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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a producdo de lipase por Yarrowia lipolytica,
utilizando o tegumento fibroso do residuo do processamento da manga variedade Ub4,
suplementado com diferentes fontes de nitrogénio. A fermentacéo foi realizada em meio
cultivo submerso, sendo este suplementado com ureia, cloreto de amonio, sulfato de
amonio, extrato de levedura, triptona de soja, triptona T1, milhocina, peptona e extrato
de levedura/peptona, todos na concentracdo de 2 g/L. Os resultados evidenciaram que o
emprego de meios suplementados com extrato de levedura, peptona e triptona T1
apresentam potencial para a producdo de lipase extracelular, apresentando uma
atividade maxima 3412, 1490 e 1142 UJ/L respectivamente. O emprego dos demais
meios de cultivo ndo se mostraram eficazes na producdo da enzima de interesse.
Portanto, o tegumento fibroso da manga variedade Uba suplementado com fontes de
nitrogénio pode ser uma alternativa para a producéo de lipase extracelular.

Palavras-chave: Bioprocesso; nitrogénio; levedura; enzima.

Production of lipase by Yarrowia lipolytica using mango
residue

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate lipase production by Yarrowia lipolytica,
using the fibrous tegument of the residue of the Ub& mango variety, supplemented with
different nitrogen sources. The fermentation was carried out in a submerged culture
medium, supplemented with urea, ammonium chloride, ammonium sulfate, yeast
extract, tryptone from soybean, tryptone T1, corncine, peptone or yeast extract /
peptone, all at the concentration of 2 g / L. The results evidenced that the use of media
supplemented with yeast extract, peptone and tryptone T1 present a potential for the
production of extracellular lipase, presenting a maximum activity of 3412, 1490 and
1142 U / L respectively. The use of the other culture media did not prove effective in
the production of the enzyme of interest. Therefore, the fibrous tegument of the Uba
mango variety supplemented with nitrogen sources may be an alternative for the
production of extracellular lipase.

Keywords: Bioprocess; nitrogen sources; yeast; enzyme.




INTRODUCAO

Lipases sdo enzimas hidroliticas, que tém como principal funcdo realizar a
hidrolise de 6leos e gorduras liberando acidos graxos, diacilglicerois, monoacilglicerois
e glicerol JAEGER & REETZ, 1998). Estas sdo enzimas de grande aplicacdo, tanto em
nivel industrial (indUstria alimenticia, de cosméticos e perfumes, biomédica, pesticidas,
detergentes, entre outras) como no académico (BREUER et al., 2004).

As lipases podem ser de origem vegetal, animal ou microbiana. Os
microrganismos como as bactérias e fungos, sdo reconhecidos como bons produtores de
lipase extracelular (TREICHEL et al., 2010). Dentre os fungos a espécie da levedura
Yarrowia lipolytica possui grande potencial para ser usada na producao destas enzimas.

A utilizacdo de residuos agroindustriais como substrato para a producdo de
bioprodutos, como enzimas, tem sido bastante estudada, pois esta &€ uma alternativa que
contribui para a reducdo dos custos dos bioprocessos e também agrega valor a esses
materiais. Entre os residuos gerados pelas industrias alimenticias estd o residuo da
manga, o qual pode ser uma importante matéria-prima para ser empregada como meio
de cultura para o crescimento celular e producéo de lipases.

Portanto, neste trabalho, objetivou-se a producdo de lipases por fermentacédo
submersa a partir da cepa Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando como matéria-
prima o tegumento fibroso do residuo industrial da manga Variedade Ub4.

MATERIAL E METODOS
Matéria-prima

O residuo agroindustrial da manga foi fornecido pela Tial — Tropical Industria de
Alimentos S/A e utilizado como matéria-prima nas fermentacbes. O material foi
previamente seco e seus componentes separados manualmente (casca, tegumento
fibroso e améndoa). O tegumento fibroso, matéria-prima empregada neste estudo, foi
posteriormente moido e peneirado em peneira com tamanho de particula menor que
0,80 mm. Apds estes procedimentos os mesmos foram embalados em sacos de

polietileno até 0 momento de serem empregados.
Preparacéo do Inoculo

Foi utilizada a levedura Y. lipolytica IMUFRJ 50682, isolada da Baia de
Guanabara, estocada em meio YPD contendo agar (1% extrato de l1évedo, 2% peptona,

2%(glicose) a temperatura de 4°C. O pré-indculo foi realizado em erlenmeyer de 1000
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mL contendo 400 mL de meio YPD, agitado em shaker a 160 rpm, 28°C por 72h. A
densidade oOptica (570 nm) de uma amostra deste cultivo foi determinada visando
encontrar a concentracdo inicial células por meio da curva de peso seco; em seguida as
células foram centrifugadas em tubos falcon de 50 ml a 3000 rpm por 5 minutos e

adicionadas ao meio de producéo.
Producao de lipase

O processo fermentativo foi realizado em meio cultivo submerso. Este foi
conduzido em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL meio fermentativo, 0s quais
foram mantidos em shaker a 160 rpm a 28°C durante 20 horas. O meio fermentativo foi
suplementado com diferentes fontes de nitrogénio na concentracdo de 2 g/L. Ureia,
cloreto de amonio, sulfato de amonio, extrato de levedura, triptona de soja, triptona T1,
milhocina, peptona e extrato de levedura/peptona foram as fontes investigadas. Apds 20
h de cultivo aliquotas de 20 ml foram retiradas e centrifugadas a 4°C, 3000 rpm durante
5 minutos, sendo o sobrenadante recolhido e congelado para a avaliacdo da lipase

extracelular.
Avaliacdo da Atividade da Lipase

A atividade da lipase foi estimada mediante a variagdo da absorbancia a 410 nm
em espectrofotdmetro, devido a oxidacdo do p-nitrofenil laurato (p-NFL) com uma
concentracdo de 0,162 mg.mL™' em tampao fosfato de potassio (0,05 M), pH 7,0
(PEREIRA & MEIRELLES, 1997).

Analises estatisticas

A avaliacdo dos dados obtidos neste experimento foi realizada por meio da
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando o
software Statistica® verséo 7.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em estudos anteriores realizados por Pereira et al. (2016) nao foi detectada producéo de
lipase extracelular quando se empregou o residuo total da manga e suas combinacdes,
sendo observado atividade lipasica apenas quando se utilizou o tegumento fibroso como
matéria-prima. Assim, nesse estudo foram realizados experimentos com tegumento
fibroso da manga suplementado com diferentes fontes de nitrogénio. Os dados obtidos
foram submetidos a Anélise de Variancia (ANOVA) (Tabela 1).



Tabela 1 — Resultado da ANOVA para a atividade lipasica obtida para o cultivo com o

tegumento fibroso da manga suplementado com diferentes fontes de nitrogénio

FV GL SQ QM F p
Fonte de Nitrogénio 8 19628641 2453580 410,863  0,000000
Residuo 9 53746 5972
Total 17 19682387 2459552

GL = Graus de liberdade; SQ = Soma de Quadrados; QM = Quadrado Médio; F = Teste de
Fisher, p = probabilidade.

Observando a Tabela 1 verifica-se que as fontes de nitrogénio foram
significativas (P<0,05). Assim, realizou-se um teste de Tukey para identificar as
diferengas entre as médias das atividades lipasicas obtidas com as fontes de nitrogénio
(Figura 2).
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Figura 2 — Atividade da lipase em meio de cultivo contendo o tegumento fibroso da
manga variedade Uba suplementada com diferentes fontes de nitrogénio com 20 horas

de fermentacao.
Nota: Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minGscula ndo diferem entre si a 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Observa-se que a melhor fonte de nitrogénio foi o extrato de levedura,
apresentado uma atividade maxima de 3412 U/L apos as 20 horas de fermentacdo. O
extrato de levedura é eficiente na produgdo de lipases, pois além de ser uma fonte de
nitrogénio é também uma boa fonte de vitaminas (Li et al., 2004). Galvagno et al.
(2011) também obtiveram aumento na produtividade de lipase ao usar o extrato de
levedura. Fickers et al. (2006) observaram uma atividade maxima de 1118 U/mL
utilizando 3% de extrato de levedura, 3% de soro de leite, 1,5% de glicose e 0,5% de

azeite de oliva.



Depois do extrato de 1évedo, as maiores atividades foram quando se empregou
peptona bacterioldgica ou triptona T1, observando-se valores maximos de 1490 e 1142
U/L, respectivamente. No entanto, a combinacdo de extrato de lévedo e peptona ndo
favoreceu a producdo de lipase. Rajendran e Viruthagiri (2007) utilizaram peptona
como fonte de nitrogénio e observaram o aumento da atividade com o incremento da
concentragdo de peptona. A utilizagdo da ureia, do sulfato de amonio, do cloreto de
amonio e da milhocina ndo foram eficientes para a produgéo da lipase. Pereira-Meirelles
et al. (1997) tambeém encontraram valores baixos para a atividade da lipase quando a

ureia foi utilizada.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicaram que o extrato de levedura foi a fonte
de nitrogénio que mostrou maior potencial em aumentar a producdo da lipase
extracelular, apresentando uma producao méxima de 3412 U/L. O uso da peptona ou da
triptona também aumentou consideravelmente a produgdo, observando-se valores
méaximos de 1490 e 1142 U/L respectivamente. A ureia, o sulfato de aménio, o cloreto
de amonio, a milhocina e a mistura extrato de levedura/peptona nao apresentaram
potencialidade de aplicacdo neste estudo. Portanto, pode se concluir o residuo do
tegumento fibroso da manga variedade Ub& apresenta-se como uma alternativa para a

producdo de lipase extracelular pela levedura Yarrowia lipolytica.
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RESUMO

Mosquitos sdo insetos dipteros pertencentes a familia Culicidae e em grande parte
hematofagos. Dos géneros dessa familia, Culex e Aedes tem grande importancia
sanitaria no Brasil. Estdo presentes em todo territdrio nacional e, na tentativa de
combaté-los, buscam-se novas alternativas tendo em vista relatos de resisténcia aos
inseticidas tradicionalmente empregados. Uma das possibilidades de controle da
infestacdo e transmissdo de doencas seria por meio de controle biolégico, com o
emprego de bactérias endosimbiontes presentes na microbiota intestinal dos insetos e
capazes de bloquear a transmissdo de virus diversos. Com base nestas consideracgdes, 0
presente projeto buscou identificar espécies bacterianas cultivaveis presentes no tubo
intestinal de espécimes de Culex quinquefasiatus assim como avaliar os efeitos de
inseticidas comumente utilizados sobre as bactérias residentes. Para tal, foram montadas
cubas ao ar livre para a obtencéo de larvas de Culex e mosquitos adultos. Em seguida, as
larvas e mosquitos tiveram seu trato intestinal assepticamente retirado e o material
triturado e plagueado em meio BHI a fim de se obter culturas bacterianas para
identificacdo a nivel de espécie. Foram identificadas vérias espécies de bactérias
empregando-se espectrometria de massas sendo que a maioria delas ndo apresenta
relatos na literatura quanto a sua presenca e colonizagdo do trato intestinal de espécimes
do género Culex além de provados os efeitos danosos do uso do inseticida temefos
sobre a micobiota naturalmente encontrada em insetos daquele género.

Palavras-chave: Microbiota, intestino, Culicidae, controle bioldgico.

Screening and identification of microorganisms isolated from

the intestinal tube of Culex quinquefasciatus
ABSTRACT

Mosquitoes are dipterous insects belonging to the Culicidae family and largely
hematophagous. Of the genera of this family, Culex and Aedes have great sanitary
importance in Brazil. They are present throughout the national territory and, in an
attempt to combat them, new alternatives are sought in view of reports of resistance to
insecticides traditionally employed. One of the possibilities of control of infestation and
transmission of diseases would be through biological control, with the use of
endosymbionts bacteria present in the intestinal microbiota of insects and capable of
blocking the transmission of various viruses. Based on these considerations, the present
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project aimed to identify cultivable bacterial species present in the intestinal tube of
specimens of Culex quinquefasiatus as well as to evaluate the effects of commonly used
insecticides on resident bacteria. For this, vats were set up outdoors to obtain Culex
larvae and adult mosquitoes. Then, the larvae and mosquitoes had their intestinal tract
aseptically removed and the material crushed and plated on BHI medium in order to
obtain bacterial cultures for identification at the species level. Several species of
bacteria were identified using mass spectrometry and most of them do not present
reports in the literature regarding their presence and colonization of the intestinal tract
of specimens of the genus Culex, besides proving the harmful effects of the use of the
insecticide temefos on the mycobiota Naturally found in insects of that genus.
Keywords: Microbiota, intestine, Culicidae, biological control.

INTRODUCAO

Mosquitos séo insetos dipteros pertencentes a familia Culicidae, conhecidos
também como pernilongos, murigocas ou carapanas, adultos sao alados, possuem pernas
e antenas longas e na sua grande maioria sdo hematdfagos. Entre os Culicidae
encontramos a maior subfamilia, Culicinae, com cerca de 3000 espécies divididas em 10
tribos que redinem 34 géneros. Destes, 0s géneros Culex e Aedes tem grande importancia
sanitaria no Brasil, sendo o ultimo vetor relacionado a transmissdo da dengue, febre
amarela chikungunya e zika virus (TSETSARKINT et al, 2014), enquanto Culex
relaciona-se a transmissdo da filariose, ainda comum em diversas partes do globo. Estao
presentes em todo o territério nacional, sdo antropofilicos, tendo, portanto, especial
preferéncia pelo sangue humano. As fémeas picam seus hospedeiros no intradomicilio e
no peridomicilio ao entardecer e ao amanhecer, podendo agir a noite ou qualquer hora
do dia, sendo considerado mosquito oportunista (IOC/FIOCRUZ, 2016). Em 2015 o
ministério da satde confirmou a circulacdo do zika virus em algumas regies do Brasil,
no dia 1o de fevereiro de 2016, a OMS declarou situacdo internacional de emergéncia
em saude publica em razdo do aumento de casos de infeccdo pelo zika virus em diversos
paises e de uma possivel relacdo da doenca com quadros registrados de malformacao
congénita e sindromes neurologicas (BRASIL, 2016). Na tentativa de combaté-los, a
industria quimica vem investindo na busca de novos produtos, pois existem relatos de
varios casos de resisténcia aos empregados atualmente para controle de espécimes de C.
quinquefasciatus e A. aegypti (SUAREZ et al., 1996). Atualmente, uma alternativa que
vem merecendo atencdo refere-se ao controle biologico de A. aegypti com o emprego de
bactérias endosimbiontes, presentes na microbiota intestinal de diversos insetos,
podendo causar infec¢es ou bloquear a transmissdao de alguns virus (WALKER et al,
2011). Desse modo, é de extrema importancia o conhecimento da microbiota do tubo



digestivo dos artropodes, em especial aqueles da familia Culicidae, a fim de se
promover estudos mais detalhados acerca das principais espécies de micro-organismos
presentes e suas possiveis potencialidades quanto ao controle bioldgico relacionado a
proliferacdo dos vetores. Com base no que foi exposto, o presente trabalho buscou
realizar a triagem, cultivo e identificacdo de microrganismos cultivaveis isolados do
trato intestinal de espécimes de C. quinquefasciatus assim como avaliar os efeitos do
uso do inseticida tradicional temefds sobre a microbiota residente de especimes daquela
especie.
MATERIAL E METODOS

Obtenc¢ado e manutenc¢ao dos espécimes de C. quinquefasciatus

Para a obtencdo dos espécimes de C. quinquefasciatus presentes em campo
foram empregados: cubas plasticas (50 X 40 X 25cm) contendo 25 L de agua
deionizada e 200g de racdo, rotineiramente utilizada para a alimentacdo de
camundongos (Labina - Purina®). As larvas de C. quinquefasciatus foram obtidas de
criadouro semi- natural da Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rei - Campus Centro-
Oeste Dona Lindu em Divindpolis, MG. As cubas que continham ovos eram
periodicamente levadas ao insetario da UFSJ-CCO e la deixadas sob condicdes de
temperatura e umidade controladas, até a eclosdo dos mesmos.

