa dos fungos de 1 més (10°) pra 6 meses (10%).

Pode-se observar os altos conteudos de ferro, enxofre, manganés. Uma possivel
alternativa para equilibrio na situagdo atual, seria o uso de bioaumentagdo, que envolve
a adi¢do de microrganismos que sdo capazes de transformar metais pesados em formas
menos toxicas ou até mesmo degradar completamente os contaminantes retendo por
complexacdo e controlar a disponibilidade no solo e permitir bioabsor¢ao pelas plantas
e microrganismos diluindo os impactos biolégicos e ambientais.

E importante a continuidade dos estudos por analises periddicas do solo com uso
da (bio)compostagem para monitorar a presenga de metais pesados, e outros, além de
implementar medidas de controle e tratamento de forma preventiva. Neste aspecto,
recomenda-se o monitoramento regularmente o teor de umidade do solo e, se
necessario, controle de umidade por uso de um medidor de umidade ou uso de técnicas
simples como apertar um punhado de solo com as mados e observando aspecto,
aglutinagdo e textura. Também, acompanhamento do comportamento da temperatura
diariamente com o auxilio de um termometro digital com leitura realizada em trés
pontos diferentes, sendo eles topo, centro e base. A medicdo deste parametro pode ser
realizada sempre as 07h00min da manha.

Amostras devem ser retiradas durante o revolvimento das pilhas para
monitoramento. Controlar o pH utilizando um pHmetro digital; os teores solidos
volateis estimados com base na quantidade de cinzas; e o teor umidade, podendo ser
determinado com auxilio de balanga analitica e estufa.

As andlises gendmicas com amostras do biocomposto (3 (trés) amostras),
mostraram que somente 2 (duas) possuiam quantidade e integridade de DNA para o
sequenciamento. Estas amostras foram obtidas de diferentes leiras em posi¢des
diferenciadas de coleta em ambiente aberto e sujeita as condigdes climaticas. Uma
possivel explicagdo para as baixas concentragdes de DNA pode ser o longo tempo de
armazenamento das amostras e degradacao por fatores climaticos, antes do inicio das
analises. Um total de 132.011 sequencias de DNA restaram apos todas analises de
qualidade, sendo 24.298 sequencias de bactérias e 107.713 de fungos.

Na classificagdo taxonomica de bactérias 11 (onze) filos foram detectados, e os 3
(trés) grupos maiores foram Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Bacteriodota.

Os 3 (trés) géneros que mais se destacaram foram Ohtaekwangia que pertence ao filo
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Bacteriodota. Sacchromonosprora e Actinomadura que pertencem ao filo
Actinomycetota.

Para fungos, a taxondmica detectou 2 (dois) filos, sendo Ascomycota com um
grande nimero de representantes ¢ uma timida participacao do filo Mucoromycota. Ja
para géneros de fungos, 3 (trés) principais se destacaram em ordem de grandeza
decrescente: Stolonocarpus, Cephaliophora e Epicoccum. Esses 3 (tr€s) géneros sao
integrantes do filo Ascomycota.

Pode-se perceber que a caracterizacdo do (bio)composto ¢ possivel, porém a
falta do controle de recebimento dos residuos por andlises, mistura e processamento,
periodos e sazonalidade podem dificultar a compreensdo de alguns aspectos, como 0
surgimento da Epicoccum thailandicum é o fungo patogénico que infecta as folhas de
Amomum villosum, por exemplo. Ou ainda, a presenca da bactéria de espécie
Actinomadura madurae.

Porém, o trabalho cumpriu com a caracteriza¢ao do produtos final, identificando
parte da microbiota € os microrganismos presentes por andlise genOmica a partir da
extracdo do DNA, mesmo com a ndo viabilidade de 1 (uma) das 3 (trés) amostras de 6
(seis) meses, com resultado ndo conclusivo. Este resultado pode mostrar que ha
irregularidade quando a estocagem, manuseio e controle de materiais. Pois, todos estes
fatores mencionados, contribuem para a falta de equilibro quanto ao produto final.

A descoberta destes, ajuda a entender as atividades microbianas do solo, em
relacdo a disponibilidade de nutrientes, ou a falta deles. Ou seja, tanto na rizosfera de
outras plantas ou na degradagdo de lignocelulose, quando temos a presenca destes
microrganismos, significa que, quando dispostos em condi¢des adequadas, ird ser
benéfico para o desenvolvimento das atividades em cultura, disponibilizando nutrientes,
ou na degradagdo de materiais lignoceluldsicos.

A produgdo em grandes quantidades deste compostos pode ser comercializado,
desde que atenda as exigéncias minimas de qualidade prevista na Portaria N. 01/1983

do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA [3].

12. Propostas futuras de estudo:
Sugere-se utilizar materiais diversos, ndo apenas os residuos agroindustriais
recebidos pelo aterro, mas outros produtos adequadamente utilizados como: isopor,

papelao, residuos diversos encontrados no aterro que podem ser preparados, adequados
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e/ou (bio)decompostos para complementos de conteudos, formulacio e funcionalidade
fisico-quimico e bioldgica nos (bio)fertilizantes e/ou insumos agricolas, principalmente,
para usos especificos ou geral para as culturas, fertilizagdo e/ou demandas agricolas. O
uso de materiais lignoceluldsicos, pds de rocha/mineralizagdo e desenvolvimento de
tecnologias como por exemplo, a peletizagdao ou nucleagdo de granulos fertilizantes para
uso em maquinas de adubagdo, calcareamento, semeadura em campos agricolas e outras
tecnologias agricolas para adequacdo da biocompostagem em tecnologias que
considerem aglutinacdo, controle de liberacao, microencapsulamentos e revestimentos

nutritivos ou protetivos podem ser possiveis.
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ANEXO 1

1. Metodologias aplicadas em laboratorio
1.1 Teor de cinzas

Aplica-se em alimentos em pd (ragdes, cercais, farinhas, farelos). Caso o
alimento seja solido (graos. biscoitos, carnes, massas), devem ser triturados antes de
iniciar a analise CARVALHO et al. (2002); INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008).

1. Pesar com exatiddo, em cadinho calcinado (submetido a queima em forno
mufla 550°C, resfriado e mantido em dessecador), 5g de amostra. Anotar o peso do
cadinho vazio e o peso da amostra. Ao manipular o cadinho, deve ser utilizada a tenaz.

2. Comecar a incineragao aos poucos, em bico de Bunsen, procurando aquecer
igualmente todas as faces do cadinho (muito cuidado para a amostra ndo pegar fogo).

3. Quando o produto estiver transformado em uma massa de carvao, transferir o
cadinho para o forno mufla a 550°C, deixando-o por um espaco de tempo suficiente
para a total destruicdo da matéria organica, até obter cinzas brancas (no caso de nao
branquear, adicionar algumas gotas de dgua destilada e levar a mufla novamente).

4. Deixar, entdo, que a temperatura diminua até, pelo menos, 150°C.

5. Retirar o cadinho e deixar esfriar completamente em dessecador por,
aproximadamente, 25min.

6. Pesar e anotar o peso.

Fazer o calculo ¢ através da regra de trés: o peso da cinza ¢ a diferenga entre o
peso final do cadinho e o peso do cadinho vazio x a % CINZAS.

Pesodacinza __ Peso da Amostra

X 100g

Tabela 17. As amostras foram separadas da seguinte forma:

IDENTIFICACAO MASSA
Massa do cadinho vazio 1 24,4998¢g
Massa do cadinho vazio 2 26,9397¢g
Massa da amostral 2,3710g
Massa da amostra2 44151¢g
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Tabela 18. Segunda leva de amostras sobre teor de cinzas.

AMOSTRA Tara Splo Solo Solo seco  Solo Solo %C
cadinho Umido seco+cadinho Mufla+Cadinho apés total
mufla
1 32,487 3,094 34,749 2,262 32,937 0,450 80,11
2 37,280 3,214 39,395 2,115 37,803 0,523 75,27
3 37,140 3,225 39,292 2,152 37,842 0,702 67,38

As massas iniciais foram submetidas a um aquecimento de 100°C para retirar
toda umidade presente. Apds isso, as amostras ficaram na estufa durante 24 horas a
100°C para tirar toda e qualquer agua presente. Apos estes procedimentos, a calcinacao

foi feita a uma temperatura de 800°C, ficando 40min. A pesagem final ficou:

Tabela 19. Pesagem final

IDENTIFICACAO MASSA
Massa do cadinho 1 1,3832¢g
Massa do cadinho 2 2,5021¢

Com os calculos expressados no anexo 1, a porcentagem final ficou

aproximadamente 63,3% de teor de cinza nas amostras.

1.3 Extracao de cations

A andlise de cations trocaveis foi realizada em duas etapas sequenciais: primeiro
¢ feito a extracdo e, em seguida, a determinacao e/ou quantificacao do que foi extraido.
Os cations extraidos ficardo solubilizados no sobrenadante, no qual, serd determinado
quanto foi extraido. Para um mesmo nutriente, mesmo que sejam utilizados diferentes
extratores, o método de determinacdo podera ser o mesmo, pois as reagdes quimicas
e/ou aparelhos analisam ions e moléculas soluveis, independentemente da origem,
(TOME JUNIOR, 1997). A técnica utilizada para extrair os cations presentes na TDR
foi baseada na metodologia de digestdo acida utilizada por (GOMES, 1984). O
procedimento analitico consiste em:

1 — Pesar 1 grama da amostra e diluir em 5 ml de acido sulfurico concentrado;

2 — Aquecer a amostra em manta aquecedora durante uma hora, para completa

digestao da amostra;
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3 — Filtrar a amostra em papel de filtro quantitativo e lavar varias vezes a
amostra com agua destilada, até o filtrado ser avolumado para 500 ml em um baldo
volumétrico.

