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2.12.02 — Microbiologia/Microbiologia aplicada.
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Resumo:

A palmeira Bactris gasipaes Kunth é
utilizada para producédo de palmito in natura ou
em conserva. Durante esse processo Sao
produzidas toneladas de residuos. Em busca
da diminuicdo do impacto ambiental gerado
pelo descarte de tais residuos apresentamos
neste estudo a utilizacdo do residuo como
fonte de carbono para producdo de
carboximetilcelulase pelo fungo Trichoderma
stromaticum. Apos a fermentagdo em estado
sOlido do residuo, as amostras apenas
umidificadas com &gua de torneira e as
suplementadas com fosfato de amobnio
apresentaram atividades enziméticas de
3,8U/gss e 41,08U/gss, respectivamente. Os
resultados obtidos foram promissores para a
producédo de enzimas celuloliticas.
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Introducéo:

Comumente conhecida como
pupunheira, a Bactris gasipaes Kunth é uma
palmeira multicaule nativa dos trépicos umidos
da Amazbnia. Caraterizada como versatil,
produz frutos para consumo humano e animal
e é utlizada para producdo de palmito.
(MORO, 1996). A cada 400g de palmito
extraidos estima-se que 13kg de residuo
sejam produzidos. (FERMINO et al. 2010).
Para minimizar o impacto ambiental causado
pelo residuo opta-se por utilizar esse
subproduto da extracdo do palmito na
producdo de farinhas, de objetos artesanais,
de compensado, como suplemento alimentar
bovino e como adjunto biotecnoldgico
(PELIZER, 2007).

Uma area da biotecnologia crescente
e promissora € a producdo de enzimas. As
enzimas sdo proteinas que atuam como
catalisadores em varias reacbes quimicas
(LEHNINGER, 1995). Podem ser aplicadas em
campos como a industria téxtil, alimenticia,
farmacéutica e na producao de
biocombustiveis. Por conta de sua

complexidade molecular, a producao sintética
de enzimas é complicada e custosa
(HARTMEIER, 1988). Com isso, a melhor
maneira de se obter enzimas é através da
producdo microbiana por fermentacdo em
estado sélido ou fermentagcdo submersa
(ORLANDELI, 2012).

O Brasil possui uma vasta diversidade
microbioldgica e intensa exploracdo
agroindustrial. Com iSs0, cria-se a
oportunidade de utilizagdo de residuos, que
possuem alto teor de fibras e outrora seriam
descartados, como matéria prima e de
microrganismos isolados do meio ambiente
como produtores enzimaticos.

Os residuos utilizados apresentam alto
teor de celulose, portanto as principais
enzimas obtidas nesse processo sao as
celulases, atuantes na degradacédo de celulose
em acgucares mais simples. A quebra de
polissacarideos em monossacarideos € a
primeira etpa na produgéo de biocombustiveis.
Esses acguUcares posteriormente  serdo
convertidos em alcool por outras enzimas.

Nessa perspectiva, em todo o mundo
pesquisas sdo realizadas com o intuito de
encontrar um residuo que seja uma boa fonte
para producdo de enzimas microbianas e um
microrganismo superprodutor. (OJUMU et al.,
2003)

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
pontecial do fungo Trichoderma stromaticum
na producgéo de celulase (CMCase) utilizando
0 residuo de pupunha como fonte de carbono
e diferentes fontes de nitrogénio para
posterior aplicacdo na producéo de bioetanol.

Metodologia:
1- Cultivo do microrganismo.

O fungo Trichoderma stromaticum foi
cultivado em placa de petri com meio BDA
(batata dextrose agar) a 25°C por 5 dias em
BOD com fotoperiodo de 24 horas.

2- Fermentacao em estado sélido.
A fermentacdo foi realizada em
frascos erlenmeyers de 125mL, adicionou-se