Obtencéao dos tubos intestinais e isolamentos microbianos

Larvas de C. quinguefasciatus de 3 e 4 instar, obtidas a partir da eclosdo dos
ovos, foram coletadas e levadas para a extracdo dos tubos intestinais. Outras larvas
foram deixadas na cuba, e aguardou- se que as mesmas se tornassem insetos adultos e,
com isso, sendo levadas posteriormente para a extragdo do trato intestinal. Os tubos
eram retirados e depositados em Eppendorfs contendo solucdo PBS e armazenados sob
refrigeracdo para posterior utilizagdo. Volumes de 10 pL da solucdo contendo os tubos
macerados foram pipetados em placas de petri contendo meio BHI, empregando-se a
técnica de spread-plate. Feito isso, eram levadas até estufa bacteriolégica mantida a
370C e incubadas por até 24 horas, com vistas a obtengéo das col6nias em placas. Apos
0 crescimento eram feitos repiques com vistas a obtencéo de culturas puras, A partir de
entdo a foram executados procedimentos de caracterizagdo bioquimica empregando-se
testes IMVic. Colbnias mais comuns eram selecionadas identificagdo em nivel de
especie por espectrometria de massas, conforme Muniaraj et al. (2012). Experimentos
adicionais foram executados buscando avaliar o efeito do inseticida temefds sobre a

microbiota intestinal dos insetos. Foi promovida a exposi¢do das larvas selecionadas ao
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inseticida em intervalos de 24 a 72h, seguindo-se 0s mesmos procedimentos de
isolamento dos tubos digestivos, inoculagOes e incubagfes descritos anteriormente. A
concentracdo do inseticida comumente empregada e utilizada nos experimentos foi de
1,2 uL.L-1, com vistas a manutencdo de condicOes assépticas durante as manipulagdes
foram seguidos os procedimentos descritos por Jarusevicius (2013). A dissec¢do foi
realizada com auxilio de protocolo padrdo (COLEMAN et al, 2007) empregando-se um

microscopio estereoscopico Stemi DV4 (Carls Zeiss).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que se refere aos experimentos de isolamento e identificacdo dos micro-
organismos encontrados no trato intestinal de larvas e insetos adultos de C.
quinguefasciatus, foi possivel observar consideravel diversidade de espécies bacterianas
cultivaveis. As coldnias que apresentavam diferencas demostradas por caracteristicas
bioquimicas reveladas pelos testes IMVic foram identificadas a nivel de espécie por
espectrometria de massas. Observou-se um total de seis espécies bacterianas diferentes a
partir dos isolados selecionados. Importante ressaltar que tais microrganismos foram
isolados tanto do trato intestinal de adultos quanto de larvas de C. quinquefasciatus. Das
varias espécies encontradas, Bacillus safensis € relatada como uma potente promotora
do crescimento em plantas (Kothari et al.,, 2013), embora, na literatura ndo séo
encontrados relatos de patogenicidade em humanos. Ja Corynebacterium amycolatum é
descrita como causadora de septicemia, peritonite, endocardite e mastite em humanos e
outros animais (ANVISA, 2013). Sphingobacterium multivorum, por sua vez, raramente
esta associada a infecgdes em humanos, embora pacientes com lesfes graves possam
apresentar infeccdo respiratéria causada por esta espécie (LAMBIASE et al, 2009).
Aeromonas hydrophila apresenta atividade citotoxica (KHAJANCHI et al, 2010) o que
pode ocasionar patogenia em humanos. Curtobacterium albidum e Microbacterium
oxydans ndo apresentam relatos na literatura que as relacionam com doengas em
animais. N&o foram encontrados estudos ou relatos na literatura a respeito da presenca
das espécies bacterianas aqui identificadas no trato digestivo de membros da familia
Culicidae sendo, portanto, a primeira descricdo de tais especies bacterianas isoladas
daquele ambiente. Do experimento realizado com larvas expostas ao inseticida Temefos,
em diferentes intervalos de tempo, vale ressaltar que apenas as larvas do tratamento
controle permaneceram viaveis. As larvas do Teste 1 (24 horas ap6s), Teste 2 (48 horas

apos) e Teste 3 (72 horas ap0s a exposi¢do ao inseticida) morreram apds os intervalos de
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exposicdo, porém, foi possivel identificar 4 tipos diferentes de espécies bacterianas.
Para os tratamentos T2 e T3, no entanto, foram encontradas as mesmas espécies de
bactérias, ou seja, apds a exposicao ao inseticida a partir de 48h prevalecem as espécies
encontradas a partir daquele intervalo de exposicdo. O tratamento Controle 1 revelou o
predominio de bactérias identificadas como Serratia fonticola, relatada na literatura
como um patdégeno incomum em seres humanos (ALJORAYID et al, 2016). J& para o
Controle 2 foram encontradas bactérias da espécie Raoultella ornithinolytica que,
segundo a literatura, pode representar um agente infeccioso em casos raros,
principalmente em pacientes com lesbes graves (KAYA et al, 2015). Em T1, foram
encontradas bactérias da espécie Pseudomonas mosseli, isenta de relatos que envolvem
importancia clinica. Em T2 e T3 observou-se, por sua vez, predominio da espécie
Aeromonas hydrophila, ja relatada anteriormente, e encontrada com frequéncia no tubo
digestivo de insetos adultos ndo expostos ao inseticida Temefos. De igual maneira, ndo
sdo encontrados relatos na literatura que fazem mencéo ao efeito do inseticida Temefos
sobre a microbiota cultivavel do tubo digestivo de espécimes de C. quinquefasciatus,
sendo este trabalho um primeiro relato relacionado.
CONCLUSOES

Por meio deste trabalho foi possivel identificar espécies bacterianas cultivaveis,
isoladas de tubos digestivos de larvas e insetos adultos de C. quinquefasciatus, até entdo
ndo descritas na literatura, assim como o efeito do inseticida comumente utilizado, o
organofosforado Temefds, sobre a microbiota que habita o trato intestinal de C.
quinquefasciatus. Faz-se necessario, contudo, estudos complementares a fim de se
avaliar o efeito do inseticida em intervalos de tempo menores, assim como ampliar os
estudos para isolamentos em espécimes de A. aegypti.
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RESUMO

A busca por substancias bioativas tem impulsionado estudos em novas fontes naturais
até entdo inexploradas, como os organismos marinhos, fungos, entre outros. Neste
sentido, os micro-organismos, em especial, aqueles obtidos a partir de organismos
marinhos tém desempenhado um papel importante na producdo de metabolitos com
esqueletos moleculares inéditos de alta diversidade estrutural e com um grande
potencial terapéutico. Dentro deste contexto, este estudo visa estabelecer, através de
ferramentas quimiométricas (Planejamento Fatorial 23), quais condicdes de cultivo
fornecem as maiores quantidades, em massa, de extrato do fungo endofitico
Annulohypoxylon stygium isolado da alga vermelha Acanthofera spicifera e como estas
variagcBes podem afetar a diversidade quimica de seus metabdlitos secundéarios. O uso
desta abordagem visa facilitar o desenvolvimento das etapas subsequentes de
isolamento de novos compostos bioativos, além de contribuir com o avancgo nos estudos
da quimica de micro-organismos associados as espécies marinhas.

Palavras-chave: fungo endofitico, alga vermelha, Acanthophora spicifera,
anticolinesterasica.

Use of design of experiments for evaluation of the metabolic production from

endophyte Annulohypoxylon stygium.

ABSTRACT

The search for bioactive products has impulsed studies in new natural sources until then
unexplored, such as marine organisms, fungus, among others. In this sense,
microorganisms, especially those obtained from marine organisms, have played an
important role in the production of metabolites with novel molecular skeletons of high
structural diversity and with great therapeutic potential. In this context, this study aims
to establish, through chemometric tools (Factorial Planning 2%), which cultivation
conditions provide as the largest mass of extract of Endophytic fungus Annulohypoxylon
stygium isolated from red algae Acanthofera spicifera and how these variations can
affect the chemical diversity of its secondary metabolites. The use of this approach aims
to facilitate the development of subsequent stages of isolation of new bioactive
compounds, as well as contribute to the chemical studies of associated microorganisms
as marine species.

Keywords: Endophytic fungus, red algae, Acanthophora spicifera, anticholinesterase.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas duas décadas os estudos com organismos marinhos tem recebido um
crescente destaque motivado, principalmente, pela alta diversidade estrutural de seus
quimiotipos, incluindo compostos halogenados, sulfonados e nitrogenados assim como
sua ampla variedade de efeitos terapéuticos associados a propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, antimicrobianas e antitumorais (Pilon et al., 2016). A cytarabina e a
trabectedina sdo exemplos de promissores agentes anticancer oriundos dos produtos
marinhos (Pilon et al., 2016).

O estudo de algas marinhas é de suma importancia, pois garante oportunidades de
isolamento de organismos endémicos incluindo novos géneros e espécies. Dentro deste
contexto este trabalho visou o estudo do perfil quimico da alga vermelha Acanthophora
spicifera, uma das espécies mais abundantes no litoral brasileiro, com propriedades
biolbgicas associadas a atividade antitumoral e antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (Muthuraman et al., 2014). Até o momento, foram isolados
nove fungos endofiticos que se encontram em fase de estudo quimico e biolégico.

Esses micro-organismos apresentam grande importancia na pesquisa de produtos
naturais, nao apenas pela ampla gama de metabdlitos secundarios produzidos, mas
também, pela sustentabilidade associada a producdo de matéria prima em larga escala
através de processos fermentativos (Costa-Lotufo et al., 2009) e a manipulacdo de suas
condicdes de cultivo (tempo, pH, nutrientes, temperatura e aera¢do) que podem ser
modificadas, a fim de aumentar ou direcionar a producdo de metabdlitos de interesse
(Aly etal., 2011).

Afim de explorar toda a maquinaria genética diversos métodos tem sido aplicados
aos estudos dos perfis metabdlicos de micro-organismos, como por exemplo, o uso de
ferramentas quimiométricas como o planejamento experimental (do inglés DOE, Design
of Experiments), que torna possivel extrair em alta reprodutibilidade uma grande
quantidade de informa¢Bes com um numero minimo de experimentos, permitindo
estimar todas as possiveis interagdes e predizer condigcbes otimizadas através de
modelos de regressao (Pilon et al., 2016).

Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, destacam-se 0s sistemas
de planejamento fatorial, pois permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande

namero de variaveis a partir de um nimero reduzido de ensaios experimentais quando
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comparados aos processos univariados, podendo ter varias respostas de interesse, que
talvez precisem ser consideradas simultaneamente (Peralta-Zamora et al., 2005).

No presente trabalho foi aplicado um planejamento fatorial para o fungo
endofitico Annulohypoxylon stygium pertencente a familia Xilareaceae (Ascomycota)
associado a alga vermelha A. spicifera, afim de avaliar como a variagdo do pH, tempo
de crescimento e tipo de agua afetam sinergicamente a producdo em massa e a

diversidade de quimica de seus componentes.

MATERIAL E METODOS

O enddfito foi preservado em slants e posteriormente repicado para placas de Petri
contendo PDA e incubada por dez dias a 25°C, a fim de se obter maior massa micelar.

Foram utilizados Erlenmeyers de 500 mL (5 cm diametro) contendo 200 mL de
meio de cultivo, para uma maior aeracdo do sistema e assim auxiliar o processo de
crescimento. Para o planejamento experimental foi aplicado um fatorial 22 com 5 pontos
centrais. As variaveis escolhidas para realizacdo dos experimentos foram: meio de
cultivo Czapeck e Extrato de Malte e, para os planejamentos foram avaliados: pH, tipo
de agua e tempo de cultivo (Tabela 1). Todas as combinacGes e normalizacGes entre as
variaveis podem ser observadas na Tabela 1, totalizando 13 experimentos para cada

meio de cultivo (Czapek e Malte).

Valores Reais

# experim. pH Tempo (dias) Tipo de Agua
1 6.5 20 Deionizada
2 8.5 20 Deionizada
3 6.5 32 Deionizada
4 8.5 32 Deionizada
5 6.5 20 Mar
] 8.5 20 Mar
7 6,5 32 Mar
8 835 32 Mar
g 7 26 Torneira
10 7 26 Torneira
11 7.5 26 Torneira
12 7.5 26 Torneira
13 7.5 26 Torneira

Tabela 1. Variaveis escolhidas para realizagdo do planejamento fatorial 22,
Todos os meios de cultivo foram tamponados em Tris-HCI 0,01 M, pela sua

eficiéncia em todos os tipos de 4gua na faixa de pH escolhida.
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Todos os equipamentos e meios de cultivo foram previamente esterilizados em
autoclave a 121°C por 40 minutos. ApOs atingir a temperatura ambiente esses meios
foram inoculados com, aproximadamente, um terco do micélio de cada placa de Petri, e
mantidos a 25°C em modo estatico por 20, 26 e 32 dias, conforme o experimento obtido
no planejamento. Apos os periodos especificos, os meios de cultivo liquidos foram
filtrados para separar o micélio do caldo fermentado, que foi entdo submetido a particéo
com AcOEt (3 vezes), fornecendo os extratos AcOEt apds evaporacdo do solvente.
Todos os extratos foram analisados por experimentos hifenados em CLAE-DAD-CAD-
CORONA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisarmos os resultados obtidos para os cultivos da linhagem A. stygium,
realizados em planejamento fatorial 23, verificou-se uma significativa diferenca entre
massas obtidas para cada extrato e no numero e intensidade dos picos obtidos em
CLAE-DAD-CAD-CORONA (Tabela 2), demostrando que a variagdo na produgéo

metabdlica, em cada caso, estd diretamente associada a variacdo dos parametros

propostos.

Amostra Codigo Massa (mg) Niam. de Picos Amostra Codigo Massa (mg) Nam. de Picos
Malte MQ 6.5 20d Fr 01 33 N/A Czapeck MQ 6,520d Fr 10 153 42
Malte MQ 6.5 32d Fr 02 38 29 Czapeck MQ 6,532d Frll 100 28
Malte MQ 8.520d Fr03 92 28 Czapeck MQ 8520d Fr12 232 20
Malte MQ 8.532d Fr 04 36 34 Czapeck M(Q 8532d Frl3 205 26
Malte Mar 6,5 20d  Fr 05 111 31 Czapeck Mar 6,520d Fr 14 142 23
Malte Mar 6,5 32d Fr 06 61 N/A Czapeck Mar 6,5 32d Fr 15 36 N/A
Malte Mar 8,5 20d Fr 07 105 24 Czapeck Mar 8,520d Frl6 126 17
Malte Mar 8.5 32d  Fr 08 52 N/A Czapeck Mar 8,532d Fr 17 63 19
Malte Torn 7.5 26d  Fr 09 39 48 Czapeck Torn 7.5 26d  Fr 18 53 54

Amostra Codigo Massa (mg) Nuam. De Picos

Sem Planejamento Fr 19 26 54

Tabela 2. Massas dos extratos brutos obtidos para o planejamento fatorial 22 realizado
com a linhagem do fungo endofitico A. stygium.

Os extratos do cultivo em Malte e Czapek foram analisados em CLAE-DAD-
CAD-CORONA com coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadecil silano (C-18) e
eluicdo em gradiente H,O/MeOH (95:05—0:100) por 40 min., permanecendo nesta
condicdo por mais 10 min., com fluxo de 1,0 mL.min%, Figura 1 e 2.

Foram também submetidos a avaliagdo antitumoral e anticolinesterasica para

verificar se havia variacdo no potencial bioldgico para cada experimento. Parte das
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amostras (23/26) apresentaram resultados promissores frente a acetilcolinesterase

humana com inibicdo > 80%, ou seja, se mostraram mais ativas que o padréo tacrina

utilizado, evidenciando o potencial desses extratos em estudos para a descoberta de

agentes inibidores de acetilcolinesterase.
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Figura 2. Cromatogramas extratos de Czapeck (Fr 10 al8) e extrato padréo (19).

Foi possivel observar uma variagdo na producdo metabolica de acordo com o tipo

de ensaio realizado, como aumento/diminuicéo

de algumas bandas

e

aparecimento/desaparecimento de outras. Esses resultados estdo de acordo com o

17



esperado e reforcam a teoria de que diferentes fatores afetam de maneiras diversas a

producdo metabolica de um micro-organismo.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados no estudo do fungo A. stygium isolado da alga A.
spicifera ajudam a confirmar que o uso planejamentos experimentais podem estimular
diferentes rotas biossintéticas e, portanto, fornecer uma grande variedade na producéo
metabolica dos micro-organismos com interesantes caracteristicas do ponto de vista
quimico e bioldgico.

Além disso, esses estudos podem fornecer subsidios para uma melhor
compreensdo das interacfes existentes entre os endofitos com as espécies de algas
marinhas hospedeiras.

Estes resultados demonstram ainda a importancia da investigagdo dos organismos
marinhos, uma vez que estes ndo sdo muito explorados no ambito das pesquisas
realizadas no Brasil, podendo trazer diversos avangos no campo da pesquisa em

produtos naturais.
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RESUMO

O gé&s de sintese € um residuo gerado por processos térmicos e composto
majoritariamente por CO e H.. A fermentagdo deste gas é uma alternativa
biotecnoldgica para producdo de combustiveis e commodities quimicas. A quantidade
de bioprodutos obtida depende da concentracao celular no processo. Porém, devido ao
processo ser anaerdbio e o substrato gasoso, 0 aumento da concentracdo celular durante
a fermentacdo de gas de sintese € um desafio. A fim de determinar uma metodologia
para obtencdo de elevada concentracdo celular, avaliou-se a importancia da adi¢cdo do
gas de sintese durante a fermentacdo. Além disso, avaliou-se também a estratégia de
batelada alimentada, além da adicdo de gas de sintese. Detectou-se 0,832 + 0,03 g
p.s.cél.L™t em 18 horas de cultivo com adicdo de gas de sintese a cada 2 horas. No
entanto, com a estratégia de batelada alimentada com meio concentrado e adi¢do de gas
de sintese a concentragido maxima obtida foi de 1,94 + 0,01 g p.s.cél.L™* em 34 horas de
cultivo.