Figura 18: Residuos da Filtragem.

Fonte: autor

1.4 Determinacio sélidos totais

A técnica utilizada para determinar s6lidos totais na amostra do residuo de terra
diatomacea ¢ descrita por (CLESCERI et al., 1998). Solidos totais ¢ o termo aplicado ao
material residual deixado em um recipiente apds a evaporagao e subsequente secagem
da umidade em dgua em um forno com temperatura entre 103 a 105 °C. O procedimento
analitico consiste em:

1 — Pesar uma fragdo da amostra, e colocar a temperatura de 105° C em estufa
por 24 horas.

2 — Retirar da estufa a amostra e colocar em um dessecador para esfriar € nao
adquirir umidade em agua,

3 — Ap0s a amostra estar resfriada, pesar em balanga analitica.

Equacdo a ser usada para determinagao dos sélidos totais é:

1.5 Teor de umidade
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O percentual de umidade do residuo pode ser determinado pela equagdo no

apéndice 1.

1.6 Analise granulométrica

Tem por objetivo verificar a especificacdo granulométrica de fertilizantes
organicos ou organominerais que venham a ser apresentados na forma de granulados,
farelados ou pos.

Equipamentos

a) Peneiras com abertura de malha de: 4,00 mm— 2,0 mm — 1,0 mm - 840 pum -
500 um e 250 pum, limpas, secas e taradas com precisao de 0,01 g, com fundo também
pesado e tampa.

b) Agitador mecanico de peneiras.

Tabela 20. Medidas das peneiras usadas.

Natureza fisica do fertilizante Peneiras
(abertura da malha)
Granulado e mistura de granulos 4,0 mm 2,0 mm e 1,0 mm
Microgranulado 2,0 mm e 1,0 mm
Po 2,0 mm, 840 um e 250 pm
Farelado 4,80 mm, 2,8 mm e 840 um

Para os fertilizantes s6lidos com indicacdo de garantias granulométricas minimas
diferentes das previstas no quadro acima, e constantes do registro do produto conforme
legislagdo vigente, seguir o procedimento padrao de andlise granulométrica
(peneiramento e pesagem), utilizando as peneiras com abertura de malha conforme as
especificagdes informadas do produto em andlise.

¢) Tampar o conjunto, fixar as peneiras no agitador e agitar durante 10 minutos.
Pesar cada peneira e o fundo e calcular a fracdo neles retida; em seguida, calcular o
percentual do material passante em cada peneira pelas expressdes:

Figura 19. Equacao para transformacao em porcentagem.

. . 100R
Porcentagem da amostra passante na 12 peneira = 100 — ( G 1)

. . 100(R,+R;)
Porcentagem da amostra passante na 22 peneira = 100 — [#]

) . ) 100(Ry +R;+R3)
Porcentagem da amostra passante na 32 peneira (se houver) = 100 — [% .

sendo:
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G = massa da amostra analisada, em gramas.
R1 =massa da fragdo retida na 1* peneira especificada, em gramas.
R2 = massa da fragdo retida na 2* peneira especificada, em gramas.

R3 = massa da fracdo retida na 3? peneira especificada, em gramas.
9

1.7 Determinacio solidos totais fixos

A técnica utilizada para determinar so6lidos totais na amostra do residuo de terra
diatomacea ¢ descrita por (CLESCERI et al., 1998).

Soélidos totais fixos ¢ o termo aplicado ao material residual deixado em um
recipiente apos a eliminagdo da matéria organica em uma mufla com temperatura acima
de 550 °C. O procedimento analitico consiste em:

1 — Transferir para mufla os sélidos totais e calcinar a 600°C por 1 hora.

2 — Retirar da mufla a amostra e colocar em um dessecador para esfriar € nao
adquirir umidade em agua,

3 — Apos a amostra estar resfriada, pesar em balanga analitica.

Figura 20: Resultado da calcinagao.

Fonte: autor.

1.8 Determinacao solidos volateis

A técnica utilizada para determinar solidos volateis na amostra do residuo de
terra diatomécea ¢ descrita por (CLESCERI et al., 1998). Solidos volateis ¢ o termo
aplicado a matéria organica calcinada em uma mufla com temperatura abaixo de 550 °C.
O procedimento analitico consiste em:

1 — Transferir para mufla os sélidos totais e calcinar a 500 °C por 1 hora.
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2 — Retirar da mufla a amostra e colocar em um dessecador para esfriar € nao
adquirir umidade em agua,

3 — Apos a amostra estar resfriada, pesar em balanga analitica.

1.9 Determinacao quantitativa de silica

A determinacdo do percentual de silica na amostra de terra diatomacea
recuperada, foi baseado na técnica de gravimetria descrita por (BACCAN, 2001). O
procedimento analitico consiste em:

1 — Pesar aproximadamente 1 grama da amostra.

2 — Fazer a digestao da amostra, conforme descrito na extracao de cétions.

3 — Apo6s a digestdo, filtrar a amostra em papel de filtro quantitativo e lavar
varias vezes com agua destilada.

4 — Pesar a amostra retida no papel de filtro em balanca analitica e em seguida
calcinar a 550 °C, em uma mufla.

5 — Terminada a calcinagdo, colocar a amostra no dessecador para resfriar e nao
adquirir umidade.

6 — Pesar a amostra em balancga analitica.

1.10 Analise de pH em 1:10

Principio e aplicacdo consistem em suspender a amostra em solugdo de CaCl,
0,01 mol L' e proceder a medida potenciométrica do pH. Aplica-se aos fertilizantes
organicos. Os equipamentos usados s3o potenciometro com termocompensador e

eletrodo combinado, para a medida de pH, com sensibilidade de 0,01 unidade de pH.

Reagentes:

e Solugdes-tampao para calibragdo do pHmetro, de pH 4 ¢ 7.

e C(loreto de célcio dihidratado, p.a. - CaCl,.2H,0.

e Solu¢do de cloreto de calcio 0,01 mol L ': pesar 1,47 g £ 1 mg do sal e dissolver
em agua. Transferir para baldo volumétrico de 1000 ml, completar o volume

com agua e homogeneizar.

Procedimento
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a) Pesar 10 g (+1 mg) da parte da amostra “in natura” reservada para tal,
transferir para béquer de 100 ml, adicionar 50 ml da solu¢do de CaCl2 0,01 mol L ',
homogeneizar e aguardar 30 minutos, agitando de 10 em 10 minutos.

b) Ligar o potenciometro 30 minutos antes do uso e calibra-lo com as
solucdes-tampao de pH 7 e 4. Trabalhos em série requerem a lavagem do eletrodo entre
uma leitura e outra, com agua, e secagem com papel-toalha ou similar.

¢) Medir o pH da solucdo ou suspensdo da amostra pela inser¢do cuidadosa do
eletrodo de forma que este se mantenha no nivel da solu¢ao, sem entrar em contato com
algum material decantado da amostra. Registrar a leitura.

d) Expressar o resultado com a indicagdo "pH em solugdo de CaCl2 0,01 mol L
1%

1.11 Analise de Nitrogénio Total

Principio e aplicacdo deste método fundamentam-se na amonificagdo de todas as
formas ndo amoniacais de nitrogénio, seguida da destilagdo alcalina da amonia, que ¢
recebida numa quantidade em excesso de acido borico. O borato de amodnio formado ¢
titulado com dacido sulftrico padronizado. Aplicavel a todos os tipos fertilizantes,
inclusive com conteudo de matéria organica, exceto a nitrofosfatos contendo enxofre
ndo sulfato.

Equipamento usado para este tipo de andlise ¢é o conjunto

macrodigestor-destilador tipo Kjeldhal equipado com regulador de poténcia.

Reagentes e solucoes siao:
e Po catalitico de Raney p.a. (50% de Ni e 50% de Al, em massa)
e Acido sulfurico, p.a., H2SO4
e Sulfato de cobre, p.a., CuSO4.5H20
e Sulfato de potéssio, p.a., K2SO4.

e Zinco granulado 8 mesh, p.a.

Solugao de acido sulfurico - sulfato de potassio: acrescentar, vagarosamente ¢
com cuidado, 200 ml de H,SO, a 625 ml de agua destilada e misturar. Sem esfriar,
juntar 106,7 g de K,SO, e continuar a agitacdo até dissolver todo o sal. Diluir a quase 1

litro e agitar. Esfriar, diluir para 1 litro com dgua destilada e homogeneizar.
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Solucio de sulfeto ou tiossulfato: Dissolver em agua 40 g de K,S ou 80g de
Na,S,0;.5H,0 e completar o volume a 1 litro.

Soluciio de hidréxido de sédio (NaOH) com 450 g L. Pesar 450 g do regente
P.A e dissolver em agua. Esfriar e completar a 1 litro com agua destilada.

Indicador verde de bromocresol 1 g L'; pesar 0,25 g do indicador, triturar em
almofariz com 7-8 ml de NaOH 4g L™, transferir para um baldo volumétrico de 250 ml
e completar o volume com 1 litro de 4gua destilada.

Indicador vermelho de metila 1 g L™': Dissolver 0,1g de vermelho de metila
em alcool etilico e transferir para um baldo volumétrico de 100 ml. Completar o volume
com alcool etilico.