2,59 de residuo de pupunha triturado e
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desidratado, 5mL do agente umidificante e
apoés esterilizagdo foi adicionado solugdo de
esporos para obtencdo de uma concentragédo
final de 10° esporos/mL. Os frascos foram
incubados a 30°C por 6 dias em shakers sem
agitacdo. Apos os 6 dias 25mL de &gua
destilada estéril foram adicionadas aos frascos
gue foram posteriormente submetidos a
agitacdo de 150 RPM por 30 minutos. A
extracdo foi realizada por filtragdo em gase
dobrada quatro vezes. Os extratos foram
centrifugados a 12.000 RPM por 15 minutos a
4°C. O sobrenadamente foi armazenado e
utiizado como extrato bruto enzimatico. O
experimento foi realizado em triplicata. Foram
testados diferentes agentes umidificantes:
agua destilda (AD), agua de torneira (AT),
meio minimo de sais 1(0,3% NaNOs; 0,1%
KHPO,; 0,05% MgSO,; 0,05% KCI e 0,001%
FeSO, pH 5,0) e meio minimo de sais 2 (0,3%
(NHy)2S0,4; 0,3% KH,PO, e 0,6%
CH3COONH, pH 6,0). Para o teste da
melhor fonte de nitrogénio todo experimento foi
repetido  utilizando o melhor agente
umidificante em todos os frascos e
adicionando 0,5% da fonte de nitrogénio. As
fontes de nitrogénio testadas foram sulfato de
amonio (SA), fosfato de amdnio (FA), farelo de
soja (FS), extrato de levedura (EL), nitrato de
amonio (NA), peptona (PEP). O experimento
foi realizado em triplicata.

3- Dosagem da atividade enzimatica.

A atividade enzimatica foi mensurada
segundo Ghose (1987) adaptado utilizando
carboximetilcelulose sddica (CMC) a 1%
diluida em tampdo citrato de sddio 0,05M
pH=5,0. 125uL de substrato foram adicionadas
em tubos com capacidade de 10mL com
posterior adicdo de 125uL do extrato
enzimatico. A reagdo aconteceu por 30
minutos a 50°C. A quantidade de glicose
liberada foi medida através da reacdo do acido
dinitrosalicilico (DNS) com adic&o de 250uL do
reagente, fervura das amostras por 5 minutos
e leitura da absorbancia a 540nm em
espectrofotbmetro. Foram utilizados controles
da reacdo colorimétrica o branco do substrato
e o branco da enzima.

A unidade enziméatica foi estabelecida
como a quantidade de enzima necesséria para

liberar 1umol de produto e é expressa como
unidade por grama de substrato seco (U/gss).

Resultados e Discusséo:

Primeiramente, realizou-se o0 teste
para determinacdo do agente umidicante mais
eficaz na producdo de CMCase por T.
stromaticum na fermentacao solida do residuo
de pupunha. Os melhores resultados obtidos
foram para os agentes AT e MMS-2, 3,8U/gss
e 4,16U/gss, respectivamente. Como a
diferenca entre os valores foi considerada néo
significativa optou-se pelo uso da agua de
torneira como umidificante.
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Grafico 1: Atividade enzimatica de CMCase produzida
pelo Trichoderma stromaticum com o residuo de
pupunha e diferentes agentes umidificantes.

Posteriormente, realizou-se o0 teste
para determinacdo da influéncia das fontes de
nitrogénio na producdo de celulase por T.
stromaticum em fermentacéo solida do residuo
de pupunha umidificado com agua de torneira.
O controle do experimento ndo possui
nenhuma fonte de nitrogénio. A maior
atividade obtida entre as fontes de nitrogénio
inorganicas foi de 41,08U/gss para o fosfato de
amodnio. Ja entre as orgéanicas o extrato de
levedura apresentou 8,34U/gss. Em
comparagdo ao controle que apresentou
atividade de 4,59U/gss nota-se que a fonte de
nitrogénio tem valor significativo na producgéo
de CMCase.
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Grafico 2: Atividade enzimatica de CMCase produzida
pelo T. stromaticum em fermentacédo sélida e diferentes
fonte de nitrogénio.

Provavelmente, substancias como
cofatores enzimaticos e aminoacidos
essenciais para a sintese protéica, foram
obtidas no meio suplementado com a fonte de
nitrogénio.

Segundo (PETERSON et al,2012)
varias cepas de Trichoderma spp séao
utiizadas para producdo de enzimas

celuloliticas. Entretanto esse foi o primeiro
relato da espécie T. stromaticum como
produtor de celulases utilizando residuo de
pupunha como substrato.

Conclusoes:

O residuo de pupunha apresentou-se
como Otima fonte indutora na producdo de
CMCase.

A composi¢ao do meio de fermentagéo
influenciou na producéo de enzimas pelo fungo
testado. A adi¢do de fosfato de aménio como
fonte de nitrogénio, por exemplo, aumentou
consideravelmente a producéo de celulase.

Os resultados obtidos d&o abertura a
realizacdo de outros experimentos para a
otimizagcdo da producdo de CMCase pelo
fungo Trichoderma stromaticum.

A aplicagédo desse método de utilizacao
de residuos como adjunto biotecnolégico
apresentou resultados satisfatérios a nivel
laboratorial e possui potencial para reproducéo
em escalonamento industrial.
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