Palavras-chave: Wood-Ljungdahl; acidogénese; solventogénese.

High Clostridium carboxidivorans cell density with syngas
ABSTRACT

Syngas is a thermal processes residue composed mainly of CO and Ha. Syngas
fermentation is a biotechnological alternative for fuels and chemical commodities
production. In the process, the amount of bioproducts obtained depends on the cell
concentration. However, to obtain high cell density in syngas fermentation is a
challenge since the process is anaerobic and the substrate is a gas. Syngas addition
during fermentation was evaluated to obtain high cell density. Besides that, a feed-batch
strategy followed by syngas addition was also evaluated. A cell concentration of 0,832
+ 0,03 g d.w. cell.L? was detected in 18 hours of fermentation with syngas addition
every 2 hours. However, with a feed-batch strategy with syngas addition a cell
concentration of 1,94 + 0,01 g d.w. cell.L "t was detected after 34 hours of fermentation.

Keywords: Wood-Ljungdahl; acidogenesis; solventogenesis.
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INTRODUCAO

Com a necessidade de criacdo de rotas sustentaveis para a producdo de
commodities quimicas renovaveis e biocombustiveis, surge o processo hibrido
termoquimico-bioquimico (Shen et al., 2014). Nesse processo, 0 gas de sintese (CO,
H.e CO2) é fermentado por bactérias acetogénicas, tal qual Clostridium
carboxidivorans, reconhecida por sua capacidade de assimilar CO e CO2 por meio da
via redutora de Acetil-CoA (via Wood-Ljungdahl), convertendo-os em acidos organicos
e compostos quimicos (Liu et al., 2014).

Entretanto, h& gargalos como a baixa taxa de crescimento dos micro-organismos
anaerdbicos e a reduzida conversdo do gas de sintese, tornando necessario aprimorar a
etapa de aumento de biomassa. Portanto, o presente trabalho avalia o crescimento da
bactéria Clostridium carboxidivorans em meio ATCC 2713 em diferentes condicGes
operacionais visando a obtencgéo de elevada biomassa celular.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e pré-inoculo e condi¢cBes de cultivo: A cepa Clostridium

carboxidivorans DSM 15243 (Liou et al., 2005) foram repicadas e conservadas em
frascos de soro (100 mL) devidamente vedados contendo 50 mL de meio de cultura
ATCC 2713 (American Type Culture Colection), com composicdo descrita por Botelho
(2016), e saturados com gas de sintese. Como pré-indculo esses frascos eram incubados
em agitador rotatério a 150 rpm e 37°C em posicao horizontal por 24 h.

Para todos os cultivos frascos de soro de 100 mL contendo 45 mL de meio ATCC 2713
foram inoculados com 5 mL de pré-in6culo e incubados a 150 rpm, 37°C, na
horizontal.A concentracdo celular ([X]) foi determinada em espectrofotdbmetro a 600 nm
e convertida a gramas de peso seco de células por litro (g.p.s.cél.L?) por curva padréo de
peso seco.

Cultivo de Clostridium carboxidivorans: Foram inoculados 20 frascos e incubados por

40 horas. A cada 2 horas de cultivo um frasco era utilizado para determinacao de [X] e
do pH e nos demais frascos, realizada a adicdo de gés de sintese no headspace por 30 s.

Adicdo de gas de sintese durante o crescimento celular: Foram inoculados 10 frascos de

soro e retiradas aliquotas de 5 ml de todos os frascos apds 24 h do inoculo. Nas
amostragens seguintes, 5 ml de amostra eram retiradas de apenas dois frascos, nos
seguintes tempos: Frascos A: 31 h, 48 h; Frascos B: 31 h e 55 h; Frascos C: 72 h e 79 h;
Frascos D: 144 h e 192 h; Frascos E: 240 h e 312 h. O gas de sintese foi adicionado no
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headspace por 30 s apds amostragens de 24 h, 31 h, 72 h, 144 h e 240 h, apenas nos
frascos onde retirou-se amostra.

Batelada alimentada e adicdo de gas de sintese: Foram inoculados 3 frascos de soro e

retiradas aliquotas de 5 ml de cada frasco nos seguintes tempos de cultivo: 0 h, 25 h, 28
h, 31h, 34 h e 73 h. A cada amostragem (5 mL), adicionou-se 5 mL de meio ATCC
2713 com concentracdo 10 vezes superior ao meio original (batelada alimentada), além
de gés de sintese (no headspace por 30 s).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra os resultados do cultivo de Clostridium carboxidivorans em
meio ATCC 2713 com adicio de gas de sintese a cada amostragem (de 2 em 2 horas). E
possivel observar que em 14 horas de cultivo ocorreu uma desaceleragdo do crescimento
celular, atingindo em seguida a fase estacionaria. A concentracdo celular maxima obtida
foi 0,832 g p.s.cel.L? (densidade 6tica média de 0,541 ap6s diluicdo de 3 vezes) em 18
horas de cultivo. Segundo Ukpong et al. (2012), a fase estacionaria de crescimento
celular de C. carboxidivorans se da com a diminuicdo do pH do meio e a producdo de

solventes, caracteristica do inicio da fase solventogénica.
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Figura 1 — Perfil cinético do crescimento celular de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de

soro de volume Gtil 100 ml e com 50 ml de meio ATCC 2713 e adicdo de gés de sintese.

Segundo Bruant et al. (2010), Clostridium carboxidivorans cultivado em frasco
de soro com 120 mL de volume util contendo 20 mL de meio especifico para
Clostridium, presenca de 0,5 g.L™ de extrato de Iévedo, headspace 1 atm com 100%
CO, a 37 °C, 100 rpm e pH 6,0, apresenta uma fase de adaptacéo de 24 h, atingindo a
fase estacionéria apds quatro dias de incubacdo, alcancando uma densidade 6tica (DO)
de 0,77. A diferenca entre as concentracOes obtidas deve, possivelmente, a presenca de

glicose no meio de cultivo. A glicose é utilizada na via de crescimento heterotréfico,
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atuando na ativacdo do metabolismo e reduzindo o tempo de adaptacdo da cepa, visto
que, a fixacdo de CO e CO: através da via WL (via autotrofica) ndo é eficiente na
geracdo de ATP.

A fase exponencial, que ocorreu de 6 a 12 horas de cultivo (Figura 1), foi
utilizada para determinacdo da taxa especifica de crescimento celular (1) da cepa
Clostridium carboxidivorans DSM 15243 que foi de 0,55 h?, com tempo de duplicagio
de 1,26 horas.

Em seguida, estudou-se a influéncia da adicdo de gas de sintese em tempos
especificos. Assim, apds a adicdo em 24 horas verificou-se um aumento médio de 0,30
g.p.s.cel.L! até a adicdo seguinte (31 h) (Tabela 1), o que ndo ocorreu no cultivo com
adicao de gés de sintese a cada 2 h (Figura 1). No entanto, ap6s a adi¢do seguinte (31 h)
ndo se detectou aumento na concentracdo celular (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentracdo celular (g.p.s.cel.L!) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivorans em

meio ATCC 2713 com adicdo de gas de sintese em 0, 24 e 31 horas de cultivo.

Tempo (h) Concentracio celular (g.p.s.cél.L™Y) pH
0 0,03 +0,00 7,08 £0,00
24 0,78 + 0,02 6,15+ 0,00
31 1,10£0,21 7,00 £ 0,00
48 1,02 £ 0,00 6,95 + 0,04
55 1,02 + 0,00 6,92 +0,11

+: Valor do desvio padrdo para 2 réplicas.

Para cultivos mais longos (Tabelas 2, 3 e 4) ha uma significativa reducdo da
concentracdo celular entre 24 horas e a adicdo seguinte de gas de sintese (terceira

adicdo). Isso possivelmente ocorre devido & escassez de fonte de carbono.

Tabela 2 - Concentracdo celular (g.p.s.cél.L?) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivoransem

meio ATCC 2713 com adigdo de gas de sintese em 0, 24 e 72 horas de cultivo.

Tempo (h) Concentracdo celular (g.p.s.cél.L™?) pH
0 0,03+0,00 7,08 £ 0,00
24 0,77 £ 0,02 6,14 + 0,09
72 0,33+0,03 6,93 + 0,04
79 0,58 + 0,23 6,90 + 0,01

+: Valor do desvio padréo para a duplicata.
Tabela 3 - Concentracdo celular (g.p.s.cél.L-1) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivorans em
meio ATCC 2713 com adicdo de gas de sintese em 0, 24 e 144 horas de cultivo.

Tempo (h) Concentracio celular (g.p.s.cél.L™) pH
0 0,03+ 0,00 7,08 £ 0,00
24 0,79 +£0,01 6,12 £ 0,00
144 0,40 £ 0,02 6,62 + 0,00
192 0,65+ 0,03 6,81+ 0,06

+: Valor do desvio padrdo para a duplicata.
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Ap0s a terceira adicdo, observa-se um pequeno aumento da concentracéo celular
para todos os cultivos (Tabelas 2, 3 e 4), evidenciando a existéncia de células viaveis e
capazes de assimilar a fonte de carbono fornecida através da terceira adicdo de gas de
sintese. Igualmente ao cultivo mais curto (Tabela 1), os cultivos mais longos
apresentaram uma queda inicial no pH, caracteristica da fase acidogénica, seguindo de
um aumento do pH, caracteristica da fase solventogénica, na qual os acidos produzidos

na fase acidogénica sao convertidos a etanol e butanol.
Tabela 4 - Concentracdo celular (g.p.s.cél.L-1) e pH para o cultivo de Clostridium carboxidivorans em

meio ATCC 2713 com adi¢do de gas de sintese em 0, 24 e 240 horas de cultivo.

Tempo (h) Concentracio celular (g.p.s.cél.L™?) pH
0 0,03 £ 0,00 7,08 £ 0,00
24 0,79 £0,03 6,15+ 0,08
240 0,54 £ 0,04 6,53 £ 0,04
312 0,75+ 0,10 6,77 + 0,10

+: Valor do desvio padrdo para a duplicata.

Observa-se na Figura 2 que com a estratégia de batelada alimentada com adicao
de gas de sintese a partir de 25 horas de cultivo, a cada trés horas de cultivo, direcionou-
se a rota metabolica a producao de biomassa. Assim, a concentracdo celular aumentou

2,51 vezes em 34 horas, enquanto o pH manteve-se estavel.
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Figura 2— Perfil cinético do crescimento de Clostridium carboxidivorans, cultivado em frasco de soro de
volume Gtil 100 ml e com 50 ml de meio ATCC2713 com adicdo de meio concentrado e adi¢do de gas de
sintese em 25, 28, 31, 34 e 73 horas.

CONCLUSOES

Foi possivel obter elevadas concentrag@es celulares de Clostridium carboxidivorans
em meio ATCC 2713. Observou-se gque 0 gas de sintese promove o crescimento celular.
A estratégia de batelada alimentada juntamente com a adi¢do do gas de sintese mostrou-

se uma estratégia interessante para o aumento da concentracdo celular, aumentando de
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0,78 g.p.s.cél.L 1+ 0,02 no momento da primeira adicdo (25 h) para 1,94 g.p.s.cél.L™* +
0,01 cerca de nove horas depois dessa primeira adigéo.
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RESUMO
O trabalho teve como objetivo avaliar a ecotoxicidade de dois sistemas de manejo do
solo (convencional e organico) com diferentes volumes de vinhaca. Foram realizados
bioensaios de toxicidade com sementes de Lactuca sativa. Os resultados demonstraram
que as amostras de solo de manejo convencional favoreceram o desenvolvimento das
plantulas independente da adigdo de vinhaca. Por outro, foi observado indicios de
ecotoxicidade nos tratamentos de sistema organico. No entanto, uma analise das
carateristicas fisico-quimicas das amostras e novos bioensaios sdo necessarios para
detalhar o efeito do tipo de manejo e da associac¢ao da vinhaga na ecotoxicidade do solo.

Palavras-chave: cana-de-agucar, ecotoxicidade, sistemas convencional e orgénico.

Phytotoxicity to vinasse association in soils with different managements

ABSTRACT
The objective of this work was to evaluate the ecotoxicity of two soil management
systems (conventional and organic) with different vinasse volumes. Toxicity bioassays
were performed with Lactuca sativa seeds. Results demonstrated that conventional
management soil samples favored the plant development independent of vinasse
addition. On the other hand, ecotoxicity evidence was observed in organic system
treatments. However, physicochemical analysis of samples and new bioassays are
necessary to detail the effect of management systems and vinasse association in soil
ecotoxicity.

Keywords: Conventional and organic systems, ecotoxicity, sugarcane.
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INTRODUCAO

A cultura da cana-de-agUcar no Brasil € uma das mais importantes, devido a area
que ocupa e ao seu destaque socioecondmico e ambiental (Urquiaga, 1991). Neste
contexto, a geracdo de etanol combustivel nas usinas sucroenergéticas vem
acompanhada de residuos que sao utilizados como fertilizantes nas lavouras. A vinhaca
representa um desses subprodutos e sua geracédo € elevada, representando dez a dezoito
litros para cada litro de alcool produzido (Silva et al., 2007).

Por seu alto teor de matéria organica e sua riqueza nutricional, a vinhaca tem
sido utilizada na fertirrigacdo (Canellas et al., 2003). Todavia, ela também pode ser um
composto potencialmente poluente, pois pode apresentar um impacto cem vezes maior
que o esgoto doméstico pelo alto indice de DBO e corrosividade (Silva et al., 2007).

Em relacdo aos sistemas de cultivo de cana-de-agUcar, tem-se 0 manejo
convencional como o modelo comumente adotado. Entretanto, a substituicdo pelo
manejo organico em lavouras canavieiras vem crescendo ndo s6 no pais como
internacionalmente (Evangelista et al., 2013).

Estes sistemas agricolas convencionais, baseados na utilizacdo de fertilizantes
quimicos e pesticidas e no constante revolvimento do solo, ttm promovido impacto
negativo nos seus parametros de qualidade (Mielnickzuk et al., 2003). Em contrapartida,
a ado¢cdo do manejo organico na lavoura com praticas mais conservacionistas tem
despertado grande interesse atualmente (Xavier et al., 2006).

Além disso, a utilizacdo agricola intensiva e de forma inadequada tem
contribuido para a degradacdo das caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo
(Cunha et al., 2001). Assim, o historico do uso do solo reflete em diferencas na sua
estrutura e composicdo (Xavier et al., 2006).

Em suma, o presente trabalho teve por objetivo analisar o efeito ecotoxicoldgico
da aplicacdo de diferentes volumes de vinhaca em solo cultivado com cana-de-agucar de

sistemas distintos de producdo: convencional e organico.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agréarias e Tecnoldgicas,
Universidade Estadual Paulista (FCAT/UNESP, campus de Dracena).

Foram utilizadas amostras de solos a partir de dois tipos de manejo distintos:
convencional e organico. O solo de manejo convencional e a vinhaca foram coletados

na usina Caeté no municipio de Paulicéia/SP. Por outro lado, o solo de manejo organico
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foi coletado em uma propriedade pertencente a empresa Planeta Verde, localizada no
municipio de Luceélia/SP.

As amostras foram coletadas até no maximo 30 cm de profundidade do perfil do
solo. Posteriormente, foram peneiradas, homogeneizadas e acondicionadas em
recipientes plasticos para sua utilizacdo no decorrer do experimento.

O delineamento experimental foi fatorial 2x4 (Tabela 1), sendo analisados 2
tipos de manejo de solo (convencional e organico) e 4 volumes de vinhaga (zero,
0,5*VV, 1,0*VV e 2,0*VV). O volume vinhaca (VV) referiu-se a dose geralmente

utilizada para aplicacéo na lavoura canavieira, segundo Lourencetti et al. (2012).

Tabela 1. Composicdo dos tratamentos com solo cultivados com cana-de-agucar pelos
sistemas convencional e organico associado a diferentes volumes de vinhaca (VV)

Tratamentos Manejo do solo Volume de vinhaga (VV)
Conv-0,0 Convencional -

Conv-0,5 Convencional 0,5
Conv-1,0 Convencional 1,0
Conv-2,0 Convencional 2,0

Org-0,0 Organico -

Org-0,5 Organico 0,5

Org-1,0 Organico 1,0

Org-2,0 Organico 2,0

Foram realizados testes de ecotoxicidade por meio de avaliagdo fitotoxicoldgica
com sementes de Lactuca sativa (alface), segundo Morales et al. (2004). A
determinacéo do efeito tdxico de cada tratamento foi realizada a partir do extrato aquoso
solubilizado das amostras de solo, obtido de acordo a NBR 10.006 (ABNT, 2004).

O efeito fitotoxico do tipo de manejo de solo associado a diferentes volumes de
vinhaca foi analisado de acordo com Labouriau e Agudo (1987). Deste modo, foram
mensurados: a germinagdo das sementes, o alongamento da raiz (> 0,1 mm) e o indice
de germinacdo (Gl - Germination Index).