Indicador alaranjado de metila 1 g L': Dissolver 0,1g do indicador em 4gua
destilada e completar o volume a 100 ml.

Mistura de indicadores: Misturar 1 volume da solugao de vermelho de metila 1
g L' e 10 volumes da solugdo de verde de bromocresol 1 g L™

Acido bérico (H;BO;), 40 g L' com indicadores: Pesar 40g de H;BO, P.A
dissolver em agua destilada morna. Esfriar e transferir para um baldo volumétrico de
1.000 ml. Acrescentar 20 ml da mistura de indicadores e completar o volume com agua
destilada.

Solugao de acido sulfarico (H,SO,) aproximadamente 0,25M: transferir 14
mL de &cido sulftrico concentrado P.A para balao de 1.000 ml e completar o volume

com agua destilada.

Procedimento

a) Pesar uma quantidade de amostra de 0,2 a 2,0g, com aproximag¢ao de 0,1mg
(G), para frasco Kjeldahl de 800 ml;

Observagdo: a massa inicial da amostra ndo deve conter mais de 42 mg de
nitrogénio - nitrico

b) Juntar 1,7g de pd catalitico de Ni Raney e 150 ml de solucao de H,SO, -
K,SO,. Se houver mais de 0,6g de matéria organica, acrescentar 2,5 ml da solucdo 4cida
para cada 0,1g de matéria organica que exceder 0,6g

¢) Misturar o conteudo, imprimindo rotagdes ao frasco Kjeldahl e coloca-lo

sobre o aquecedor frio ou que esteja desligado a 10 minutos, no minimo. Ligar o
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aquecedor previamente regulado para o teste de 5 minutos. Quando iniciar a fervura,
reduzir o aquecimento, regulando o digestor para teste de digestdo de 10 minutos;

Obs: Teste de 5 e 10 minutos equivale a uma intensidade de aquecimento necessario
para levar a ebulicao 250 ml de 4gua em balao de Kjeldahl de 800 ml, respectivamente,
em 5 e 10 minutos.

d) Depois de 10 minutos, suspender o frasco na posi¢ao vertical e juntar 1,0g de
sulfato de cobre P.A e 15g de K,SO, P.A;

e) Recolocar o frasco Kjeldahl na posi¢do inclinada e aumentar o aquecimento
regulando para o teste de digestdo de 5 minutos (caso haja formacdo de espuma
suspender o Kjeldahl ou diminuir a intensidade de aquecimento). Aquecer, com
aquecedor regulado para teste de digestdo de 5 minutos, até os densos fumos brancos de
H,SO, tornarem o bulbo do frasco limpido. A digestdo estd completa para amostras
contendo somente N amoniacal, nitrico e amidico. Para outras formas de nitrogénio,
agitar, por rotacdo, o frasco e continuar a digestdo por 30 minutos. Para amostras com
contetido organico, continuar por 2 horas.

f) Esfriar, juntar 200 ml de agua destilada e 25 ml de solucao de tiossulfato de

sodio ou de sulfeto de potassio, e homogeneizar.

Determinacao

a) Juntar 3-4 granulos de Zinco, inclinar o frasco Kjeldahl, adicionar 105 ml de
solu¢do de NaOH a 450 g L', sem agitar o frasco;

b) Ligar imediatamente o frasco Kjeldahl ao conjunto de destilagdo, com a ponta
do condensador ja mergulhada no Erlenmeyer de 500 ml contendo 50 ml da solugdo de
acido borico 40 g L' com a mistura de indicadores;

¢) Agitar o conteudo, imprimindo rotacdes ao frasco Kjeldahl, e aquecer para
destilar, recebendo, no minimo 150 ml do destilado;

d) Retirar o Erlenmeyer e lavar a ponta do condensador;

e) Titular com solu¢do de acido sulftrico padronizada 0,25 M e anotar o volume
(V1);

f) Fazer uma prova em branco(V2);

g) Calcular o teor de nitrogénio na amostra pela expressao:

% N -2,8014 (V, -V, )M
G
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V1 = volume (ml) do 4cido gasto na titulacdo da amostra
M = concentra¢do molar (exata) da solucdo de acido sulftrico.
V2 = volume (ml) do 4cido gasto na titulagdo da prova em branco.

G = massa inicial da amostra, em grama.

1.12 Fosforo Total (P,05)
Principio e aplicagdo desta andlise consistem na solubilizagdo do fosforo da
amostra por extracao fortemente acida e posterior precipitacdo do ion ortofosfato como

fosfomolibdato de quinolina, o qual ¢ filtrado, secado e pesado.

Equipamentos
e C(Cadinho de vidro sinterizado de 30-50 ml, com placa porosa de
porosidade média a fina;
e Frasco kitassato de 1.000 ml;
e Bomba de vacuo,

e Mufla.

Procedimento

a) Pesar 1,0 g da amostra, com aproximacao de 0,1 mg (G), e transferir para
béquer de 250 ml; adicionar 30 ml de &4cido nitrico e 5 ml de 4cido cloridrico
concentrados. Ferver até cessar o desprendimento de vapores castanhos (NO,) e a
solucdo clarear.

b) Adicionar 50 ml de 4gua destilada e ferver por 5 minutos. Esfriar;

¢) Transferir para baldo volumétrico de 250 ml, completar o volume com agua
destilada e homogeneizar;

d) Filtrar através de papel de filtro de porosidade média, seco;

e) Desprezar os primeiros 20 a 30 ml e separar um volume de filtrado limpido,

suficiente para a determinagao.
Determinacao

a) Pipetar uma aliquota (A) do extrato contendo de 10 a 25 mg de P,Os (250/G.g

< A <£625/G.g, sendo G = peso da amostra em gramas e g = garantia %) e transferir
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para béquer de 400 ml; ajustar o volume a 100 ml com agua destilada e aquecer até o
inicio de fervura;

b) Adicionar 50 ml de reagente "Quimociac" e ferver durante 1 minuto, dentro
da capela;

¢) Esfriar a temperatura ambiente, agitando cuidadosamente, 3 a 4x vezes
durante o resfriamento;

d) Filtrar, sob a acdao de vacuo, em cadinho de placa porosa, previamente secado
a 250°C e tarado; lavar com 5 por¢des de 25 ml de dgua destilada, tendo o cuidado de
adicionar cada por¢do apds a anterior ter passado completamente;

e) Secar durante 30 minutos a 250°C. Esfriar em dessecador e pesar como
(CyH;N);H;[PO,.12 M0oOs];

f) Calcular o percentual de P,O5 da amostra pela expressao:

%P205 = 801.75m ,
AG

m = massa do precipitado, em grama.
G = massa inicial da amostra, em grama

A = volume da aliquota tomada do extrato, em ml.

1.13 Potassio Total (K,0)

Baseia-se na extracdo a quente do potdssio solivel em 4gua, precipitagdo deste
com uma quantidade em excesso de solu¢do padronizada de tetrafenilborato de sodio e
titulagdo desse excesso com solugdo padronizada de brometo de cetil trimetil amonio

(BCTA) ou cloreto de benzalconio.
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Reagentes e solucoes

a) Solucdo de hidroxido de sodio (NaOH), a 200 g L', em 4gua.

b) Formaldeido, H,CO, P.A a 37%.

¢) Solugdo de oxalato de amonio, (NH,),C,0,, a 40 g L™': Pesar 40 g do reagente e
dissolver em dgua destilada morna. Completar a 1 litro com dgua destilada.

d) Solugdo do indicador amarelo de Clayton: Dissolver 0,040g de amarelo de
Clayton (amarelo de titanio) em agua e completar o volume a 100 ml.
Homogeneizar.

e) Solugdo de BCTA ou de cloreto de benzalconio a 6,3 g L™': Pesar 6,3 g de
brometo de cetiltrimetilamdnio (BCTA), p.a., ou cloreto de benzalconio
(Zefiran) e dissolver em agua quente. Esfriar e completar o volume a 1 litro com
agua destilada.

No caso do cloreto de benzalconio ou Zefiran, pode-se partir de solugdes
comerciais concentradas encontradas normalmente em fornecedores de produtos
farmaceéuticos.

A equivaléncia entre esta solucdo e a de TFBS, referida a frente, deve ser de
aproximadamente 2:1 em volume.

Para determinar a relagdo entre as solu¢des, em volume, transferir para
Erlenmeyer de 125 ml:

1) 25 ml de agua.

2) 1 ml de hidréxido de sodio a 200 g L.

3) 2,5 ml de formaldeido a 37%.

4) 1,5 ml de solucdo de oxalato de amonio.

5) 5,0 ml de solucao de tetrafenilborato de sédio.

6) 6 a 8 gotas de indicador amarelo de Clayton.
Titular com a solu¢do de BCTA ou de cloreto de benzalconio até a viragem para

a cor rosa (V1). Em seguida calcular o fator de equivaléncia do volume da solugdo de

TFBS correspondente a 1 ml de solugdo de cloreto de benzalconio, pela expressao:

Fi. 5
Vi
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onde: V1 = volume gasto da solu¢cdo de BCTA ou cloreto de benzalcdnio em ml. O fator

devera ser aproximadamente 0,5.

Fosfato monopotassico, KH,PO,, PA padrao primario: Secar a 105°C
durante 2 horas e esfriar em dessecador. Preparar uma solugdo padrao de fosfato
monopotassico, KH,PO,, dissolvendo 2,5000 g em agua, adicionar 50 ml da solu¢do de
oxalato de amonio a 40 g L' e completar o volume a 250 ml com 4gua destilada.