GI representa um fator de germinacdo de sementes (%G) e alongamento da raiz
(%R) relativos ao controle negativo (CN) e é expresso pela equagédo: Gl = (%G) x (%R)
/ 100. A fim de facilitar a interpretacdo dos dados, os resultados foram expressos pelo
calculo “1 — GI”, cujos valores maiores representam maior efeito fitotdxico do
tratamento.

Os dados experimentais foram analisados efetuando-se a analise de variancia
pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade para a comparacdo de médias. Neste caso,

foi utilizado o software Microcal Origin 8.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de testes de toxicidade (1-Gl) para os diferentes tipos de manejo
de solo cultivados com cana-de-acUcar associados ou ndo a vinhaca estdo apresentados

na Figura 1 e na Tabela 2.

Org-2,0 d
Conv- 2,0
Org- 1,0
Conv- 1,0 =
Org- 0,5
Conv- 0,5
Org- 0,0
Conv - 0,0
CP

CN ——

20,40 -020 0,00 0,20 0,40 0,60 0,50 1,00 1,20

Figura 1. Ecotoxicidade entre os manejos convencional e organico com diferentes
volumes de vinhaca em solos cultivados com cana-de-agucar (1-Gl). (CN — controle
negativo, CP — controle positivo).

Tabela 2. Anélise de variancia nos dados de ecotoxicidade entre os tipos de manejo
com diferentes volumes de vinhaca em solos cultivados com cana-de-actcar (1-Gl)

Conv Org

CN 0,000£0,080 Aa 0,000+£0,080 Aa

CP 1,000£0,000 Ab 1,000+0,000 Ac

0,0 -0,079+0,077 Aa 0,243+0,079 Bb

0,5 -0,105+0,094 Aa 0,220+0,052 Bb

1,0 -0,140+0,090 Aa 0,225+0,039 Bb

2,0 -0,094+0,058 Aa 0,149+0,060 Bab
*letras mindsculas representam diferenga significativa das médias entre os tratamentos na
coluna, **letras maiusculas representam diferenca significativa das médias entre o0s
tratamentos na linha. (teste de Tukey a 0,05% de probabilidade)

Notou-se diferenca na ecotoxicidade quando comparados os tipos de manejo do
solo, conforme apresentado na Figura 1 e na Tabela 2. Desta forma, demonstra-se na
Tabela 2 que, quando adicionado o mesmo volume de vinhaga, houve diferenca
significativa na ecotoxicidade pelos dados “1-GI” para os sistemas de manejo
convencional (Conv) e orgénico (Org). Além disso, mesmo sem a adicdo desta
substancia (tratamentos 0,0), os resultados de ecotoxicidade foram significativamente
diferentes quando comparados os solos Conv e Org.

Observa-se que o indice de germinacdo foi favorecido nas amostras com manejo
convencional do solo, independente dos volumes de vinhaga testados. Estes tratamentos

ndo apresentaram toxicidade e tiveram valores de “1-GI” menores que 0 controle
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negativo (0,000). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
Conv em relagdo ao CN.

Devido a elevada concentracdo de matéria organica e presenca de varios
nutrientes, a vinhaca representa uma alternativa viavel como adubo (Canellas et al.,
2003). Portanto, sua adi¢do nos tratamentos com solo de manejo convencional pode ter
auxiliado numa maior germinacgdo das sementes e no desenvolvimento radicular.

No solo de manejo organico, foi demonstrado que sem adicéo de vinhaca (Org-
0,0) ja houve indicios de toxicidade. Além disso, em todos os tratamentos com vinhaca,
observou-se que os valores de “1-GI” eram proximos a Org-0,0. Neste caso, as amostras
Org ndo tiveram diferenca significativa nos valores de ecotoxicidade entre si. Em
relacdo ao CN, apenas Org-2,0 néo foi significativamente diferente (Tabela 2).

Apesar do seu valor como fertilizante, a vinhaca também é caracterizada por ser
potencialmente poluente pela alta carga organica e baixo pH. Assim, pode representar
um efeito toxico no meio ambiente, conforme Silva et al. (2007). Contudo, o valor
24,3% em Org-0,0 para “1-GI” pode estar relacionado com o tipo de solo e suas
caracteristicas fisico-quimicas. Outro importante fator a se considerar é a utilizacdo de
outras espécies em novos bioensaios de toxicidade para estas amostras de solo.

Ainda, faz-se necesséria a analise dos parametros fisico-quimicos das amostras
de solo e a realizacdo de outros bioensaios de toxicidade utilizando espécies diferentes

como organismos teste.

CONCLUSOES

O histdrico do solo de lavoura canavieira baseado no tipo de manejo adotado
representou diferencas na analise de ecotoxicidade independente da adicdo de vinhaca.
O volume adicionado n&o refletiu em alteracdo no efeito toxico da vinhaga.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Pro-Reitoria de Pesquisa (PROPe/UNESP), as empresas
Usina Caeté e Planeta Verde pela disponibilidade na coleta das amostras de solo e
vinhaca e também ao GAIA da FCAT/UNESP, cAmpus de Dracena.

REFERENCIAS

ABNT - ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2004. NBR 10006:
Procedimento para obtencdo de extrato solubilizado de residuos solidos. Rio de
Janeiro: ABNT, 7 p.

30



CANELLAS, L. P.; VELLOSO, A. C. X.; MARCIANO, C. R.; RAMALHO, J. F. G.
P.; RUMJANEK, V. M.; REZENDE, C. E. and SANTOS, G. A., 2003. Propriedades
quimicas de um cambissolo cultivado com cana-de-agucar, com preservacao do palhico
e adicdo de vinhaca por longo tempo. Revista Brasileira de Ciéncias do Solo, vol. 27,
no. 5, pp. 935-944.

CUNHA, T.J.F.,, MACEDO, J.R., RIBEIRO, L.P., PALMIERI, F., de FREITAS, P.L.
and AGUIAR, A.C., 2001. Impacto do manejo convencional sobre propriedades fisicas
e substancias himicas de solos sob cerrado. Ciéncia Rural, vol. 1, no. 1, pp. 27-36.
EVANGELISTA, C.R.; PARTELLI, F.L.; FERREIRA, E.P.B. and PIRES, F. R., 2013.
Atributos microbiolégicos do solo na cultura da cana-de-agicar sob manejo organico e
convencional. Semina: Ciéncias Agrarias, vol. 34, no. 4, pp. 1549-1562.

LABOURIAU, L.G. and AGUDO, M., 1987. On the physiology of seed germination in
Salvia hispanica L. I. Temperature effects. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias,
vol. 59, pp. 37-56.

LOURENCETTI, C.; DE MARCHI, M. R. R. and RIBEIRO, M. L., 2012. Influence of
sugar cane vinasse on the sorption and degradation of herbicides in soil under controlled
conditions. Journal of Environmental Science and Healt - Part B, vol. 47, pp. 949-958.
MIELNICZUK, J.; BAYER, C.; BESAN, F.M.;: LOVATO, T.; FERNANDEZ, F.F. and
DEBARBA, L., 2003. Manejo de solo e culturas e sua relacdo com os estoques de
carbono e nitrogénio do solo. In: CURI, N.; MARQUES, J.J.; GUILHERME, L.R.G;;
LIMA, J.M.; LOPES, A.S. and ALVAREZ V., V.H., eds. Topicos em ciéncia do solo.
Vicosa: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, vol. 3, pp. 209-248.

MORALES, C. G., 2004. Ensayos toxicoldgicos y métodos de evaluacién de calidad de
agua: estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. México: IMTA.
189 p.

SILVA, M. A. S.; GRIEBELER, N. P. and BORGES L. C., 2007. Uso de vinhaca e
impactos nas propriedades do solo e lencol freatico. Revista Brasileira de Engenharia
Agricola e Ambiental, vol. 11, no. 1, pp. 108-114.

URQUIAGA, S., BODDEY, R.M., de OLIVEIRA, O.C., LIMA, E. and GUIMARAES,
D.H.V., 1991. Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria.
Comunicado técnico: A importancia de ndo queimar a palha na cultura de cana-de-
agucar, no. 5, pp. 1-6.

XAVIER, F.AS., MAIA, S.M.F., de OLIVEIRA, T.S. and MENDONCA, E.S., 2006.
Biomassa microbiana e matéria organica leve em solos sob sistemas agricolas orgéanico
e convencional na chapada da ibiapaba — CE. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo,
vol. 30, pp. 247-258.

31



Revista
Ciéncia, Tecnologia 8 Ambiente

ISSN 2359-6643

Estabilidade de surfactante produzido por estirpe de
Enterobacter aerogenes LBPMA-BMA10

Amanda Lys Silval; Elane Cristina dos Santos'; Ana Maria Lépez'”

!Lab. de Bioguimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental, Instituto de Quimica e Biotecnologia,
Universidade Federal de Alagoas. CEP 57072-900. Macei6-AL, Brasil. *e-mail: amgl@qui.ufal.br

RESUMO

Biosurfactantes/bioemulsificantes (BS/BE) sdo metabdlitos produzidos por
microrganismos com capacidade de diminuir a tenséo superficial. Eles tém recebido
enorme atencdo devido a suas propriedades Unicas quando comparado aos sintéticos.
Entretanto, a aplicabilidade dos biosurfactantes em varias areas depende da estabilidade
dos mesmos. Desta maneira, a estabilidade do biosurfactante extracelular de
Enterobacter aerogenes LBPMA-BMAL0 foi estudada em diferentes concentragdes de
NaCl e condicbes de pH e temperatura. O indice de emulsificacdo foi medido apds 24 h
(E24) usando o sobrenadante livre de células. Todas as amostras foram termalmente
estaveis em tolueno, mas ndo em querosene. Resultados similares foram obtidos quando
0 pH do sobrenadante foi ajustado para 2, 7 e 10, bem como quando concentragdes
diferentes de NaCl (2, 6 e 10 %) foram adicionadas as amostras. Tais resultados revelam
0 potencial da estirpe LBPMA-BMAL10 de Enterobacter aerogenes em produzir
biosurfactante, e sua potencial aplicabilidade em diferentes areas da biotecnologia,
como a biorremediagéo.

Palavras-chave: Biotensoativos. Bactéria. Moléculas extracelulares.

Stability of biosurfactant produced by the strain
Enterobacter aerogenes LBPMA-BMA10

ABSTRACT

Biosurfactant/bioemulsifiers (BS/BE) are metabolites synthesized by microorganisms
with capacity of reducing surface tension. They have been receiving increasing attention
as a result of their unique properties when compared to their synthetic chemical
counterparts. However, the applicability of biosurfactants in several fields depends on
their stability. In this way, the stability of an extracellular biosurfactant of Enterobacter
aerogenes LBPMA-BMAI10 was studied in different concentrations of NaCl and
conditions of pH and temperatures. The emulsification index was measured after 24 h
(E24) using the cell-free supernatants of this microorganism cultures. All samples were
thermally stable in toluene, but not in kerosene. Similar results were obtained when the
pH of such supernatants were adjusted to 2, 7 and 10, or when different concentrations
of NaCl (2, 6, and 10 %) were added to them, emphasizing the ability of the strain
LBPMA-BMA10 of E. aerogenesto produce biosurfactants and its potential
applicability in different biotechnological fields, such as in bioremediation.

Keywords: Biotensoatives. Bacteria. Extracellular molecules.

32



INTRODUCAO

Surfactantes sdo definidos como substdncias que mesmo em baixissimas
concentracdes podem diminuir com elevada eficacia a tensao superficial de solventes,
aumentando a solubilidade, a mobilidade, a biodisponibilidade e a biodegradagdo de
diferentes compostos (Ron and Rosenberg, 2001). Essa principal caracteristica deve-se a
natureza anfipatica das mesmas, capazes de agregarem-se em micelas nas interfaces
entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade (Abbasi and Amiri, 2008). Essas
s80 as estruturas responsaveis para compatibilizar, por exemplo, a mistura de agua com
6leos, por meio da geracdo de emulsdes (Cooper and Goldemberg (1987). A
micelizagdo é, portanto, uma propriedade intrinseca dos surfactantes.

De acordo com a origem, os surfactantes podem ser sintéticos ou bioldgicos,
sendo os ultimos denominados de biosurfactantes. Geralmente, os biosurfactantes
apresentam baixo peso molecular e excelente atividade superficial, formando emulsdes
estaveis (Uzoigwe et al., 2015). Ja os bioemulsificantes tém maior peso molecular que
os biosurfactantes e também formam emulsGes estaveis, porém sem reduzir muito a
tensdo superficial (Liang et al., 2014; Uzoigwe et al., 2015). De acordo com o modo de
acdo, os biosurfactantes podem ser de dois tipos: ha os que permanecem aderidos a
membrana do microrganismo, enquanto outros sdo secretados para 0 ambiente
extracelular (Ron and Rosenberg, 2001).

A aplicabilidade dos biosurfactantes, seja na industria farmacéutica ou em
campos de petréleo, por exemplo, depende da sua estabilidade em diferentes condicdes.
Portanto, a investigacdo do comportamento do surfactante frente a variacbes de pH,
temperatura e salinidade, é de suma importancia na caracterizacdo de moléculas
excretadas por microrganismos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
estabilidade do biosurfactante extracelular produzido pela linhagem de Enterobacter
aerogenes LBPMA-BMA10 por meio da emulsdo formada quando da mistura do
sobrenadante livre de células (apds tratamentos especificos) da referida bactéria com

dois hidrocarbonetos (querosene e tolueno).

MATERIAL E METODOS

Aliquotas (108 células.mL?) de suspensdes aquosas de Enterobacter aerogenes
LBPMA-BMA10 foram inoculadas no meio de producéo de biosurfactante descrito por
Diab and EI Din (2013). As culturas foram incubadas por 72 h (30 + 1°C) sob agitacdo
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orbital constante (180 rpm) em frascos contendo 50 mL do meio de cultura. Para a
verificagdo da estabilidade do indice de emulsificagdo, o volume total de cada cultura
foi centrifugado (20 min, 5.000 g) e o sobrenadante livre de células foi dividido em
aliquotas de 5 mL para a realizacdo dos diferentes tratamentos, a saber: a) salinidade:
acrescentou-se NaCl ao meio de cultura nas concentracbes de 2, 6 e 10 %; b)
temperatura: as amostras foram mantidas as temperaturas de 4, 30 e 100 °C durante uma
hora; c) alteragéo de pH: utilizou-se uma solucdo de NaOH ou HCI 5 M para ajuste do
pH para 2, 7 e 10. Para comparacdo, aliquotas foram mantidas sem tratamento. O indice
de emulsificacdo das amostras (Cooper and Goldemberg, 1987) foi obtido utilizando-se
como hidrocarbonetos querosene e tolueno. Apds homogeneizacdo sob agitacdo
(vortex), esse material foi incubado por 24 h, quando finalmente mensurou-se a altura
da zona de emulsdo formada em relacdo ao volume total da mistura. Os resultados de
cada parametro foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e suas médias

comparadas entre si através do teste de Tukey (5 % de significancia).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintetizados por muitos microrganismos como subprodutos de seu metabolismo
primario (Ron and Rosenberg, 2001), os biosurfactantes possuem grande apelo na
chamada tecnologia verde, sendo que a atividade emulsificante dos mesmos pode ser
compreendida pela investigacdo do seu indice de emulsificacdo (Liang et al., 2014). Os
resultados obtidos com o sobrenadante do cultivo de Enterobacter aerogenes BMA-10
mostraram que nenhum dos tratamentos ao qual a amostra foi submetida foi capaz de
alterar a capacidade emulsificante (E24) na presenca do tolueno. Resultados semelhantes
foram obtidos por Abbasi and Amiri (2008), que verificaram a estabilidade do
bioemulsificante produzido por Enterobacter cloacae frente a variacdes de NaCl (5 — 40
g.L'h) na emulsificacdo tanto de tolueno como também do dleo de milho. No trabalho
Liang et al. (2014), a caracterizagdo do surfactante excretado por uma linhagem de
Paenobacillus considerou a estabilidade do indice de emulsificacdo (E24) de suas
amostras em 6leo de maquina, apresentando-se estavel mesmo quando submetido a altas
temperaturas, variagdes de pH e salinidade < 5 %. A necessidade de se verificar a
estabilidade da emulsificagéo frente a diferentes concentragdes de sal se justifica pelo
fato de que um dos possiveis usos de biosurfactantes microbianos é a recuperacdo de

ambientes marinhos impactados por derramamentos de petréleo, ja que concentragdes
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salinas acima de 3 % sdo suficientes para inativar os surfactantes convencionais
(Uzoigwe et al., 2015).

No presente trabalho, quando se utilizou querosene — cuja composigdo inclui
hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e nafténicos, com cadeias carb6nicas variando
entre 9 e 16 — todos os tratamentos tiveram efeito nas amostras do sobrenadante

proveniente do cultivo de E. aerogenes LBPMA-BMA10 (Figura 1).

C ST 4°C 30°C 100°C ST 4%;%?: 30°C 100°C

i w-" £ 2

I
B

:

Figura 1. Emulsificacdo do sobrenadante (pds-tratamento térmico) proveniente do cultivo de
Enterobacter aerogenes LBPMA-BMA-10 em tubos contendo querosene (A) ou tolueno (B). C= controle
(meio de cultura sem prévia inoculacdo e sem tratamento térmico); ST= sobrenadante livre de células de
cultura do mesmo microrganismo, o qual ndo foi submetido a quaisquer dos tratamentos.

Outra maneira de estudar a estabilidade dos surfactantes € por meio do cultivo
das células microbianas ja em condicdes diferenciadas, como fizeram Dadrasnhia and
Ismail (2015) ao trabalhar com Bacillus salmaya 139SI. Abbasi and Amiri (2008), por
sua vez, cultivaram E. cloacae em caldo nutriente e em meios de cultura alternativos
utilizando agua do mar e aquele microrganismo foi incapaz de produzir biosurfactante
quando cultivado no meio complexo, ao contrario de Diab and El Din (2013), que
registraram a producao de biosurfactantes nesse meio de cultura. Na Figura 2 é possivel
verificar que a temperatura de 100 °C por uma hora aumentou o poder de emulsificagdo
do biosurfactante na presenca do querosene. A temperatura de 4 °C, por sua vez,
resultou numa porcentagem menor de emulsificacdo (20,75 + 4,17) quando comparado
ao sobrenadante sem tratamento (52,87 = 1,63). A acidificacdo e alcalinizagdo do
sobrenadante favoreceram os indices de emulsificacdo das amostras (61,61 + 1,4 e
62,59 + 3,57, respectivamente) enquanto o pH neutro foi desfavoravel (Exs= 37,81 +
1,44). Além disso, a emulsificagdo do querosene foi maior quando 2 % NaCl estava
presente no sobrenadante em comparacdo com o0 sobrenadante ndo tratado. Nas
concentragdes de 6 e 10 %, valores reduzidos de E24 foram observados.

Sabe-se que a combinacdo de polissacarideos, acidos graxos e componentes

protéicos dos bioemulsificantes conferem a essas moléculas um elevado potencial ndo
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somente para formar as emulsGes, como também para estabiliza-las (Uzoigwe et al.,
2015). Por isso, a deteccdo dos aminoacidos e o estudo da contribuicdo dos
componentes protéicos tem sido reportada na literatura (Ron and Rosenberg, 2001). Da
mesma forma, os polissacarideos também podem atuar eficientemente na formacéo de
emulsbGes estaveis. Assim, € imperativo determinar a composi¢cdo quimica do

bioemulsificante de E. aerogenes LBPMA-BMAL0, passo seguinte ao presente estudo.

ST 2 6 10 ST 4 30 100 ST 2 7 10
NaCl (%) Temperatura (°C) pH

a;? a & 8 a

ST 2 6 10 ST 4 30 100 ST 2 7 10
NaCl (%) Temperatura (°C) pH

Figura 2. indices de emulsificacdo do sobrenadante livre de células de Enterobacter aerogenes BMA-10
em tubos com querosene (A) ou tolueno (B), 24 h ap6s a agitacdo das amostras. Letras diferentes nas
barras do mesmo tipo de tratamento indicam diferenga estatisticamente significativa pelo teste Tukey (p<
0,05), enquanto letras iguais indicam que as emulsificacbes obtidas nos ndo diferem entre si
estatisticamente. Tratamentos: NaCl (2, 6 e 10 %), temperatura (4, 30 e 100 °C) e pH (2, 7 e 10).
Legenda: ST= sem tratamento.

CONCLUSOES

As emulsdes formadas pelo sobrenadante livre de células de Enterobacter
aerogenes LBPMA-BMA10 séo estaveis no tolueno mesmo quando as amostras foram
previamente tratadas com diferentes concentracOes de sal, alteragcdes no pH (2, 7 e 10)
ou submetidas durante uma hora as temperaturas de 4, 30 e 100 °C, o que indica que a

molécula excretada tem elevada afinidade por hidrocarbonetos aromaticos.

36



AGRADECIMENTO

Ao CNPq e a “S.A. Usina Coruripe Agticar ¢ Alcool” pelo auxilio financeiro.
REFERENCIAS
ABBASI, A. and AMIRI, S., 2008. Emulsifying behavior of an exopolysaccharide
produced by Enterobacter cloacae. African Journal of Biotechnology, vol. 7, no. 10, pp.
1574-1576.
COOPER, D. G. and GOLDENBERG, B. G., 1987. Surface-active agents from
two Bacillus Species. Applied of Environmental Microbiology, vol. 53, no. 2, pp. 224-
229. http://dx.doi.org/0099-2240/87/020224-06$02.00/0.
DADRASNIA, A. and ISMAIL, S., 2015. Biosurfactant production by Bacillus
salmalaya for lubricating oil solubilization and biodegradation. International Journal of
Environmental Research and Public Health, vol. 12, no.8, pp. 9848-9863.
http://dx.doi.org/10.3390/ijerph120809848.
DIAB, A. and EL DIN, S. G., 2013. Application of the biosurfactants produced by
Bacillus spp. (SH 20 and SH 26) and Pseudomonas aeruginosa SH 29 isolated from the
rhizosphere soil of an Egyptian salt marsh plant for the cleaning of oil - contaminated
vessels and enhancing the biodegradation of oily sludge. African Journal of
Environmental Science and Technology, wvol. 7, no. 7, pp. 671-679.
http://dx.doi.org/10.5897/AJEST2013.1451.
LIANG, T. WU, C.,.CHENG, W., CHEN, Y., WANG, C., WANG, I. and WANG, S.,
2014. Exopolysaccharides and Antimicrobial Biosurfactants produced by Paenibacillus
macerans TKUO029. Applied Biochemistry and Biotechnology, vol.172, no.2, pp. 933—
950. http://dx.doi.org/10.1007/s12010-013-0568-5.
RON, E. and ROSENBERG, E., 2001. Natural roles of biosurfactants. Environmental
Microbiology, vol. 3, no. 4, pp. 229-236. http://dx.doi.org/10.1046/].1462-
2920.2001.00190.x.
UZOIGWE, C., BURGESS, J.G., ENNIS, CJ. and RAHMAN, P.K., 2015.
Bioemulsifiers are not biosurfactants and require different screening approaches.
Frontiers in Microbiology, vol. 6, no.l1, pp. 1-6.
http://dx.doi.org/10.3389/fmich.2015.00245.

37


http://dx.doi.org/0099-2240/87/020224-06$02.00/0
http://dx.doi.org/10.1007/s12010-013-0568-5
http://dx.doi.org/10.1046/j.1462-2920.2001.00190.x
http://dx.doi.org/10.1046/j.1462-2920.2001.00190.x

Revista

Ciéncia, Tecnologia 8 Ambiente

ISSN 2359-6643

Atividade Antimicrobiana e Antibiofilme de Filtrados de
Fungos Endofiticos

Ana Graziela Gomes Travassos'™; Ana Nirla da Silva Sampaio!; Maria de Fatima Oliveira Almeida®;
Juliana Mesquita Vidal Martinez de Lucena!

!Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas. *agraziela616@gmail.com

RESUMO

As interacBes benéficas fungo-planta podem gerar compostos de interesse
biotecnologico com perspectivas de desenvolvimento de novos antimicrobianos. Neste
trabalho, teve-se por objetivo testar os caldos metabdlicos filtrados de fungos
endofiticos quanto a sua atividade antimicrobiana e antibiofilme contra Pseudomonas
aeruginosa (ATCC9027) e Escherichia coli (ATCC8739). Fungos endofiticos (n=19)
de diferentes plantas medicinais conservados na micoteca do IFAM/CMC, foram
reativados e cultivados em meios liquidos sob agitacdo a 25° C, por cerca de 14 dias
(dependendo da cepa). Os extratos foram obtidos por filtracdo do caldo de cultivo em
membrana Millipore (0,22 pm)e aplicados contra os patdégenos por método de
microdiluicdo, na concentracdo de 3ug/ml, em triplicata. Os resultados foram obtidos
por leitora de absorbancia (630nm), determinando a taxa de crescimento (TC%) e taxa
de formacdo de biofilme (TB%) ap6s incubacdo a 37° C por 24h. E. coli ndo sofreu
inibicdo de crescimento, nem de ades&o, apresentando TC% e TB% acima de 50% em
todos os casos. Contra P. aeruginosa, a melhor inibicdo ocorreu por Aspergillus sp. com
TC = 39,4+1% e nenhum biofilme formado. Outros filtrados apresentaram TB<50%
contra P. aeruginosa sem reduzir significativamente seu crescimento: Trichoderma sp.
(35,9%), 2 cepas de T. harzianum (21,4% e 41,9%), Fusarium falciforme (31,7%) e
Penicillium sp. (35,0%). Observou-se, portanto, que 6 cepas parecem promissoras para
estudos posteriores de sua composi¢do quimica, visando o isolamento dos compostos
ativos.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, inibicdo de biofilme,
inibicdo de crescimento, enddfitos fangicos.

Antimicrobial and Antibiofilm Effect of Endophytic Fungi Filtrates

ABSTRACT

Fungal-plant beneficial interactions might be responsible for the production of
biotechnological interesting compounds with potential applicability in the development
of new antimicrobials. The present work aimed to evaluate the antimicrobial and
antibiofilm effect of fungal filtrates against Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027) and
Escherichia coli (ATCC8739). Endophytic fungi (n=19) from different medicinal plants
preserved in the IFAM/CMC collection were cultivated under agitation for 14 days at
25° C. The broth were filtrated through a Millipore membrane (0,22 um). Each filtrate
was tested in triplicate by microdilution against the pathogens in a concentration of
3ug/ml. The results were obtained by a microplate reader (630nm), determining the
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growth inhibition (G1%) and biofilm inhibition (B1%) after 24h incubation at 37° C. E.
coli was not inhibited, showing both indexes over 50%. The best score against P.
Aeruginosa was achieved by Aspergillus sp. (Gl = 39,4 +1%) and the biofilm formation
was null. Other filtrates inhibited the formation of biofilm by P. aeruginosa with less
interference on growth: Trichoderma sp. (BI=35,9%), 2 strains of T. harzianum
(B1=21,4% and 41,9%), Fusarium falciforme (BI1=31,7%) and Penicillium sp.
(B1=35,0%). These are promising strains for future chemical prospection of
antimicrobial compounds.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, biofilm inhibition, growth
inhibition, fungal endophytes

INTRODUCAO

Os metabdlitos secundarios isolados de fungos endofiticos levaram a crer que 0s
fungos poderiam se tornar a fonte principal de compostos bioativos, acabando com a
dependéncia dos hospedeiros produtores dos mesmos compostos (FREIRE et al. 2014).
Apesar de, apos algum tempo, ter sido observado que com sucessivas repicagens esses
enddfitos diminuem ou perdem a capacidade de produzir os metabdlitos de interesse
(SACHIN et al., 2013), esses simbiontes continuam sendo importantes alvos da busca
por novos antimicrobianos.

Um desafio a ser vencido, é o controle de microrganismos produtores de
biofilmes, muitas vezes associados a resisténcia aos antimicrobianos. Algumas espécies
sdo mais habilidosas que outras na colonizacdo de superficies e muitos patégenos se
utilizam de compostos de sua parede celular ou da sintese de exopolimeros para ligar-se
as células e tecidos do hospedeiro (HALL-STOODLEY et al., 2004). Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli possuem reconhecida aptidao para causar doencas graves
por meio de biofilmes e pela resisténcia adquirida aos antibidticos (BOUCHER, 2007;
COS et al. 2010; SILVA et al., 2011).

O presente estudo teve por objetivo avaliar se alguns filtrados obtidos do caldo
de cultivo de fungos endofiticos de diferentes plantas medicinais teriam a capacidade de
inibir o crescimento microbiano e/ou prevenir a formacdo de biofilme por bactérias

patogénicas in vitro.

MATERIAL E METODOS

Foram cultivadas 30 cepas de fungos endofiticos conservadas na micoteca do
IFAM/CMC. As linhagens selecionadas (n=19) foram cultivadas em frascos
Erlenmeyers (250ml) por um periodo de 14 dias em caldo batata dextrose (BDA) ou
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Sabouraud dextrose (SDA), dependendo do meio que possibilitou melhores condicdes
de crescimento a 25°C sob agitacdo constante. Apds a incubagdo, os micélios foram
separados por filtracdo simples e os caldos de cultivo, filtrados por membrana Millipore
(0,22um). Os filtrados fungicos (FF) assim obtidos foram submetidos aos testes
antimicrobianos.

As cepas Escherichia coli (ATCC8739) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC9027) foram reativadas em caldo infusdo cérebro coracéo (BHI) e incubadas por
24h a 35x2 °C. A concentracdo do inoculo foi determinada antes de cada ensaio
utilizando camara de Neubauer, aferindo-se a concentragio de 108 BC/ml. Os ensaios de
microdiluigdo para inibicdo de crescimento e de formagdo de biofilme seguiram
metodologia de Kwasnyand Opperman (2010) com algumas modificagcdes. A
determinacdo da taxa de crescimento (TC%) e de formacdo de biofilme (TB%) foi
realizada conforme Melo et al. (2016). Cada ensaio foi realizado em triplicata na
concentracdo de 3pg/ml. Para controle positivo foi utilizada a amoxicilina na mesma
concentragéo.

Apds a inoculacdo, as microplacas de 96 pocos foram submetidas ao
espectrofotdbmetro de absorbancia (630nm), gerando os dados iniciais (To) para cada
ensaio. Para a determinagdo da TC%, foi realizada leitura ap6s 24h de incubacéo (T24).
Para gerar os dados sobre a formacdo de biofilme num mesmo ensaio, foi removido o
sobrenadante de cada microplaca, seguido de lavagem sequencial (3x) com &gua
destilada estéril e coloracdo do biofilme com uma solucdo de cristal violeta (0,06%).
Apos secar e ressuspender o biofilme corado, foi realizada a 3? leitura (Tg). Os valores
gerados serviram para calcular as taxas percentuais em relacdo ao controle negativo
(microrganismo inoculado somente com meio de cultura, sem inibidores).

Foram calculadas as diferengas T24 — To, poco a pogo, indicando quanto o
microrganismo cresceu em 24h. Cada triplicata gerou uma média e desvio padrdo para
cada FF. O mesmo procedimento foi adotado para o biofilme (Te — To). Em seguida,
foram calculados os valores percentuais, conforme abaixo:

TC% e TB%: a média das diferencas (triplicata) obtida para o controle negativo
(CN) foi considerada como 100% de crescimento e de biofilme para cada cepa,
calculando-se, em seguida, o percentual correspondente & média das diferencas das

triplicatas de cada FF, conforme abaixo:
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FF(T24— T0)x 100 FF(TB —T0) x 100
TCY% = TBU% =
CN(T24 — TO0) CN(TB— T0)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos trabalhos publicados com extratos fungicos avalia a agdo
antimicrobiana por meio de difusdo em agar e microdiluicdo. Neste estudo, 19 filtrados
do caldo metabolico de fungos endofiticos foram testados por microdiluicdo,
observando sua atividade contra o crescimento dos patdégenos de modo plancténico e
aderido ao fundo das microplacas.

Nenhum FF foi eficaz em inibir E. coli nas condi¢fes deste estudo, apresentando
valores de TC% e TB% acima de 50% em todos os casos.A menor TC% (64,5) foi
resultante do FF de Aspergillus sp. que, entretanto, produziu biofilme em grande
quantidade (TB = 92,0%). Por meio de antibiograma, Clementino et al. (2015) detectou
inibicdo de E. coli por cepas endofiticas do mesmo género.

Contra P. aeruginosa, a melhor inibicdo ocorreu pelo FF de Aspergillus sp., que
apresentou com TC = 39,4% e impediu totalmente a formacdo de biofilme. Os FF
obtidos do cultivo de Trichoderma sp., T. harzianum, Fusarium falciforme e Penicillium
sp. induziram uma TB<50% contra P. aeruginosa sem reduzir significativamente os
valores de crescimento plancténico, os quais resultaram em TC>70% em todos 0s casos.
Isto poderia indicar a capacidade de interferir com mecanismos envolvidos na
colonizacdo de superficies. Os resultados sdo mais detalhados na Tabela 1.

Avaliando extratos de 13 cepas isoladas de Costusspiralis contra 7 espécies
bacterianas e 2 leveduras por microdiluicdo, Ascéncio et al. (2014) obtiveram inibicao
de P. aeruginosa por 5 amostras em concentracfes muito superiores (MIC= 125ug/ml)
as relatadas aqui, e nenhuma delas foi eficaz contra E. coli. A partir dos resultados
obtidos, observou-se que 6 cepas fangicas podem gerar informac@es interessantes com
estudos posteriores de sua composi¢do quimica, visando o isolamento dos compostos

ativos. Essas cepas mostraram-se promissoras no combate a P. aeruginosa.
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Tabela 1. Taxa de crescimento (TC%) e de formac&o de biofilme (TB%) por microrganismos
patogénicos em presenca de diferentes filtrados fungicos.