Homogeneizar. Essa solugdao contem 3,4613 mg de K,O por mililitro.

Solucio de tetrafenilborato de sédio (TFBS), NaB(C¢Hs),: dissolver 12 g de
tetrafenilborato de so6dio PA, em 800 ml de agua, adicionar 20 a 25 g de hidroxido de
aluminio AI(OH),, agitar durante 5 minutos e filtrar em papel de filtro de porosidade
fina (filtragdo lenta). Caso o filtrado inicialmente se apresente turvo, refiltra-lo.
Adicionar 2 ml de hidroxido de sodio a 200 g L™ ao filtrado limpido e completar a 1
litro. Homogeneizar e deixar em repouso em recipiente de polietileno durante 2 dias

antes da padronizagao.

Padronizacio

1. Transferir uma aliquota de 10 ml da solu¢do padrao de KH,PO, medida com
uma pipeta volumétrica contendo 34,6133 mg de K,O, para um baldo volumétrico de
100 ml;

2. Adicionar 2 ml de NaOH a 200 g L', 5 ml de formaldeido a 37% e 30,00 ml
da solugdo de tetrafenilborato de sodio;

3. Agitar lentamente evitando a formag¢ao de espuma. Completar o volume com
agua destilada, homogeneizar;

4. Apos 10 minutos, filtrar através de papel de filtro de porosidade fina, seco; v.
Transferir uma aliquota de 50 ml de filtrado para um erlenmeyer de 250 ml e adicionar
6 a 8 gotas do indicador amarelo de Clayton;

5. Titular o excesso da solugdo de tetrafenilborato de sddio, até a viragem para a
cor rosa, com a solu¢do de BCTA ou cloreto de benzalconio. Anotar o volume gasto
(V2);

6. Em seguida, calcular o fator correspondente a mg de K,O por ml da solugao

de TFBS, usando a expressao:
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F 34.6133

30,00 - 2 (V2.Fy)

(]

onde: V, = volume gasto de BCTA ou cloreto de benzalconio em ml, F1 = fator da

solug¢do de BCTA ou cloreto de benzalconio em relagao ao TFBS.

Procedimento

a) Transferir 2,5 g da amostra com aproximacao de 0,1 mg (G), para um béquer
de 400 ml, adicionar 50 ml de solugdo de oxalato de amonio a 40 g L', e 125 ml de
agua, ferver suavemente durante 30 minutos. Se a amostra contiver matéria organica,
juntar 2 g de carvao ativo, isento de K,O, antes da fervura;

b) Esfriar, transferir para um baldo volumétrico de 250 ml, completar o volume e
homogeneizar;

¢) Filtrar através de papel de filtro de porosidade média para um béquer seco,

desprezando os primeiros 20-30 ml.

Determinacio

a) Transferir uma aliquota (A) contendo 10 a 40 mg de K,O (100/G.g < A <
400/G.g, sendo G = peso em gramas e g = garantia em %) para um baldo volumétrico de
100 ml, adicionar 2 ml de NaOH 200 g L' e 5 ml de formaldeido a 37%. Homogeneizar
e deixar em repouso por 5 minutos;

b) Adicionar 1 ml da solugdo de tetrafenilborato de sodio para cada 1,5 mg de
K,O esperado e mais um excesso de 8 ml para garantir a precipitacao;

¢) Completar o volume com 4gua, agitar energicamente e apds 10 minutos, filtrar
em papel de filtro de filtragao lenta;

d) Transferir uma aliquota de 50 ml do filtrado para um Erlenmeyer de 250 ml,
adicionar 6 a 8 gotas do indicador amarelo de Clayton e titular com a solu¢do padrao de
BCTA ou cloreto de benzalconio, usando bureta semi-micro, até a viragem para a cor
rosada (V,);

e) Calcular o teor de potassio na amostra pela expressao:

% K20 = 25F:[V3 - (2.V4.F)]
AG
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onde: V3 = volume (ml) da solugdo de TFBS adicionado, V4 = volume (ml) da solugao
de BCTA gasto na titulagao, F1 = fator da solu¢cdo de BCTA ou cloreto de benzalconio e

F2 = fator da solug¢do de TFBS, G = massa inicial da amostra em grama

1.14 Calcio (Ca)

Consiste na extragdo do calcio da amostra e titulagdo do mesmo com solugao
padronizada de EDTA, apos a eliminagdo dos interferentes. O método mais indicado
para a avaliacdo de produtos com o teor de cdlcio da ordem de grandeza de 5% ou
acima.

a) Transferir 100 ml do extrato para um béquer de 400 ml.

b) Ajustar o pH da solugdo a 4 = 0,1, com solugdo de KOH 200 g L' utilizando
um potenciometro e agitador magnético para homogeneizar a solugdo. Se o pH passar
de 4,1 corrigir com HCI (1+5 v/v). Para ajustar o pH nas proximidades do ponto
desejado podem ser utilizadas solugdes mais diluidas de KOH ou HCI.

¢) Adicionar um volume variavel da solucdo de sulfato duplo de ferro III e
amonio, de acordo com o teor de P,Os total do fertilizante (5 ml para fertilizantes com
menos de 7% de P,Os, 10 ml para fertilizantes com 7 a 15% de P,Os, 15 ml para
fertilizante com 16 a 30% de P,Os e quantidades proporcionais para fertilizante com
mais de 30% de P,0:s).

d) Ajustar o pH da solugdo a 5 = 0,1, com solugdo de KOH 200 g L' e corrigir,
se necessario, com solu¢do de HCI (1+ 5), ou solugdes mais diluidas de ambos.

e) Deixar esfriar e filtrar a suspensdao do béquer para balao volumétrico de 250
ml com papel de filtro de porosidade média. Lavar o béquer e o residuo com porgdes de
agua, acrescentando cada por¢ao apos a anterior ter percolado pelo residuo, até obter um
volume préoximo de 200 ml. Completar o volume e homogeneizar.

f) Transferir uma aliquota (A) de 25 a 50 ml do filtrado para um Erlenmeyer de
250 - 300 ml e adicionar 25-50 ml de 4gua.

g) Adicionar 10 ml de solu¢do de hidroxido de potassio (KOH)/cianeto de
potassio (KCN), 2 gotas da solugdo de trietanolamina, 5 gotas da solugdo de
ferrocianeto de potéssio e uma pitada (10-15 mg) do indicador calceina ou 5-7 gotas da
solucdo do indicador Calgon.

h) Colocar o frasco sobre um fundo branco e de preferéncia usar agitador

magnético em frente a uma luz fluorescente. Titular imediatamente com a solugdo
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padronizada de EDTA, agitando continuamente até a mudanga permanente da cor do
indicador: a calceina muda de verde fluorescente para vinho; o calcon muda de vinho
para azul puro. Anotar o volume (V1) da solu¢do de EDTA consumido.

i) Desenvolver uma prova em branco (V,).

j) Calcular a porcentagem de Calcio mediante a expressao:

62,5t (¥, —V3)
Cagemm) ==

onde: V,; = volume da solugdo de EDTA consumido na titulagdo da aliquota da solugao
da amostra, em ml, V, = volume da solu¢do de EDTA consumido na titulagdo da prova
em branco, em ml, t1 = fator da solu¢do de EDTA expresso em mg de Ca por ml de
EDTA, G = massa inicial da amostra, em gramas, A = volume da aliquota tomada para a

titulagdo, em ml.

1.15 Magnésio (Mg)

a) Seguir o procedimento da determinacdo do célcio por EDTA, até o item “e”.
Na sequéncia:

b) Transferir uma aliquota (A) de 25 a 50 ml do filtrado para um erlenmeyer de
250 - 300 ml e adicionar 25-50 ml de 4gua. Tomar uma aliquota idéntica a utilizada na
determinagdo do Calcio.

¢) Adicionar 5 ml de solugao tampao de pH 10, mais 2 ml de solugdo de KCN 20
g L', 2 gotas da solugdo de trietanolamina, 5 gotas de solug¢do de ferrocianeto de
potassio e 5-7 gotas de solucdo 51 do indicador negro de eriocromo T, homogeneizando
apos a adi¢do de cada reagente.

d) Colocar o frasco sobre um fundo branco e, de preferéncia, usar um agitador
magnético; titular imediatamente com solugcdo padronizada de EDTA agitando
continuamente até que a solugdo passe da cor vinho para azul puro; anotar o volume
gasto (V;), em ml.

e) Desenvolver uma prova em branco (V,).

f) Calcular a porcentagem de Mg pela expressao:

62,58, [(Va=Ve )=V, =V5)]
Mgomm =———

onde: V1 = volume de EDTA consumido na titulagdo do calcio, em ml, V; = volume de

EDTA consumido nesta titulagdo de (Ca+Mg), em ml, V, e V, = volumes de EDTA
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consumidos na titulagdo das provas em branco, em ml, t2 = fator da solu¢do de EDTA,
expresso em miligramas de Mg por ml de EDTA, A = aliquota tomada para a titulagao,

em ml, G = massa inicial da amostra, em gramas.

1.16 Enxofre-Sulfato (SO,)
Consiste na extracdo do enxofre presente na composicdo dos fertilizantes
minerais sob diversas formas, sua oxidagdo, quando necessario, € precipitagdo como

sulfato de bario e quantificagdo deste precipitado.

Equipamentos

a) Bomba de vécuo.

b) Mufla.

¢) Funil de filtragdo de Buchner, capacidade de 30-50 ml.