TC% TB%
Linhagens
P. aeruginosa E. coli P. aeruginosa E. coli
Trichoderma sp. 106,2+5,2 182,2+27,8 35,9+47,0 89,8+15,4
NI 101,0+£14,3 161,4%9,9 153,9491,1 72,8+8,3
T. harzianum 85,5+5,9 150,6t16,9 21,4+103,6 106,7+48,8
Trichoderma sp. 97,6+7,6  130,8+3,7 171,8457,3 117,3+61,4
T. harzianum 76,215,3 123,7+21,9 41,9+12,6 117,0+6,9
T. harzianum 97,6+£2,3 147,5%£19,1 151,3+#59,1 183,5+59,4
Aspergillus sp. 88,216,3 144,0+11,3 137,6£57,9 155,3+22,0
A. japonicus 76,2£3,1  154,2+9,6 150,4+31,9 110,2%19,6
Colletotrichum gloeosporioides 91,942,3 205,1+3,9 262,4+156,2 96,7+40,6
A. flavus 91,8+2,1 144,6%3,6 213,7+132,6 141,0£23,0
Fusarium falciforme 96,0+14,4 142,045,6 159,0+143,7 172,5+13,9
Fusarium falciforme 88,016,0 142,8%5,7 36,8£179,8 127,7+33,8
Penicilium sp. 89,1+2,1 164,2t4,7 35,0+81,1 158,0+44,0
Colletotrichum sp. 84,4+4,2 146,419,0 186,3+105,1 164,5+23,5
Hypocrealixii 76,915,1 150,616,3 84,6+184,8 116,2+21,1
Aspergillus sp 39,4+1,2 64,5+11,8 -5,1+158,5 92,0+14,9
Aspergillus sp. 86,2+1,3 177,9%3,5 347,9495,6 120,2+14,8
Trichoderma sp. 97,5+4,6 134,7+13,9 382,9158,6 133,7+40,3
Aspergillus sp. 88,5+9,5 129,916,6 254,7+159,1 120,0+38,3
Controle (+) 25,917,7 -19,5+26,7 87,3t54,0 -179,6162,8
Controle (-)* 0,65+0,03 0,27+0,01 -0,04+0,1 -0,6410,07

Controle (+): amoxicilina; Controle (-): caldo TSB-D com microrganismo-alvo; *valor absoluto de
densidade 6tica, usado como referencia para os calculos de TC% e TB%. NI: cepa ndo identificada.

CONCLUSOES

O presente trabalho indicou cepas endofiticas promissoras para o isolamento de
compostos eficazes contra Pseudomonas aeruginosa. No que diz respeito a inibicdo de
biofilmes com extratos de fungos endofiticos , trata-se de um estudo pioneiro , cujos
melhores resultados foram obtidos por Trichoderma sp., T. harzianum , Fusarium

falciforme, Penicillium sp.e Aspergillus sp.
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RESUMO
O Brasil € o0 segundo produtor mundial e o primeiro em exportacao da carne de frango e
isso gera desafios na producdo que interfere diretamente na qualidade final da carne.
Um dos principais agentes envolvidos na toxico infeccdo alimentar e nas infeccbes de
aves é a Salmonella spp. Com isso, medidas alternativas estdo sendo utilizadas dentre
elas estd 0 uso de prébioticos como o Lactobacillus spp., que demonstra eficiéncia no
combate a Salmonella spp. Para elucidar alguns dos mecanismos utilizados pelos
Lactobacillus spp. para inibir a Salmonella spp. utilizamos a técnica Spot-on-the-lawn,
que avalia 0 mecanismo de Quorum Sensing, e assim obtivemos resultados que levam a
concluir que, ap6s o contato prévio coma Salmonella spp. o Lactobacillus spp.

aumentou seu halo de inibig&o contra a Salmonella spp.

Palavras-chave: Lactobacillus spp., Salmonella spp., Quorum Sensing, probioticos.

Evaluation of the inhibitory activity of Lactobacillus spp. on
Salmonella Heidelberg

ABSTRACT
Brazil is the second world product and the first one to export chicken meat and this is
what happens in the final production of meat. One of the major agents involved in toxic
foodborne infection and bird infections is Salmonella spp. With this, alternative
measures are being used and among them is the use of probiotics such as Lactobacillus
spp., which demonstrates efficiency in combating Salmonella spp. To elucidate some of
the mechanisms used by Lactobacillus spp. to inhibit Salmonella spp., we used the
technique Spot-on-the-lawn, which evaluates the mechanism of Quorum Sensing, and

thus we obtained results that lead to the conclusion that, after previous contact
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with Salmonella  spp., the Lactobacillus  spp. increased its inhibition halo
against Salmonella spp.

Keywords: Lactobacillus spp., Salmonella spp., Quorum Sensing, probiotics.

INTRODUCAO

Em 2015 o Brasil foi o segundo maior produtor mundial de carne de frango
(Abpa, 2016). A ocorréncia de doencgas transmitidas por alimentos tem sido foco de
discussbes nos ultimos anos, onde a Salmonella spp. € o principal e mais importante
agente envolvido, e mesmo com o0 aumento da tecnologia ainda é um problema
pertinente e de ocorréncia mundial. (Boyle et al., 2007). Destacam-se as salmonelas
paratificas (Berchieri Jr., 2000) por ndo serem especifica de aves, assim oferecendo
maior risco para a populacdo. Quando isoladas de aves e seus subprodutos tém maior
frequéncia quando comparado com outros animais (Andreatti Filho., 2007). Além disso,
a presenca de animais portadores assintomaticos facilita a disseminacdo da doenca
(Shinohara, et al, 2008). O uso indiscriminado de antibi6ticos em aves possibilitou a
manutencdo de lotes positivos para Salmonella spp., 0 que promoveu o aumento da
resisténcia antimicrobiana (Ribeiro et al, 2008), gerando assim pesquisas de medidas
alternativas, entre elas o uso de probi6ticos (Santos and Gil-Tunes, 2005).

Probidticos sdo bactérias que fazem parte da microbiota natural das aves, e por
serem produtos naturais ndo apresentam todas as acGes que o0s antibi6ticos possuem,
porém ndo geram residuos nos produtos de origem. Além disso, eles induzem o
equilibrio da microbiota intestinal, onde produzem metabolitos com acgdo
antimicrobiana, competem por sitios de ligacfes e auxiliam na melhoria da absorcéo de
nutrientes (da Silva and Andreatti Filho, 2000; Kuritza et al, 2014).

O objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade dos Lactobacillus spp. inibirem o

crescimento da Salmonella Heidelberg pelo mecanismo de Quorum sensing.

MATERIAL E METODOS

As amostras de Lactobacillus spp. (LCT) e de Salmonella Heidelberg (SH)
foram provenientes da bacterioteca do Laboratério de Ornitopatologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia UNESP- BOTUCATU.

Para o preparo do indutor, o Lactobacillus plantarum (LP) resistente aos

antibioticos Acido nalidixico (Nal) e Rifampicina (Rif) foi cultivado em caldo DeMan-
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Rugosa-Sharpe (MRS) ja a SH foi cultivada em caldo infusdo de cérebro e coracao
(BHI). Apos o cultivo, foram agrupados 2 ml de caldo MRS, 2 ml de BHI, 100
microlitros do cultivo de LP e 100 microlitros do cultivo da SH. Dessa solucéo, foram
passados 100 microlitros em um caldo MRS com Nal e Rif e cultivado. Em seguida 100
microlitros deste caldo com antibiotico foi acrescentado em caldo MRS e novamente
incubado, o qual passou por um processo de filtragdo com uma membrana de 0.22um,

gerando assim o indutor.

O Quorum sensing foi avaliado pelo o teste de antagonismo, o “Spot-on-the-
lawn” com modifica¢des. Onde os LCT foram cultivadas no caldo MRS e no filtrado,
posteriormente foram gotejados 10 microlitros em pontos da placa de MRS e incubado.
Em seguida foi preparado um caldo BHI com 0,65% de Agar Agar, 20 ml para cada
placa de MRS, o qual foi mantido em banho Maria e quando atingiu 40°C acrescentou-
se 200 microlitros do cultivo de SH em BHI. Este preparo foi desprezado
cuidadosamente em cada placa, as quais foram incubadas e posteriormente realizada a

leitura dos halos de inibicéo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns Lactobacillus spp. possuem mecanismo de comunicacdo denominado de
Quorum Sensing que produzem, liberam e reconhecem substancias sinalizadoras,
resultando em resposta coletiva a qual regulam atividades fisiol6gicas para sobreviver e
prosperar. No presente trabalho observou que os Lactobacillus spp. sobreviveram a
interacdo com a Salmonela spp. e a inibicdo foi aumentada apds a interacdo. Apos a
conducéo do teste de “Spot-on-the-lawn” (Figura 1) houve um maior halo de inibigdo
dos Lactobacillos spp. que foram cultivados com o indutor, do que os que ndo tiveram
contato com o indutor (Miiler and Bassler, 2001; Sola et al, 2012; Hawver et al, 2016).

Os Lactobacillus spp. apresentaram antagonismo a Salmonella spp. (Figura 2),
conforme descrito por Lima e colaboradores (2009). Com isso pode-se reduzir a
ocorréncia de toxico infeccdo alimentar, a utilizagdo de drogas no controle da doenca

nas aves e também os gastos e perdas econdmicas para os produtores.
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Figura 1. Comparacdo entre halos (1) Lactobacillus spp. cultivados sem indutor e (2)
com o indutor frente a Salmonella Heidelberg pelo método “Spot-on-the-lawn”

representados em milimetros.

Halo

0,2

0,1

Figura 2. (1) Foto do teste “Spot-on-the-lawn” de Lactobacilus spp. cultivados sem o
indutor frente a Salmonella Heidelberg . (2) Foto do teste “Spot-on-the-lawn ” de
Lactobacilus spp. cultivados com o indutor frente a Salmonella Heidelberg.

CONCLUSAO

Conforme os resultados obtidos, pode-se concluir que as amostras de
Lactobacillus spp. ttm um sistema de comunicacdo Quorum sensing amplamente
adaptado, que os confere capacidade de comunicar e de alterar o comportamento em
resposta a presenca da Salmonella Heidelberg. Além disso, novas estratégias
antimicrobianas poderiam ser estudadas com as substancias que este mecanismo produz

para a inibicao do crescimento da Salmonella Heidelberg.
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RESUMO

O eucalipto (Eucalyptus spp.) é o género florestal mais utilizado para fins comerciais
em nivel mundial. Uma das maiores preocupacdes dos silvicultores sdo os residuos
deixados na area ap0s o corte do eucalipto. Na tentativa de solucionar o problema, o0s
produtores acabam optando pelo método de rebaixamento ou remocdo dos tocos.
Entretanto, a destoca mecanizada causa inimeros impactos negativos a sustentabilidade
florestal. O emprego de fungos degradadores de madeira pode ser uma alternativa eficaz
sem impactar negativamente o ambiente, mas ainda é um método pouco estudado e
empregado em areas de reflorestamento de eucalipto. Este trabalho se destaca por ser o
primeiro a realizar o levantamento da diversidade de fungos basidiomicetos
macroscopicos em tocos de eucalipto, em areas de reflorestamento no estado de Sao
Paulo, de diferentes idades, com potencial para utilizacdo na destoca bioldgica. Foram
realizadas sete coletas entre 0s meses de setembro de 2016 a fevereiro de 2017, onde
cada fungo coletado foi fotografado individualmente para identificagdo. Os fungos de
maior ocorréncia nos tocos com dois anos de idade foram dos géneros Coprinus spp. €
Ganoderma spp. Na area com os tocos de um ano de idade houve predominio dos
géneros Coprinus spp. e Galerina spp. Nao foram encontrados fungos nos tocos da area
recém-cortada. Houve maior ocorréncia e diversidade de fungos basidiomicetos
macroscopicos na area de reflorestamento de eucalipto com tocos de dois anos de idade.
Palavras-chave: Destoca bioldgica. Floresta plantada. Areas de reflorestamento.
Residuos florestais. Bioprospecgéao.

Diversity of basidiomycete fungi on eucalyptus stumps

ABSTRACT
Eucalyptus (Eucalyptus spp.) is the forest genus most commonly used for commercial
purposes worldwide. One of the biggest concerns of foresters is the residues left in the
area after cutting the eucalyptus. In an attempt to solve the problem, the producers end
up opting for the method of lowering or removing the stumps. However, mechanized
clearing causes numerous negative impacts to forest sustainability. The use of wood-
degrading fungi can be an effective alternative without negatively impacting the

environment, but it is still a poorly studied method used in reforestation areas of
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eucalyptus. This work stands out as being the first to carry out a survey of the diversity
of macroscopic basidiomycete fungi in eucalyptus stumps, in reforestation areas in the
state of S&o Paulo, of different ages, with potential for use in biological stump removal.
Seven samplings were carried out between September 2016 and February 2017, where
each fungus was photographed individually for identification. The most frequent fungi
in the two years old stumps were of the genus Coprinus spp. and Ganoderma spp. In the
area with one year old stumps, there was predominance of the genus Coprinus spp. and
Galerina spp. No fungi were found on the stumps of the freshly cut area. There was a
higher occurrence and diversity of macroscopic basidiomycetes fungi in the area of
reforestation of eucalyptus with two years old stumps.

Keywords: Biological stump removal. Planted forest. Reforestation areas. Forest

residues. Bioprospecting.

INTRODUCAO

O eucalipto (Eucalyptus spp.) é originario da Oceania, sendo reconhecidas cerca
de 730 espécies. Entretanto, apenas 20 delas sdo utilizadas para fins comercias em nivel
mundial (Santarosa et al., 2014).

Uma das maiores preocupacdes dos silvicultores sdo os residuos deixados na
area apds o corte do eucalipto, sendo eles tocos, cepos ou cepas. Quando a area florestal
é reformada, o proximo plantio é realizado nas entrelinhas, dobrando-se assim o nimero
de tocos na area. Um método utilizado para solucionar o problema é o rebaixamento ou
arranque desses tocos. Porém, sdo inimeros 0s impactos negativos a sustentabilidade
florestal, como remocdo do carbono orgénico, aumento da erosdo, exportagdo de
nutrientes do solo e altera¢fes nas ciclagens de nutrientes e na qualidade dos recursos
hidricos (Foelkel, 2014).

Os principais problemas causados pelo rebaixamento e remogéo de tocos séo a
compactacdo do solo, perturbacdo da microbiota, remo¢do de matéria organica,
impactos no armazenamento do carbono e emissao de gases de efeito estufa, aumento na
erosdo e alteracdo da ciclagem de nutrientes, além da redugdo da biodiversidade
(Casseli, 2013).

O emprego de fungos degradadores da madeira ndo patogénicos ao eucalipto,
conhecidos como fungos de podridao branca, € um dos métodos com maior potencial

para acelerar o processo de degradacdo de tocos e raizes. Nessa préatica basicamente, é
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feita a inoculacdo dos tocos com fungos adaptados a regido onde serdo aplicados, sendo
esta pratica denominada destoca bioldgica (Abreu et al., 2007).

A acdo de fungos e bactérias é responsavel pelo processo de degradagdo das
raizes contribuindo para a sustentabilidade desse sistema, pois hd uma reducdo da
exportacdo de nutrientes da area e a manutencao da biodiversidade (Abreu et al., 2007;
Alonso et al., 2007).

O conhecimento da diversidade de fungos basidiomicetos degradadores de
madeira é de extrema importancia para o setor florestal brasileiro, visto que possuem
potencial para serem empregados na destoca bioldgica do eucalipto. Este trabalho é o
primeiro a avaliar a diversidade de fungos basidiomicetos macroscopicos de ocorréncia
nos tocos de eucalipto, além de estudar a relacdo da idade dos tocos com a sua

diversidade.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em &reas de reflorestamento de eucalipto da empresa
LWARCEL Celulose em talhGes com tocos recém cortados, e com um e dois anos de
idade, totalizando-se trés areas: area 1 (tocos recém-cortados); area 2 (tocos com um
ano de idade) e area 3 (tocos com dois anos de idade). Cada area foi dividida em trés
subéreas: 1A, 1B e 1C (subéreas da area 1); 2A, 2B e 2C (subéareas da area 2) e 3A, 3B
e 3C (subéareas da area 3). A dimensdo de cada subarea foi de 20 x 5 metros (20 tocos
nas linhas x 5 tocos nas entrelinhas), em um total de 100 m?. Cada subérea foi espacada
em 200 metros entre si.

Os fungos foram coletados entre os meses de setembro de 2016 a fevereiro de
2017 totalizando-se sete coletas, nas seguintes datas: 08092016 (1* coleta); 28092016
(2* coleta); 277102016 (3* coleta); 27/112017 (4* coleta); 147122016 (5* coleta);
24012017 (6 coleta) e 15022017 (7* coleta), sendo que em cada coleta todas as areas
foram vistoriadas em sua totalidade.