Reagentes

a) Acido cloridrico concentrado, HCI, PA

b) Solug¢do de cloreto de bario dihidratado com 100 g L™': pesar 100,0 g de BaCl,
.2H,0, transferir para baldo volumétrico de 1 L, adicionar 500 ml de agua, agitar até
dissolugdo do sal. Completar o volume com agua e homogeneizar.

¢) Solu¢do de nitrato de prata 10 g L': pesar 1,0 g de AgNO; e transferir para
baldo volumétrico de 100 ml, completar com dgua e homogeneizar. Guardar em frasco
de vidro ambar.

d) Alcool etilico (C,H;OH) PA

e) Solugdo alcoolica de hidroxido de potassio (KOH) a 100 g L', em alcool
etilico PA

f) Peroxido de hidrogénio (H,0,), a 30 % (m/m).

Aplicavel aos fertilizantes minerais contendo o enxofre nas diversas formas —
sulfeto, sulfito, sulfato, tiossulfato, elementar e/ou outras, e corretivos de alcalinidade a
base de borra de enxofre.

a) Pesar uma quantidade de amostra “G” que contenha de 20 a 100 mg de S
provavel, com precisdo de 0,1 mg, e transferir para béquer de 250-300 ml.

b) Adicionar 50 ml da solugdo alcoolica de KOH, cobrir com vidro de relogio e

ferver lentamente, em capela, por 10 minutos. Cuidado com fagulhas, fogo, etc.
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¢) Deixar esfriar e adicionar, em capela, com cuidado e aos poucos, 30 ml da
solugdo de H,0, a 30%, homogeneizando apos cada adicdo. Caso forme muita espuma,
adicionar pequena quantidade de alcool etilico. Deixar esfriar. Adicionar 10 ml de HCI
concentrado ao filtrado e homogeneizar.

d) Filtrar por papel de filtro de porosidade média (ou porosidade fina, se
necessario) recebendo o filtrado em béquer de 400 ml; lavar as paredes do béquer e o
retido no papel de filtro com pequenas por¢des de agua, até fazer um volume de
aproximadamente 200 ml. Cobrir com vidro de relogio e aquecer até proximo da
fervura, mantendo esse aquecimento por 1 hora.

Obs.: Este procedimento deve promover a oxida¢do de todo o enxofre ndo sulfato
presente na amostra, pela agdo combinada de uma digestdo alcalina e oxida¢do com
peroxido de hidrogénio. Se ao término da etapa de extragdo ainda restarem particulas
amarelas (enxofre elementar) no retido deve-se repetir o tratamento do residuo, antes

de passar a precipitagdo.

Determinacao e calculo

a) Aquecer o filtrado do procedimento de extragcdo executado até a ebuligdo,
adicionar 5-6 gotas da solu¢do de cloreto de bario (BaCl,) e, apos 1 minuto, acrescentar
lentamente mais 15 ml da solugdo de cloreto de bario.

b) Cobrir com vidro de relégio, manter aquecido em banho-maria, placa ou
chapa aquecedora com aquecimento brando, sem fervura, durante uma hora. Remover, e
aguardar a sedimentacdo do precipitado. Filtrar em papel de filtragdo lenta, de
porosidade fina (faixa azul ou equivalente). Alternativamente, pode-se filtrar com
succao (bomba de vacuo) utilizando um funil de filtragdo de Buchner com o papel de

filtracdo lenta perfeitamente ajustado de modo a ndo ocorrer perda de precipitado.

Observagdo: Deve-se confirmar a completa precipitagdo do sulfato, recolhendo-se uma
aliquota dos primeiros volumes de filtrado (cerca de 30 ml), aquecer até proximo da
fervura e adicionar a ela 5 ml da solugdo de cloreto de bario. Se ocorrer formagdo de
precipitado (BaSO,), o procedimento deverd ser reiniciado tomando-se uma massa
menor de amostra.

¢) Lavar o precipitado com 10 por¢des de aproximadamente 25 ml de agua a

80-90°C. Proceder ao teste do cloreto no filtrado, com 2-3 ml da solugdo de AgNO; 10 g
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L. O aparecimento de uma turvagdo/precipitado branco do AgCl confirma a presenga
de cloreto. Continuar a lavagem enquanto o teste de cloreto for positivo.

d) Transferir o papel com o precipitado para um cadinho de porcelana
previamente secado a 500 + 50°C e tarado. Levar a mufla para aquecimento até¢ 800 °C,
mantendo a porta entreaberta durante a fase inicial da elevagdo da temperatura. Fechar a
porta do forno e conserva-lo a 800 + 40°C durante 30 minutos.

e) Retirar o cadinho, colocar em dessecador, esperar esfriar e pesar.

f) Calcular a porcentagem de enxofre mediante a expressao:

_13,74m,
S(%m/m) -7

onde: mp = massa do precipitado de BaSO4, em g, G = massa inicial da amostra, em

gramas.

1.17 Boro

Método volumétrico do D-manitol (D-sorbitol). O método baseia-se na
complexac¢do do boro com D-manitol ou D-sorbitol apos sua solubilizacao, a quente, em
meio acido. A determinacao ¢ realizada pela titulagdo do complexo formado com
solugdo de hidroxido de so6dio padronizada. Indicado para produtos com teor de boro de

0,5 % em massa ou acima.

Equipamento

Potencidmetro para medida de pH, com sensibilidade de 0,05 unidade.

Reagentes

a) Solugdo estoque de acido borico: dissolver 1,0000 g de H;BO; PA, em agua,
transferir para baldo volumétrico de 1 litro e completar o volume. Esta solugdo contem
0,1748 mg de boro por ml.

b) Solucao de HCI (1+1), com agua previamente fervida.

¢) Solugdo de HCI, aproximadamente 0,5 mol L': diluir 10 ml de HCI
concentrado a 250 ml, com dgua previamente fervida.

d) Solugdo de HCI, aproximadamente 0,02 mol L™': pipetar 10 ml da solugdo de

HCI aproximadamente 0,5 mol L' ¢ diluir a 250 ml com 4gua previamente fervida.
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e) Solugdo alcodlica de vermelho de metila 1 g L™': dissolver 0,1 g do indicador
em 100 ml de élcool etilico a 90-95%.

f) Cloreto de sodio, NaCl PA

g) Bicarbonato de s6dio, NaHCO; PA

h) D-manitol, p.a. ou D-sorbitol cristalizado PA

i) Solucdo de nitrato de chumbo (Pb(NO;),) — com 100 g L': pesar 10 g de
nitrato de chumbo, dissolver em agua fervida e completar o volume a 100 ml.

i) Solugdo de NaOH com 20 g L, livre de CO,: dissolver 20 g de NaOH em
150-200 mL de agua, esfriar, transferir para baldao volumétrico de 1000 ml e completar o
volume. Usar agua fervida. Transferir para frasco plastico e conserva-lo bem fechado. A
concentragdo desta solugdo ¢ de aproximadamente 0,5 mol L.

k) Solu¢do de NaOH aproximadamente 0,025 mol L, livre de CO,: pipetar 25
ml da solugdo de NaOH 20g L, transferir para baldo volumétrico de 500 ml e

completar o volume com 4gua previamente fervida.

Determinar a equivaléncia em boro desta soluciao, através do seguinte
procedimento:

Transferir 25 ml da solugdo padrdo de H;BO; para um béquer de 250 ml,
adicionar 3,0 g de NaCl e 3-4 gotas de solu¢do de vermelho de metila 1 g L.

Adicionar solucdo de HC1 0,5 mol L', gota a gota e com agitagdo, até obter a cor
avermelhada do indicador, diluir a aproximadamente 150 ml com é4gua e ferver por 2-3
minutos para eliminar CO,.

Deixar esfriar até a temperatura ambiente. Posicionar o béquer no agitador
magnético e mergulhar o eletrodo previamente calibrado na solugdo. Ajustar o pH a
exatamente 6,30 utilizando as solu¢des de NaOH 0,5M e 0,025 mol L' ou solugdes
diluidas de HCI, se necessario.

Adicionar 20 g de D-manitol ou D-sorbitol cristalizado a solu¢dao do béquer, com
agitacdo, até dissolver completamente e homogeneizar. O pH da solugdo devera
apresentar uma variacdo para um valor mais baixo. Titular com a solu¢do de NaOH
0,025 mol L', com agitagdo, até o pH retornar ao valor de 6,30 (este valor deve se
manter estavel durante, pelo menos, um minuto). Anotar o volume gasto (V,), em ml.

Desenvolver uma prova em branco, substituindo os 25 ml de solugdo padrao de

H;BO; por agua; anotar o volume gasto (V,).
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A quantidade de boro equivalente a 1 ml da solugdo de NaOH (fator A) é:

_ 4369
(Vi-Vz)

onde: A = quantidade de boro equivalente, em mg B por ml de NaOH, V; = volume da

solu¢do padronizada de NaOH consumido na titulacdo do padrdo, V, = volume da

solugdo padronizada de NaOH consumido na titulagdo da prova em branco.

Extracao

a) Pesar uma massa (G) da amostra que contenha até 4,5 mg de boro provavel e
transferir para um béquer de 250-300 ml.

b) Adicionar 50 ml de agua, 3 ml de HCI concentrado, ferver a ebuli¢do e
conservar quente por 5-10 minutos. Mantendo a solucdo quente, mas sem ferver,
proceder ao seguinte tratamento:

e Adicionar a solucdo de Pb(NO;), usando 1 ml desta solugdo para cada
1,2 % de P,0;5 especificado na composi¢do da amostra.

e Acrescentar NaHCO; so6lido, um pouco por vez, até a suspensiao
aproximar-se da neutralizacao, o que ¢ reconhecido pela formagdao de um
precipitado branco junto ao material insoltivel presente.

e Juntar 3-4 gotas da solugdo de vermelho de metila e continuar a adi¢ao
de NaHCO;, pouco por vez, até a suspensao adquirir a cor amarela ou
alaranjada do indicador.