Cada fungo coletado foi fotografado no local de ocorréncia e acondicionado em
sacos de papel de 500 g em uma caixa de isopor para transporte até o Laboratério de
Ciéncia e Tecnologia Ambiental da Universidade do Sagrado Coracdo para

identificacdo dos géneros e das espécies segundo Largent (1986) e Lincoff (1982).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O maior nimero de fungos basidiomicetos foi detectado na area com os tocos de
dois anos de idade (area 3) (Tabela 1), sendo 0 maior nimero encontrado nos meses de
setembro (12 coleta), outubro (3? coleta) e dezembro (52 coleta). Na area com tocos de
um ano de idade (area 2) os fungos foram encontrados apenas no més de outubro (32
coleta) (Tabela 1). Ndo foram encontrados fungos basidiomicetos na area com 0s tocos
recém-cortados (area 1) (Tabela 1).

A maior abundancia de fungos basidiomicetos foi verificada na area com 0s
tocos de dois anos de idade (area 3), sendo predominantes os géneros Coprinus spp.,

Ganoderma spp. e Pycnoporus sanguineus (Tabela 2).

Tabela 1. Numero de fungos basidiomicetos macroscopicos coletados em tocos de eucalipto em
sete coletas realizadas em trés areas de reflorestamento com tocos de diferentes idades: area com
tocos recém-cortados (Area 1 — subareas 1A, 1B e 1C); area com tocos de um ano de idade (Area
2 — subareas 2A, 2B e 2C); e area com tocos de dois anos de idade (Area 3 — subareas 3A, 3B e
30).

Area 1 Area 2 Area 3

Coletas 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C

1 0 0 0 0 0 1 7 14 5
2 0 0 0 0 0 0 1 0 2
3 0 0 0 4 0 4 0 1 4
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 4 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 1 0 0
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Tabela 2. Abundancia de fungos basidiomicetos macroscopicos coletados em trés areas
de reflorestamento com tocos de diferentes idades: area com tocos recém-cortados
(Area 1 — subareas 1A, 1B e 1C); area com tocos de um ano de idade (Area 2 — subareas
2A, 2B e 2C); e area com tocos de dois anos de idade (Area 3 — subareas 3A, 3B e 3C).
Area 1 Area 2 Area 3
Género/Espécie 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C

Auricularia spp. 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Coprinus spp. 0 0 0 2 0 3 1 11 1
Fuscoporia spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 4
Galerina spp. 0 0 0 2 0 2 0 0 1
Ganoderma spp. 0 0 0 0 0 0 7 4 3
Pycnoporus 0 0 0 0 0 0 1 3 5
sanguineus
CONCLUSOES

A idade dos tocos influenciou a quantidade e a diversidade dos fungos

basidiomicetos macroscopicos nas areas de reflorestamento de eucalipto avaliadas.
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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é uma planta rustica, perene e que possui elevado
teor de 6leo em suas sementes, tendo assim, grande potencial para a producdo
energética. A propagacdo de gendtipos superiores ainda é um desafio que pode ser
minimizado com o auxilio de técnicas biotecnoldgicas, como a micropropagacdo. A
cultura de tecidos € uma técnica bastante empregada para a multiplicacdo clonal de
plantas in vitro. No entanto, deve-se ter cuidado com o manuseio dos materiais de forma
a evitar contaminagdes por microrganismos, geralmente fungos e bactérias. Mesmo com
todos os cuidados, ainda é possivel que haja contaminantes que ndo possam ser
removidos pelos métodos de assepsia, como € o caso dos microrganismos endofiticos,
gue podem ou ndo causar patogenia nos tecidos em que se hospedam. Neste trabalho,
foram isolados os microrganismos presentes nas contaminagoes de explantes de pinhédo
manso ja estabelecidos in vitro. Para esta finalidade, microrganismos persistentes ao
longo do processo de regeneragéo de plantas foram inoculados em placas com meios de
cultura seletivos, YPD e YPD acrescido de antibidticos para fungos e leveduras e agar
nutriente para bactérias. Posteriormente, realizou-se a coloracdo de Gram para
determinacdo da estrutura celular bacteriana e sua forma. Amostras provenientes de
contaminacéo de calos regenerados a partir de gemas (cocos gram +), em sua maioria,
sdo diferentes dos encontrados nos calos provenientes de embrides (bacilos gram +).

Palavras-chave: micropropagacdo, contaminagdo, microrganismos, pinhdo manso.

Evaluation of contaminating microorganisms at Jatropha micropropagation

ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a rustic, perennial plant that has a high oil content in its seeds, and
thus has great potential for energy production. The propagation of higher genotypes is
still a challenge that can be minimized with the aid of biotechnological techniques, such
as micropropagation. Tissue culture is a widely-used technique for clonal multiplication
of plants in vitro. However, care must be taken in handling the materials to avoid
contamination by microorganisms, usually fungi and bacteria. Even with all care, it is
still possible that there are contaminants that cannot be removed by asepsis methods,
such as endophytic microorganisms, which may or may not cause pathogenesis in the
tissues in which they are housed. In this work, the microorganisms present in the
contaminations of Jatropha explants, already established in vitro, were isolated.
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Persistent microorganisms obtained during plant regeneration process were inoculated
in plates with selective culture media, YPD and YPD supplemented with antibiotics for
fungi and yeasts and nutrient agar for bacteria. Subsequently, Gram staining was
performed to determine the bacterial cell structure and its shape. Samples from
contamination of callus regenerated from buds (gram + coccus), are usually different
from those found in calli from embryos (gram + bacilli).

Keywords: micropropagation, contamination, microorganisms, Jatropha.

INTRODUCAO

A cultura do pinhdo manso (Jatropha curcas L.) se destaca como fonte
alternativa de cultura energética, que esta ganhando importancia, devido seu teor
elevado de dleo (30-40%) nas sementes e a composicdo lipidica semelhante ao
combustivel fossil. Além disso, por ser tdxica a ingestdo humana, ndo compete com
fontes de 6leo comestivel (Deodore and Johnson, 2008).

Um desafio a ser vencido é a producdo e obtencdo de mudas selecionadas a
partir de plantas matrizes superiores e livres de contaminacdo microbiolégica. Com isso,
a micropropagacdo aparece como alternativa vidvel para obtengdo de plantas livres de
patdgenos e para a propagacdo de elevada quantidade de plantas, em curto periodo de
tempo (Saturnino et al., 2005).

A associacdo entre meio de cultura e as condigdes fisicas nas quais sdo
incubados os explantes, formam um ambiente extremamente favoravel a proliferacdo de
microrganismos (Damido Filho, 1995). Essas contaminagdes podem ocorrer pela
presenca de micrdbios externos (epifiticos) ou endofiticos (Esposito-Polesi, 2011). No
caso de contaminacdes epifiticas, 0 manuseio e a falta de pratica do manipulador podem
ser um fator determinante para que isso ocorra. Porém, mesmo tomando todas as
providéncias de uma assepsia rotineira, as vezes ndo € possivel contornar
completamente a contaminacéo, por esta ter uma base endégena (Cid, 2010).

ContaminacOes que ocorrem frequentemente na cultura de tecidos vegetais
podem n&o ser consequéncia de ineficiéncia na técnica ou de descuido do manipulador,
mas sim da presenca de microrganismos endofiticos, que nem sempre sdo caracterizados
como patégenos (Azevedo, 1998).

O presente trabalho objetivou identificar quais 0s microrganismos responsaveis
pela contaminacdo de explantes de pinhdo manso micropropagados em meios de cultura

diversos.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas gemas apicais/laterais e embrides de sementes de pinh&o
manso, retiradas de plantas cultivadas no campus da Fatec Piracicaba “Dep. Roque
Trevisan”. As gemas foram coletadas, com aproximadamente 0,5cm de comprimento.
No laboratorio, as gemas e sementes foram submetidas a processo de assepsia em
camara de fluxo laminar, com solucdo de hipoclorito de sédio comercial (3:1) por 2
minutos, seguida de solugdo de etanol 70% por 1 minuto. Os explantes foram entdo
enxaguados em &gua autoclavada e inoculados nos meios de cultura.

Os meios de cultura usados foram: M1 — MS (MURASHIGE and SKOOG,
1962); M2 — MS + 0,2mg.L? de 6-benzilaminopurina (BAP) + 1,0mg.L* de &cido
naftaleno acético (NAA); M3 — 50% dos sais do meio MS + 0,2mg.L? de 6-
benzilaminopurina (BAP) + 1,0mg.L? de &cido naftaleno acético (NAA). Todos os
meios foram suplementados com sacarose (30 g L-1) e Phytagel® (2,3g.L™?). O pH foi
aferido para 5,7+0,1 antes da autoclavagem (120°C e 1 Kgf.m) por quinze minutos.

A incubacdo foi realizada em sala de crescimento climatizada (25 + 3 °C), sob
fotoperiodo de 16 horas luz/escuro. Os explantes foram avaliados a cada 30 dias,
contados da data de inoculacdo, periodo esse que compreende a fase de estabelecimento
da cultura.

Microrganismos que apareceram durante 0 processo de micropropagacao, apés
estabelecimento do cultivo in vitro, foram isolados em meios de cultura apropriados
para posterior caracterizacdo. Para identificacdo de fungos, foram usadas placas de Petri
com meios de cultura YPD e YPD acrescido de antibidticos (YPD/A) (100mg.L?t de
cloranfenicol + 100mg.L™* de tetraciclina). Para isolamento de bactérias, foram usados
meios agar nutriente (NA). Analises de Gram também foram efetuadas. Uma alcada de
cada colénia do microrganismo contaminante foi dissolvida em solucdo salina 0,9%
(NaCl). Amostras destas diluicdes foram estriadas (semeadas com auxilio da alca de
platina) nos meios de cultura YPD, YPD/A e NA. Para observacdo do crescimento do
microrganismo, foram feitos plagueamento, através da técnica de profundidade (pour

plate), em meio NA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Inicialmente, para estabelecimento da cultura in vitro a contaminagéo € maior,
especialmente por fungos, tendo sido obtidos niveis de 90% de contaminagfes quando

se utilizou embriGes zigdticos como explante, e 80% de perdas por contaminagdo
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quando foram utilizadas gemas axilares. O indice de sobrevivéncia dos explantes nédo
contaminados nos primeiros 30 dias, foi de 100%. Nesta fase, os fitorreguladores
presentes nas formulagGes dos meios M2 e M3 (1,0mg;L? NAA e 0,2mg.L™* BAP) se
mostraram essenciais para 0 desenvolvimento dos explantes, sendo responsaveis pela
inducdo de regeneracdo celular e desenvolvimento de calos com aspecto embriogénico.
Explantes mantidos na formulagdo de meio M1 (sem fitorreguladores) ndo foram
induzidos a formacéo de calos.

As contaminacgdes que surgiram no estabelecimento in vitro da cultura ndo foram
analisadas neste trabalho, dando-se importancia as contaminagdes que apareceram apos
cultivo ja estabelecido. Mais especificamente, 4 meses apds inoculagdo 30% dos calos
em regeneracdo comegaram a apresentar contaminacgdes. Deste material contaminado,
foram escolhidas 8 amostras representativas das contaminagdes obtidas nos calos
regenerados a partir dos explantes, 4 de gemas (amostras 1 a 4) e 4 de embribes
zig6ticos (amostras 5 a 8), as quais foram diluidas em solucdo salina 0,9% (NaCl) e
inoculadas em meios YPD, YPD/A e NA conforme descrito na metodologia.

As 8 amostras cresceram nos meios sem antibioticos, exceto as amostras 5 e 8
que ndo cresceram no meio NA quando inoculado pour plate. Estas mesmas duas
amostras, foram as Unicas que cresceram também no meio YPD/A (Tabela 1).

Anélise de coloracdo de Gram (Figura 1) indica que as amostras provenientes de
contaminacdo de calos regenerados a partir de gemas (cocos gram +), em sua maioria,
tratam-se de microrganismos diferente dos encontrados nos calos provenientes de
embrides (bacilos gram +). As Unicas exce¢des foram a amostra 4, que além de
apresentar bactérias tipo cocos semelhantes as amostras 1, 2 e 3, apresentou também
bactérias do tipo bacilos, todas Gram positivas. A amostra 7 apresentou contaminacao
na forma de cocos gram positivos, semelhante as amostras de contaminacgdes de calos
provenientes de gemas. Outra excecdo foi a amostra 8, que quando o microrganismo foi
isolado em YPD/A (Figura 1 8a), observou-se pequenos bacilos gram negativos,
enquanto que, microrganismos da mesma amostra, quando isolados em NA (Figura 1
8b) apresentou bacilos gram prositivos, semelhantes aos obtidos em andlise das
amostras 5 e 6.

E importante mencionar que as transferéncias para renovagio de meios de
cultura foram realizadas sempre num mesmo dia para todos os calos, independente do

tipo de explante de inducédo, desta forma, a chance de ter ocorrido contaminacdo por
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manipulacdo fica menor, ja que microrganismos contaminantes diferentes foram

encontrados conforme a fonte de explante usados.

Conforme Azevedo (1998), as técnicas biotecnoldgicas de propagacdo de

plantas, quase nunca levam em consideracdo os microrganismos endofiticos, o que pode

ocasionar desequilibrio entre a planta e o enddfito, resultando em respostas patogénicas.

Desta forma, ha possibilidade de a contaminacgdo ter sido desencadeada pelo estresse

sofrido pelo material j& estabelecido in vitro, levando-se a suspeita de se tratar da

manifestacdo de microrganismos endofiticos.

Tabela 1: Crescimento microbioldgico nos meios de cultura NA, YPD e YPD/A, avaliacdo de Gram e
forma dos microrganismos observados em microscopio optico.
Meio de 1 2 3 4 5 6 7 8
Cultura
NA + + + + + + + +
NA pour + + + + - + + -
plate

YPD + + + + + + + +
YPD/A - - - - + - - +

+em NA

Gram - + + + + - i -em YPD

Forma €OCOS €OCOS €0Cos cocos € bacilos bacilos €OCOoS bacilos
bacilos

(+) houve crescimento e (-) ndo houve crescimento

: _
L <

Micrografias de isolados, contaminantes da
micropropagacao de pinhdo manso. Amostras 1 a 4 microrganismos contaminantes em calos
provenientes de gemas como explantes; Amostras 5 a 8 microrganismos contaminantes em
calos provenientes de embrides como explantes. Algumas amostras apresentaram
microrganismos diferentes dependendo do meio em que foi isolado: 1a: isolado em YPD, 1b:
isolado em NA, 8a: isolado em YPD/A, 8b: isolado em NA. Demais amostras apresentaram
microrganismos com caracteristicas similares independente do meio usado para seu
isolamento.
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CONCLUSOES

Os fitorreguladores (1,0mg;L™ NAA e 0,2mg.L™* BAP) se mostraram essenciais
para a regeneracdo dos explantes de pinhdo manso.

Amostras provenientes de contaminacdo de calos regenerados a partir de gemas
(cocos gram +), em sua maioria, sdo diferentes dos encontrados nos calos provenientes

de embrides (bacilos gram +).
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo no solo do
biofertilizante FertBokashi®Premium, produto a base de agua, extrato de levedura,
composto organico e melago de cana, para a reducdo populacional de nematdides nas
raizes. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo contendo 3 tratamentos: sem
aplicacdo do biofertilizante, aplicacéo do biofertilizante preventivamente e aplicagéo do
biofertilizante curativamente com 7 repeticdes. Apos 60 dias, as plantas foram coletadas
e avaliadas a massa seca da parte aérea, massa fresca da raiz e contagem de ovos e
juvenis. A aplicacdo do biofertilizante reduziu o numero de ovos e juvenis tratados
preventivamente em 56% em relagdo ao controle. A massa fresca da raiz e a massa seca
da parte aérea nao diferiram significativamente do controle.

Palavras-chave: produto bioldgico, Meloidogyne spp., nematdides das galhas, controle
bioldgico, Solanum lycopersicum

Biofertilizer in the control of phytonematoids in tomato crop

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the application in the soil of a
biofertilizer FertBokashi®Premium, water-based product, yeast extract, organic
compound and sugar cane mollasses, for the population reduction of nematodes in the
roots. The experiment was carried out in a greenhouse containing 3 treatments: no
biofertilizer application, biofertilizer application preventively and biofertilizer
application curatively with 7 replications. After 60 days, the plants were collected and
evaluated dry mass of the aerial part, fresh mass of the root and egg and juveniles
counts. The application of the biofertilizer reduced the number of eggs and juveniles
treated preventively in 56% in relation to the control. The fresh root mass and dry mass
of the aerial part did not differ significantly from the control.

Keywords: biological product, Meloidogyne spp., root-knot nematode, biological
control, Solanum lycopersicum
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INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é atacado por inimeros patdgenos que
causam 0s mais variados tipos de doengas. Os nematoides do género Meloidogyne,
formam estruturas no sistema radicular da planta denominadas galhas e podem
ocasionar murcha das plantas durante os periodos mais quentes do dia, desfolha
prematura, sintomas de deficiéncia mineral, clorose, reducdo e deformacédo do sistema
radicular. S&0 os patégenos de maior importancia econémica, causando perda de
produtividade com cerca de 25 a 85% (Araujo and Marchesi, 2009; Carvalho et al.,
1999; Nunes et al., 2010; Sousa et al., 2006). Quando atacadas severamente apresentam
reducéo do tamanho e da eficiéncia de seu sistema radicular (Robl et al., 2012).