¢) Manter a solu¢do quente, sem ferver, por 30 minutos, adicionando pequenas
quantidades de NaHCO;, se necessario, para manter a mesma cor do indicador. Se a cor
do indicador clarear pela presenca de nitrato, adicionar mais indicador. Apds a
neutralizacdo e o aquecimento, devem restar 40 -50 ml de solugao.

d) Filtrar através de papel de filtro de porosidade média, para um béquer de 250

mL. Lavar o béquer e o precipitado com 5 por¢des de 10 ml de 4gua quente.

Determinacao e calculo

a) Acidificar o filtrado do extrato com HCI (1+1), gota a gota, até obter a cor
vermelha do indicador vermelho de metila e ferver por 2-3 minutos para eliminar CO,.

b) Neutralizar a solugdo quente com solu¢do de NaOH 0,5 mol L, reacidificar

com solu¢do de HCl 0,5 mol L' e acrescentar 0,3-0,5 ml em excesso. Diluir a
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aproximadamente 150 ml, ferver novamente por 2-3 minutos para eliminar o CO,
remanescente e esfriar a temperatura ambiente.

¢) Neutralizar grosseiramente com solu¢do de NaOH 0,5 mol L™ e levar o béquer
para o conjunto de titulacdo, mergulhando os eletrodos na solugdao e posicionando o
agitador. Ligar o agitador e 66 ajustar o pH da solugdo a exatamente 6,30 pela adi¢ao de
solugdo de NaOH 0,025 mol L' ou HCI 0,02 mol L', conforme o caso (quando
adequadamente ajustado, o pH deve ser invariavel; flutuacdes sdo frequentemente
devidas a incompleta remog¢ao do CO,).

d) Encher a bureta com solugdo padronizada de NaOH 0,025 mol L. Adicionar
20 g de D-manitol ou D-sorbitol cristalizado a solugdo do béquer, com agitacdo, até
dissolver completamente e homogeneizar. O pH da solu¢do deverd apresentar uma
varia¢do para um valor mais baixo. Titular com a solu¢do de NaOH 0,025 mol L', com
agitacdo, até o pH retornar ao valor de 6,30 (este valor deve permanecer estavel durante,
pelo menos, um minuto). Anotar o volume gasto (V,), em ml.

e) Desenvolver uma prova em branco e anotar o volume de solucao padronizada
de NaOH 0,025 mol L™ gasto (V,).

f) Calcular a porcentagem de boro na amostra pela expressao:

AV =V5)

Bloom/m) = og

onde: A = mg de boro equivalente a 1 ml de solugdo de NaOH 0,025 mol L', V, =
volume da solucdo padronizada de NaOH gasto na titulacdo da amostra, em ml, V, =
volume da solugdo padronizada de NaOH gasto na titulacdo da prova em branco, em ml,
G = massa inicial da amostra, em gramas.

Nota: O boro (B) é um micronutriente presente na composicdo dos fertilizantes
multinutrientes. Entretanto, em matérias-primas e misturas para serem incluidas na
composi¢do final dos produtos, pode se apresentar em teores mais elevados. Nestes

casos (B >2,5%), o procedimento de extragdo pode ser adequado:
a) Pesar uma massa (G) de 0,5 a 1 g da amostra, com precisdo de 0,1 mg,

transferir para béquer de 250 ml, adicionar 50 ml de 4gua e 3 ml de HCI concentrado

PA.
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b) Aquecer até o inicio da ebuli¢do e manter quente por 10 minutos. Esfriar,
transferir para baldo volumétrico de 100 mL (ou outro baldo de maior volume que
permita a tomada de uma aliquota mais adequada para a determinacdo) e completar o
volume com agua. Agitar e deixar em repouso por 5 minutos. Filtrar em papel de filtro
de porosidade média ou fina, se necessario.

¢) Tomar uma aliquota do extrato que contenha até 4,5 mg de boro provavel e
transferir para um béquer de 250-300 ml. Prosseguir como indicado em Extragdo, no

(13

item “b”, a partir de “... Mantendo a solugdo quente, mas sem ferver, proceder ao
seguinte tratamento...”

d) Proceder a determinagdo como indicado

Determinacao e calculo

B _ AV —Vs)
(%m/m) = "Hog,

onde: A = mg de boro equivalente a 1 ml de solugdo de NaOH 0,025 mol L', V, =
volume da solucdo padronizada de NaOH gasto na titulacdo da amostra, em ml, V, =
volume da solugdo padronizada de NaOH gasto na titulacdo da prova em branco, em ml,
Gs = massa da amostra, em gramas, contida na aliquota do extrato tomada para a

determinacao.

1.18 Cobre (Cu)

Fundamenta-se na extracao, por digestdo acida, do cobre contido na amostra ¢ a
medida da sua concentragdo por espectrometria de absor¢do atomica (AA).
Equipamento usados nesse procedimento ¢ o Espectrometro de Absor¢do Atdomica,

equipado com lampada para cobre.

Reagentes

a) Acido cloridrico concentrado, HCI PA.

b) Solugdo de HCI (1+5) com 4gua, aproximadamente 2 mol L.

¢) Solugdo de HCI (1+23) com 4gua, aproximadamente 0,5 mol L.

d) Solugdo padrio estoque de cobre com 1000 mg L': preparar a partir de
solucdo padrdo de cobre com 1,0000 g de Cu (ampola ou embalagem similar).

Transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 1 L, acrescentar 40 ml de HCl
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concentrado e completar o volume com agua. Alternativamente, transferir 0,2000 g de
cobre metalico puro (eletrolitico) para béquer de 250 ml, adicionar 2-3 gotas de HNO; e
5 ml de solugao aquosa de HCl (1+1). Cobrir com vidro de relogio e ferver
moderadamente até quase secar. Retomar com 50 ml de HCI (1+23), transferir para
baldo de 1 litro e completar o volume com a mesma solucio acida. Pode-se, também,
adquirir solugdes certificadas prontas para o uso de reconhecida qualidade ou utilizar
outro padrao primario.

e) Solugdo intermediaria de cobre com 50 mg L': tomar 10 ml da solu¢do com
1000 mg L' para baldo de 200 ml e completar o volume com acido cloridrico (1+23).

f) Solugdes de leitura: transferir 2,0 — 5,0 — 10,0 e 15 ml da solu¢do com 50 mg
L' para baldes de 50 ml e completar o volume com solu¢do de HCI (1+23). Estas

solugdes contém 2 — 5 — 10 ¢ 15 mg L', Preparar o branco com HCI (1+23).

Extracao
Proceder a extragdo conforme descrito no método para a determinagdo do Calcio

por espectrometria de absorcao atémica.

Determinacio e calculo

a) Transferir uma aliquota (A) do extrato que contenha, no maximo, 0,75 mg de
cobre para balao de 50 ml e completar o volume com HCI (1+23). Deve-se tomar uma
aliquota de modo a situar a concentracdo da solucdo final de leitura na faixa
intermediaria da curva de calibracdo. Se necessario, fazer dilui¢do intermediaria,
também utilizando HCI (1+23), considerando-a nos calculos finais.

b) Colocar o aparelho nas condi¢des exigidas para a determinacdo do cobre
(lampada de Cu, comprimento de onda de 324,7 nm, fenda e chama adequadas,
conforme manual do equipamento).

¢) Calibrar o aparelho com o branco e as solu¢des-padrao. Aspirar dgua entre as
leituras e aguardar a estabilizacdo de cada leitura antes de registrar o resultado.

d) Proceder a leitura das solu¢des das amostras e da prova em branco,
verificando a calibrag¢do a cada grupo de 8 a 12 leituras. Determinar sua concentragao,
em mg L', através da equacdo de regressio linear da curva de calibragio ou informagéo
direta do equipamento.

e) Calcular a porcentagem em massa de cobre pela expressao:
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5C
Cu(%m,m] = ?
onde: C = concentragdo de Cu na solugdo final de leitura, em mg L', y = massa da
amostra, contida na aliquota A do extrato, em mg. Considerar dilui¢des intermediarias
se tiver ocorrido como fator de correcgao.
Considerar dilui¢des intermediarias se tiver ocorrido.

Calculo de y:

100046
T VD

onde: G = massa inicial da amostra, em g, A = volume da aliquota tomada para a
solugdo de leitura, em ml, V, = volume do baldo utilizado na etapa de extragdao, em ml,

D = fator de dilui¢do do extrato inicial, se tiver ocorrido.

1.19 Ferro (Fe)

Fundamenta-se na extragdo, por digestdo acida, do ferro contido na amostra e a
medida de sua concentracdo por Espectrometria de Absor¢ao Atdmica. O Equipamento
necessario para esse processo ¢ o Espectrometro de Absor¢ao Atomica, equipado com

lampada para ferro.

Reagentes

a) Acido cloridrico concentrado, HCl PA

b) Solu¢do de HCI (1+5) com 4gua, aproximadamente 2 mol L.

¢) Solugdo de HCI (1+23) com agua, aproximadamente 0,5 mol L.

d) Solugio padrio estoque de Fe com 1000 mg L™': preparar a partir de solugdo
padrdo de ferro com 1,0000 g de Fe (ampola ou embalagem similar), transferida
quantitativamente para baldo volumétrico de 1000 ml. Acrescentar 40 ml de HCI
concentrado e completar o volume com agua. Alternativamente, pode-se tomar 0,2500 g
de ferro puro para béquer de 250 ml, adicionar 30 ml de HCI (1+1), cobrir com vidro de
relogio e ferver até completa dissolucdo. Transferir para baldo volumétrico de 250 ml e
completar o volume com HCI (1+23). Pode-se, também, adquirir solugdes certificadas
prontas para o uso de reconhecida qualidade ou utilizar outro padrao primario.

e) Solugdo intermediaria de Fe com 50 mg L™': transferir 10 ml da solug¢do com

1000 mg L™ para baldo de 200 ml. Completar o volume com HCI (1+23).
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f) Solugdes de leitura: transferir 2 — 5 — 10 e 15 ml da soluc¢do de Fe com 50 mg
L' para baldes volumétricos de 50 ml. Completar o volume com HCI (1+23). Essas

solugdes contém 2 = 5 — 10 ¢ 15 mg L' Preparar o branco com HCI (1+23).

Determinacao e calculo

a) Transferir uma aliquota (A) do extrato que contenha, no maximo, 750
microgramas de ferro para baldo de 50 ml e avolumar com HCI (1+23). Deve-se tomar
uma aliquota de modo a situar a concentragdo da solucdo final de leitura na faixa
intermediaria da curva de calibragdo. Se necessario, fazer diluicdo intermediaria
utilizando HCI (1+23), considerando-a nos célculos finais.

b) Colocar o aparelho nas condigdes exigidas para a determinagdo do ferro
(lampada de Fe, comprimento de onda de 248,33 nm, fenda e chama adequadas,
conforme manual do equipamento).

¢) Calibrar o aparelho com o branco e as solugdes-padrao. Aspirar agua entre as
leituras e aguardar a estabilizagdo de cada leitura antes de registrar o resultado.

d) Proceder a leitura das solucdes das amostras e da prova em branco,
verificando a calibracdo a 79 cada grupo de 8 a 12 leituras e determinar sua
concentragdo em mg L' através da equacdo de regressdo linear da curva de calibra¢do
ou informagao direta do equipamento.

e) Calcular a porcentagem de ferro pela expressao:

5C
Fe(%m;mj = ?

C = concentra¢do de Fe na solugio final de leitura, em mg L.
y = massa da amostra, contida na aliquota A do extrato, em mg. Considerar

dilui¢des intermediarias se tiver ocorrido.
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Calculo de y

_ 1000A4G
T vuD

onde: G = massa inicial da amostra, em g. A = volume da aliquota tomada para a

solucdo de leitura, em mL, V, = volume do baldo utilizado na etapa de extragdo, em

mL, D = fator de dilui¢ao do extrato inicial, se tiver ocorrido.

1.20 CO total

O método baseia-se na oxidagao, por via umida, do carbono organico contido na
amostra com bicromato de potassio em excesso e dcido sulfurico concentrado,
promovendo-se aquecimento externo. Segue-se a determina¢do do bicromato
remanescente por titulacdo com solugdo de sulfato ferroso amoniacal. Aplica-se aos
fertilizantes organicos. Para fertilizantes organominerais ha uma etapa de tratamento

preliminar descrita no item d apresentado a frente.

Reagentes e solucoes

Solu¢ao de K,Cr,0, 0,20 M: dissolver em agua destilada 118,8624 g do sal PA
(99%de pureza), padrdo primario, secado a 110-120°C por 2 horas, e transferir
quantitativamente para baldo volumétrico de 2 litros, completando o volume com agua
destilada.

Acido sulfurico concentrado, H,SO, PA 95-98%.

Acido fosférico (H;PO,) PA 85,0%.

Solucio indicadora de difenilamina(C,,H;;N), p.a. Preparo: Tomar 0,25 g de
difenilamina, acrescentar 20 mL de 4dgua e solubilizar adicionando cuidadosamente 50
mL de acido sulfurico concentrado. Esfriar e conservar em frasco escuro.

Solu¢do de sulfato ferroso amoniacal aproximadamente 0,5 M: pesar 198,0 g
do sal (NH,),Fe(S0,),.6H,O PA, transferir para béquer de 1000 ml e acrescentar, com
cuidado, 150 ml de acido sulfirico concentrado. Agitar, adicionar 250 ml de agua
destilada, agitar novamente e deixar esfriar. Transferir quantitativamente para baldo
volumétrico de 1000 ml e completar o volume com agua destilada, deixando esfriar
antes de cada adi¢ao de dgua. Guardar em recipiente plastico opaco.

Aferi¢do: a solu¢do de Fe’" deve ter sua concentragdo aferida a cada dia de

analise. Para tanto, tomar, em duplicata, uma aliquota de 10 ml da soluc¢do padrao de
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K,Cr,0; 0,20 M para erlenmeyer de 250 ml. Acrescentar dgua até¢ um volume de
aproximadamente 100 ml e mais 10 ml de H;PO,. Titular com a solucdo de sulfato
ferroso amoniacal, empregando 0,5 a 1 ml da solucao de difenilamina como indicador,
até a viragem para a coloracdo verde. Sendo V o volume médio, em mililitros, do
titulante gasto, a concentragdo (C) da solugdo de Fe*" em relagdo a solugdo de bicromato
sera:
C=2,0/V

Obs.: C terda um valor préoximo de 0,0833, visto tratar-se de uma reacao de oxi-redugdo e
nao estarmos trabalhando com concentragdes em normalidade.

Outro indicador que pode ser utilizado em substituicdo a solu¢ao de
difenilamina:

Ferroin ou solucdo de ferroina: solubilizar 1,485 g de o-fenantrolina PA,
C,,HgN,, mais 0,695 g de sulfato ferroso heptahidratado PA (FeSO,.7H,0) em 100 ml

de 4dgua destilada. Viragem: verde para violeta escuro.

Extracao

a) Pesar uma massa G da amostra, contendo entre 40 e 150 mg de carbono
organico provavel e transferir para erlenmeyer de 300 ml.

b) Conduzir, em paralelo, 2x (duas) replicatas de uma prova em branco que
devem passar por todo o procedimento, omitindo-se a presenca da amostra.

¢) Adicionar, em seguida, 50 ml da solucdao 0,20 M de K,Cr,0;, medidos com
exatiddo (pipeta volumétrica ou bureta) e, usando uma proveta, acrescentar
vagarosamente, com cuidado, 50 ml de H,SO, concentrado, movimentando suavemente
o conteudo do Erlenmeyer, que deve ser tampado com vidro de reldgio e deixado em
repouso até esfriar.

d) Transferir o erlenmeyer tampado com o vidro de reldégio para uma chapa
aquecedora e ferver por 30 minutos, levando a temperatura a cerca de 140°C (evitar que
ultrapasse 160°C).

e) Terminado o tempo de reacdo, retirar o erlenmeyer da chapa e deixar esfriar,
sempre coberto com o vidro de relogio.

f) Lavar o vidro de relégio com agua destilada, utilizando-se de uma pisseta,
recolhendo a 4gua no Erlenmeyer e transferir quantitativamente para balao volumétrico

de 250 ml. Completar o volume com agua destilada, deixando esfriar antes de cada
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adicdo de agua. Homogeneizar, deixar decantar ou filtrar com papel de filtro de

porosidade média, se necessario.

Determinacao

a) Transferir uma aliquota de 50 ml do extrato da amostra e das provas em
branco (duas) para erlenmeyer de 250 ml, fazer um volume de aproximadamente 100
mL com agua destilada e acrescentar 10 ml de H;PO,.

b) Titular com a solucao de sulfato ferroso amoniacal, empregando 0,5 a 1 mL
da solu¢do de difenilamina como indicador, at¢ a viragem para a coloracdo verde.
Anotar os volumes gastos, em ml.

¢) Calcular o teor de Carbono Organico (C.O.) pela expressao:

% C.0. - 9C(Vb-Va)
G

onde: C = concentragdo da solucdo de sulfato ferroso amoniacal, Va = volume, em ml,
da solucdo de sulfato ferroso amoniacal gasto na amostra, Vb = volume médio, em ml,
da solucdo de sulfato ferroso amoniacal gasto nas replicatas da prova em branco, G =

massa inicial da amostra, em grama

O célculo de teor de carbono organico ¢ efetuado com base na premissa de que
cada mol de K,Cr,0, consumido reagiu com 1,5 mol de carbono orgénico (C.O).

d) Fertilizantes s6lidos organominerais, especialmente aqueles com contetido de
cloreto de potassio ou outros sais de cloro.

Obs: ird requerer a utilizagdo de centrifuga com velocidade de 4500 rpm ou acima.

Para estes fertilizantes devera ser feito um tratamento preliminar da amostra para
eliminar cloretos e outros possiveis interferentes soliveis em agua:

Pesar uma massa G da amostra contendo entre 40 e 150 mg de carbono organico
(C.O) provavel e transferir para Erlenmeyer.

Acrescentar um volume de agua, em ml, de forma que a relacdo massa da
amostra (g): volume de dgua (ml) seja de 1:100. Escolher a capacidade do Erlenmeyer
de acordo com o volume de 4dgua a ser adicionado.

Tampar o Erlenmeyer e agitar por 20 minutos em agitador Wagner a 40-50 rpm.

117



Transferir, com auxilio de uma pisseta com agua destilada, o conteudo do
Erlenmeyer para tubo de centrifuga de volume adequado, ajustar a velocidade da
centrifuga para 3500 rpm (ou maior velocidade, se necessario) € promover a
centrifugacao por 15 minutos (ou um tempo maior, se necessario).

Concluida a centrifugacdo, eliminar a fase liquida e, com auxilio de uma pisseta
com agua destilada, transferir quantitativamente a fase soélida para erlenmeyer de 300

mL. Prosseguir a analise conforme descrito para os fertilizantes organicos.

1.21 Matéria Organica

Para determinacio da matéria orgianica usa-se o procedimento analitico
utilizado descrito por Raij et al. (2001), consiste em:

1 — Pesar 1 grama, transferindo para Erlenmayer de 250 ml.

2 — Adicionar 10 ml da solu¢do de dicromato de potassio a 0,167 mol L™ e,
rapidamente, 20 ml de 4cido sulftrico concentrado (H,SO,) PA.

3 — Agitar manualmente por um minuto e deixar esfriar durante 30 minutos.

4 — Adicionar 200 ml de 4gua destilada e filtrar através de papel de filtro de
filtragem répida, resistente ao acido.

5 — Acrescentar 10 ml de 4cido fosforico concentrado p.a. e 3 a 6 gotas da
solugdo de difenilamina a 10 g L™"

6 — Titular com solugdo de sulfato ferroso amoniacal a 0,4 mol L', até viragem
de azul para verde.

7 — Realizar uma prova em branco completa, sem amostra.

8 — O teor de matéria organica presente pode ser calculado de acordo com a

equagao na figura abaixo:

Figura 21: célculo utilizado para descoberta do teor de matéria organica nas

analises:
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Onde:
M .0).= teor de matéria orginica, g dm”.

I = gasto na titulagio, mL.

r
bramco

I

= gasto na titulagio, mL.

r
amosira

J- r
sl

= volume do solo, cm’.

68,93 = fator de correcio.

1.22 MICRONUTRIENTES - Co, Mn, Mo, Ni, Zn
A analise dos micronutrientes metalicos nos fertilizantes organicos e
organominerais com determinacdo por absor¢do atOmica, utilizando equipamentos e

reagentes quimicos ja referenciados.

Método Espectrométrico por Absor¢ao Atomica utilizados para os
micronutrientes:

Reagentes e solucoes

Solucgao estoque contendo 1000 ppm (m/v) de um dos nutrientes escolhidos
para analisar: preparar a partir de solucao padrao de zinco com 1,0000 g da amostra
(ampola ou embalagem similar), transferida quantitativamente para baldo volumétrico
de 1000 ml. Acrescentar 40 ml de HCI concentrado e completar o volume com agua
destilada; ou transferir 0,2500 g da amostra (metalico), p.a., para béquer de 250 ml,
adicionar 10 ml de solugdo aquosa de HCI (1+1), cobrir com vidro de reldgio e aquecer
até a completa solubilizacdo. Em seguida, transferir para baldo volumétrico de 250 ml,
lavando o béquer com 5 por¢des de 10 ml de HCl 0,5 M e completar o volume com

agua destilada.

Solu¢do contendo 50 ppm (m/v) de um dos nutrientes escolhidos para
analisar: transferir 10 ml da solugdo com 1000 ppm (m/v) da amostra para baldo
volumétrico de 200 ml e completar o volume com solugdo de HCl 0,5 M.

Homogeneizar.
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Solucdes padrées da amostra: transferir 0,0 - 0,5 -1,0 — 1,5 e 2,0 ml da solugao
de 50 ppm da amostra 63 para baldes de 50 ml e completar o volume com solucdo de
HCI 0,5 M. Essas solugdes contém, respectivamente, 0,0 (branco) - 0,5-1,0-1,5¢ 2,0

ppm da amostra.

1.23 RELACAO C/N
E calculada pela divisdo dos resultados em porcentagem méssica obtidos para o
carbono organico e o nitrogénio, ambos referidos a amostra em base seca. Aplica-se aos

fertilizantes organicos mistos, compostos € vermicompostos.

1.24 Analise de oligoelementos usando EPA 6010 (Cadmo, Arsénio, Cromo)

Visao geral: EPA 6010 ¢ uma orientagdo baseada em desempenho amplamente
utilizada para andlise de 31 oligoelementos em aguas subterraneas, solo, sedimentos e
residuos solidos.

Preparaciao da amostra: Exceto para 4gua subterranea, as amostras devem ser
digeridas com acido usando métodos da EPA, como os métodos 3005, 3010, 3015,
3031, 3050, 3051 e 3052, antes da analise por ICP-OES.

Analise: como os residuos e o solo geralmente estdo altamente contaminados
com varios poluentes, podem ocorrer sobreposi¢des espectrais significativas ao usar o
ICP-OES para analise de elementos. Essas sobreposigdes espectrais tornam os
resultados dos testes menos precisos € confiaveis e, portanto, devem ser identificados
para posterior remoc¢ao ou corre¢do durante a analise de dados.

Resultados: O M¢étodo EPA 6010 possui requisitos rigidos de controle de
qualidade. Os controles de qualidade devem ser executados imediatamente apds a
calibracao do instrumento, durante a execugdo ¢ apOs a execu¢ao para atender aos

critérios do método e garantir resultados validos e confiaveis.

2. Metodologia de Extracio do DNA amostras de 6x meses (uso de kit de
isolamento PowerSoil DNA Isolarions - Kit Catalog No. 12888-50 & 12888-100)

1. Aos tubos PowerBead fornecidos, adicione 0,25 gramas de amostra de
biocomposto + solo.

2. Vortex suavemente para misturar.
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3. Verifique a Solugdo C1. Se a Solugdo C1 for precipitada, aquega a solucdo a
60°C até dissolver antes de usar.

4. Adicione 60 pl da Solucao C1 e inverta varias vezes ou agite brevemente.

5. Prenda os tubos PowerBead horizontalmente usando o suporte de tubo
adaptador MO BIO Vortex para o vortice (MO BIO Catilogo n° 13000-V1-24) ou
prenda os tubos horizontalmente em uma almofada de vortice plana com fita adesiva.
Vortex na velocidade méxima por 10 minutos.

Obs: Se vocé estiver usando o adaptador de vortice de 24 lugares para mais de 12
preparacdes, aumente o tempo de vortice em 5 a 10 minutos.

5. Certifique-se de que os tubos PowerBead giram livremente na centrifuga sem
friccao. Centrifugue os tubos a 10.000 x g por 30 segundos em temperatura ambiente.
Cuidado: Certifique-se de nao exceder 10.000 x g ou os tubos podem quebrar.

7. Transfira o sobrenadante para um tubo de coleta limpo de 2 ml (fornecido).

NOTA: Espere entre 400 a 500 pl de sobrenadante. O sobrenadante ainda pode
conter algumas particulas de solo.

8. Adicione 250 pl da Solugdo C2 e agite no vortice por 5 segundos. Incubar a
4°C por 5 minutos.

9. Centrifugue os tubos em temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 x g.

10. Evitando o pellet, transfira até, mas nao mais que, 600 pl de sobrenadante
para um tubo de coleta limpo de 2 ml (fornecido).

11. Adicione 200 pl da Solucdo C3 e agite brevemente. Incubar a 4°C por 5
minutos.

12. Centrifugue os tubos em temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 x g.

13. Evitando o sedimento, transfira até, mas nao mais que, 750 pl de
sobrenadante para um tubo de coleta limpo de 2 ml (fornecido).

14. Agite para misturar a Solugdo C4 antes de usar. Adicione 1200 pl da Solucdo
C4 ao sobrenadante e agite no vortex por 5 segundos.

15. Carregue aproximadamente 675 pul em um filtro giratério e centrifugue a
10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente. Descarte o fluxo e adicione 675 pl
adicionais de sobrenadante ao filtro giratdrio e centrifugue a 10.000 x g por 1 minuto
em temperatura ambiente. Carregue o sobrenadante restante no filtro giratorio e
centrifugue a 10.000 x g por 1 minuto em temperatura ambiente.

Nota: E necessario um total de 3x (trés) cargas para cada amostra processada.
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16. Adicione 500 pl da Solugdo CS5 e centrifugue a temperatura ambiente por 30
segundos a 10.000 x g.

17. Descarte o fluxo.

18. Centrifugue novamente a temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 x g.

19. Coloque cuidadosamente o filtro giratério em um tubo de coleta limpo de 2
ml (fornecido). Evite espirrar qualquer solugdo C5 no filtro giratdrio.

20. Adicione 100 pl da Solugdo C6 ao centro da membrana do filtro branco.
Alternativamente, neste passo, pode ser utilizada dgua de qualidade para PCR livre de
DNA estéril para a eluicdo da membrana de filtro giratdrio de silica (MO BIO Catélogo
n° 17000-10).

21. Centrifugue a temperatura ambiente por 30 segundos a 10.000 x g.

22. Descarte o filtro giratorio. O DNA no tubo agora estd pronto para qualquer
aplicacdo a jusante. Nenhuma outra etapa ¢ necessaria. Recomendamos armazenar o
DNA congelado (-20° a -80°C). A solug¢do C6 nao contém EDTA. Para concentrar o
DNA, consulte o Guia de dicas e solucao de problemas.

Recomenda-se armazenar o DNA congelado (-20° a -80°C). A solugdo C6 nao
contém EDTA. Para concentrar o DNA, consulte o Guia de dicas e solugdao de

problemas.
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