O controle de nematoides por meio de nematicidas além de apresentar riscos a
salde humana, animal e ao meio ambiente sdo pouco eficientes no controle de
meloidoginose em hortalicas (Sousa et al.,2006). Contudo, o controle bioldgico tem se
apresentado uma alternativa mais vidvel para o manejo destes fitopatdgenos, por
minimizar o dano ambiental e por ser economicamente mais vantajoso, em compara¢ao
aos métodos quimicos convencionais (Aradjo and Marchesi, 2009).

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar o potencial de controle de nematdides
fitoparasitos por meio da aplicagdo do biofertilizante no solo, fornecendo assim uma
alternativa de controle destes patdgenos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Centro de Pesquisa
Mokiti Okada- Ipeuna-SP.

Utilizou-se vasos com capacidade para 2 litros, como substrato foi utilizado uma
mistura de solo arenoso (50%) e areia grossa (50%), ambos submetidos ao processo de
autoclavagem a 121°C por duas horas.

Foram utilizadas sementes de tomates da variedade “Santa Clara” semeadas em
bandejas plasticas de 128 células, contendo substrato autoclavado. Apds 20 dias, as
mudas foram transplantadas em vasos, onde cada vaso recebeu uma muda,
representando uma unidade experimental.

Para este estudo, foi utilizado o FertBokashi®Premium, biofertilizante a base de

agua, extrato de levedura, composto organico e melago de cana de agucar.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo 3
tratamentos com 7 repeticOes. Desta forma, o experimento contou com o0s seguintes
tratamentos: T1- testemunha, irrigado somente com agua; T2- aplicagdo do
biofertilizante, de forma preventiva (antes da inoculacdo dos nematoides) e T3-
aplicacdo do biofertilizante, de forma curativa (ap6s a inoculacdo dos nematoides). A
aplicacéo do produto foi realizada semanalmente via irrigagdo, com 0,05 mL por vaso.

Foram inoculados 3.300 ovos de Meloidogyne spp. por planta. Antes da
inoculacdo, foram feitos 3 orificios de 3 cm de profundidade em cada vaso, ao redor do
colo da planta, para que a suspensao infestasse diretamente a raiz. Com o auxilio de um
micropipetador, foram inoculados 1 mL da suspensdo em cada orificio.

Apo6s 60 dias, foram coletadas e extraidas as raizes das plantas e avaliados 0s
seguintes parametros: contagem de ovos e juvenis na massa total e em 10 gramas de
raiz, massa seca da parte aérea e massa fresca da raiz. Para extracdo dos ovos e juvenis
utilizou-se o método de Jenkins (Jenkins, 1964).

As médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de
Tukey a 10% de probabilidade com o auxilio do programa SISVAR (Ferreira, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos que foram submetidos a aplicacdo do biofertilizante foram
eficientes na reducdo da populacdo dos nematdides em relacdo ao tratamento controle
(Tabela 1). O numero de ovos e juvenis na massa fresca total das raizes, foi
significativamente menor quando a aplicacdo do biofertilizante ocorreu de forma
preventiva, reduzindo em 56% da populacdo em relacdo ao controle. Apesar do
tratamento curativo ndo diferir estatisticamente, este reduziu em 37% o numero de ovos
e juvenis em relacdo ao tratamento, onde ndo houve a aplicacdo do produto (Figura 1).

Tais resultados corroboram com o estudo de Sousa et al. (2006), onde a redugéo
do nimero de massa de ovos de nematodides em raizes de tomate foi ocasionada pelo
tratamento das mudas com cepas de micro-organismos. Segundo Maciel and Ferraz
(1996), o controle biolégico de nematoides pode ocorrer pela produgdo de exsudatos
radiculares com propriedades nematicidas ou nematostaticas, reduzindo assim a

capacidade reprodutiva.
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Tabela 1- Efeito do biofertilizante sobre o nimero de ovos e juvenis na massa fresca de
10 gramas de raiz (MFR 10), nimero de ovos e juvenis na massa fresca total da raiz
(MFR total), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa fresca da raiz (MFR) de
tomateiro cv. Santa Clara.

MFR 10 MFR MSPA MFR
Tratamento Total
(8) (8)

n2 ovos e juvenis . .
( J ) (n2 ovos e juvenis)

Controle 3.460 a 15.529 bW 19,43 a¥ 42,95 aW
Preventivo 2.124 a 6.904 a 19,85 a 35,6a
Curativo 2.467 a 9.823 ab 20,09 a 39,42 a
CV% 27,84 30,23 8,14 10,34

(1) Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 10% de
probabilidade. Dados transformados a x"0,5.
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Populagdo/10g raiz Populacdo/peso total raiz

Figura 1- Percentual de redugdo populacional de Meloidogyne spp. nos tratamentos

com aplicacgdo de biofertilizante preventivo e biofertilizante curativo em relagdo ao controle.

De acordo com Freitas (2001), a transformacéo dos exsudatos radiculares pelos
micro-organismos pode fazer com que o0 nematdide nao reconheca o estimulo
quimiotrépico e continue movimentando-se no solo até morrer. O mesmo autor ainda
cita que as rizobactérias ou seus metabdlitos desencadeiam reacGes de
hipersensibilidade nas células vegetais, impedindo que as fémeas dos nematdides
consigam energia suficiente para produzir ovos.

Apesar de ndo haver diferencas estatisticas entre os tratamentos no nimero de
ovos e juvenis em 10 gramas de raiz, a reducdo da populacional é bastante relevante em
relacdo ao controle, com diferencas de 1340 e 993 ovos e juvenis no tratamento
preventivo e curativo respectivamente.

Em infestacbes severas, 0s nematoides fitoparasitas tendem a reduzir o

desenvolvimento e consequentemente diminuem a massa da matéria seca das raizes
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(Vilas-Boas et al., 2002). Todavia, a massa fresca da raiz avaliada neste estudo, obteve
maior peso somente no tratamento controle. A massa seca da parte aérea também néo
demonstrou resultados significativos em relacdo ao controle, porém obteve uma maior
massa no tratamento curativo com aplicacdo do biofertilizante.

Estudos demonstram que o controle bioldgico dos fitonematoides utilizando
cepas individuais ou associagfes de micro-organismos, possuem capacidade de
biocontrole desses fitopatdgenos, como producdo de antibidticos, enzimas liticas e
inducdo a resisténcia (Dallemore-Giaretta et al., 2010; Sousa et al., 2006), corroborando
que a aplicacdo do biofertilizante via irrigacdo no solo realizado de forma preventiva,

pode ser uma alternativa viavel no manejo do nematoide das galhas.

CONCLUSOES
O biofertilizante mostrou-se eficiente no controle dos fitonematoides quando
aplicado no solo preventivamente. Avaliacbes a campo serdo necessarias para

comprovar a eficiéncia do produto.
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RESUMO

Os chamados biofilmes sdo, basicamente, uma camada (ou pelicula) de micro-
organismos fortemente aderidos sobre uma superficie. Este fendbmeno ocorre em
diversas situacdes do cotidiano, por exemplo, em instala¢cbes hidraulicas, como
tubulacbes, pias e cubas até mesmo sobre instrumentos cirargicos, médicos e
odontologicos. Esta fina camada na escala de micrOmetros é protegida por uma
substancia extracelular polimérica que € peculiar dos biofilmes, conferindo ao
organismo presente no biofilme uma resisténcia aos agentes externos naturais nocivos a
sua manutencao e reproducdo. Este trabalho tem como objetivo o levantamento da curva
de crescimento de bactérias formadoras de biofilmes. Dessa maneira, estd sendo
apresentada a metodologia empregada para trés bactérias formadoras de biofilme:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Com isso, espera-
se que essas informacdes ajudem diretamente na saude publica em vista do papel quase
invisivel dos biofilmes na transmissdo de doengas

Palavras-chave: Superficies, Adesao, Saude, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa.

Monitoring the growth of biofilm-forming bacteria

ABSTRACT

So-called biofilms are basically a layer (or film) of microorganisms strongly
adhered to a surface. This phenomenon occurs in various everyday situations, for
example, in hydraulic installations, such as pipes, sinks and vats even on surgical,
medical and dental instruments. This thin layer on the micrometer scale is protected by
a polymeric extracellular substance that is peculiar to biofilms, giving the organism
present in the biofilm a resistance to natural external agents harmful to its maintenance
and reproduction. This work aims to survey the growth curve of biofilm forming-
bacteria. In this way, it is being presented the methodology used for three biofilm
forming bacteria: Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. Thus, it is hoped that this information will directly aid public health in
view of the almost invisible role of biofilms in disease transmission.

Keywords: Surface, Attach, Health, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa.
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INTRODUCAO

Nos altimos anos alguns trabalhos interessantes tém mostrado a importancia do
estudo dos biofilmes (Gaspar-Grillo et al., 2012) principalmente com os aspectos
pertinentes a salde humana, visto que diversos micro-organismos causadores de
doencas podem ser encontrados inseridos em biofilmes (Mendes et al., 2011; Flores et
al., 2009). M. Wilkins afirma que por volta da década de 1970, cientistas perceberam
que diversas bactérias eram capazes de aderir e crescer em diferentes superficies do
ecossistema. Em seu trabalho, Wilkins et al. (2014) explica sobre 5 etapas do ciclo de
vida de um biofilme: (1) a adesdo das bactérias, (2) divisdo das bactérias, (3) camada
protetora extracelular polimérica e (4) a formacdo de coldnias em estruturas
tridimensionais capazes de transportar oxigénio e nutrientes através de canais de
comunicacdo. Por fim, em (5) o ciclo se encerra com o espalhamento de pequenas
porcdes do biofilme que formardo um novo biofilme (Wilkins et al., 2014). Além desses
estudos, A. Braem produziu um mecanismo de liberacdo controlada de antibiético na
superficie de titdnio para evitar rejei¢des causadas por biofilmes que conduzem a perda

de ossos, amputacdes e recidivismo (Braem et al.,2015).

MATERIAL E METODOS

Cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
foram descongeladas da bacterioteca do Instituto de Biotecnologia Unesp - IBTEC.
Foram utilizados os processos convencionais de plagqueamento com agar TSA e
MacConkey, além dos testes coloracdo Gram e EPM —mili — citrato. Ap6s o isolamento
de colbnias individuais para cada placa, foi realizada a inoculagdo em meio liquido em
que imediatamente foi colocado a temperatura de 37° C. A partir de entdo, nos tempos
0,123 4,5 6,7,8,9, 10, 24, 30 e 48 horas foram feitas medidas de absorbancia
através de um equipamento marca Eppendorf biophotometer ® d30 para a avaliacdo da

densidade 6tica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Figura 2 podem ser observadas duas fotografias. A esquerda verifica-se a
placa contendo as col6nias oriundas da bactéria Staphylococcus aureus, enquanto que a

direita, esta sendo apresentada a coldnia isolada em que foi retirada a bactéria para a
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inoculacdo no meio liquido. O diametro de 5 mm foi medido com o auxilio de uma

lupa.

L 5 mm
S. aureus

Figura 2 — A esquerda, observa-se o crescimento da Staphylococcus aureus em
48h de incubagéo a 37° C. A direita, observa-se uma imagem feita com o auxilio de
uma lupa no momento de escolha das colonias a serem utilizadas, com

aproximadamente 5 mm de diametro.

Na figura 3, semelhante a figura anterior, pode-se observar a placa feita para a
Staphylococcus aureus. Apds, o tempo de 48 horas na temperatura de 37° C foi retirada
a bactéria de uma coldnia isolada para o procedimento de inoculacdo no meio liquido.

De maneira analoga, foi obtida a col6nia, porém percebe-se que o didmetro é de

¢

aproximadamente 2 mm.

2 mm

"

-
E. coli

Figura 3 - A esquerda, observa-se o crescimento da Escherichia coli em 48h de
incubagdo a 37° C. A direita, observa-se a col6nia a ser utilizada com

aproximadamente 2 mm de diametro.

Na Figura 4, semelhante a figura anterior, pode-se observar a placa feita para a
Pseudomonas aeruginosa. Apds, o tempo de 48 horas na temperatura de 37° C foi
retirada a bactéria de uma col6nia isolada para o procedimento de inoculagdo no meio

liquido.
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Smni ‘%"

P. aeruginosa -

Figura 4 - A esquerda, observa-se o crescimento da Pseudomonas aeruginosa
em 72h de incubagéo a 37° C. A direita, observa-se a colonia com aproximadamente

8 mm de didmetro.

Foram construidos os graficos da variacdo da absorbancia em funcéo do tempo apos
a realizacdo de todas as medidas em triplicata. Na Figura 5, observa-se a curva de
crescimento obtida para a Staphylococcus aureus. Pode-se notar um crescimento mais
acentuado entre os tempos de 1 hora a até 10 horas. Ap6s dez horas na estufa, a leitura
de absorbancia se manteve estavel, o que indica que a densidade Optica chegou ao seu
maximo. Provavelmente, isto esta relacionado com o limite méximo de crescimento das

bactérias nesse meio.

Media da densidade optica
L] para a bactéria Stapinilacecens aurens
ExpDecl of B

Absorbancia

[l 3 = A 30 |

Tempa (horas)

Figura 5- Curva de crescimento para a Staphylococcus aureus obtida através da
leitura da absorbancia em cada tempo. Os pontos de absorbancia do gréfico sao

resultados de uma média, pois a leitura foi feita em triplicata.

Na Figura 6, observa-se a curva de crescimento obtida para a Escherichia coli.
Assim como a curva obtida para a Staphylococcus aureus, tem-se um elevado aumento
até as dez horas. Porém, percebe-se que a leitura de densidade Optica é levemente menor
para essa bactéria, sendo um indicio da menor taxa de crescimento.

71



L3 ] ®  Nédia da densidade optica
para a bactéria Escherichio colf
104 n Exp3Plof B

Absorbincia

Az

20 ]
Tempa (horas)

Figura 6— Curva de crescimento para a Escherichia coli obtida através da leitura
da absorbancia em cada tempo. Os pontos de absorbéncia do grafico sdo resultados

de uma média, pois a leitura foi feita em triplicata.

Na Figura 7, observa-se uma curva de crescimento para Pseudomonas aeruginosa

totalmente diferente em relacdo as anteriores.

Absorbancia

m  Média da densidade optica para a
bactéria Psendomenas aeruginsea
of - Lincar Fit of B

T T T T
10 20 in il g

Tempo (horas)

Figura 7- Curva de crescimento para da Pseudomonas aeruginosa obtida através
da leitura da absorbancia em cada tempo. Os pontos de absorbancia do grafico sdo

resultados de uma média, pois a leitura foi feita em triplicata.

CONCLUSOES

O isolamento das col6nias para a verificagdo do crescimento das bactérias é
essencial para evitar problemas de contaminagao, e com isso ter maior confiabilidade no
ensaio de absorbancia. A variacdo do diametro entre as coldnias oriundas de diferentes
bactérias ¢ uma indicacdo da taxa de crescimento para cada uma delas. Um aumento de
leitura de absorbancia nas primeiras horas indica um aumento substancial na taxa de

crescimento de cada bactéria. Diferentemente, ocorre uma estabilizacdo da absorbancia.
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Diante disso, é preciso entender os fatores envolvidos nesse comportamento, e com isso,

conciliar esses fatores com o exato momento de formagao do biofilme.
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RESUMO

O soluto compativel ectoina fornece protecdo celular contra os efeitos da
dessecacdo, congelamento e aquecimento, e apresenta aplicacbes em diversos
segmentos da inddstria. O género Halomonas tem atraido interesse para a producdo de
ectoina pelos altos valores de produtividade obtidos e técnica facil de obtencdo do
produto. Produgdo quimica industrial ndo é vidvel pelo alto custo dos precursores, a
baixa qualidade do produto e a formacdo de co-produtos. O processo biotecnoldgico
possui algumas vantagens: microrganismo utilizado robusto e de facil manuseio e
reagentes com custo e toxicidade mais baixos comparado com a sintese quimica.
Entretanto, alguns obstaculos ainda precisam ser superados, como as altas
concentracdes de sal necessarias, que podem causar problemas nos equipamentos e
limitam o crescimento celular, diminuindo assim a concentracdo do produto. Apés a
otimizacdo do meio com o uso de metodologias estatisticas, a influéncia da aeracéo na
producdo de ectoina foi investigada em biorreatores instrumentados, usando diferentes
niveis de taxa de aeracdo e velocidade de agitacdo. Assim, a aeracdo se mostrou um
fator limitante, j& que o seu controle causou um ganho de 6 vezes na concentracdo de
ectoina, com diferenca de 50% entre os dois biorreatores. Produtividade de ectoina
aumentou de 0.011g/L.h para 0.238g/L.h com taxa de aeracdo de 2.5 vvm, junto com o
fator de rendimento por célula (Yr/x) acima de 0.8 g/g. Esses resultados mostram um
grande avanco se comparado com a literatura, que obteve fatores por volta de 0.25 g/g.

Palavras-chave: Soluto compativel, fermentacdo, halofilica.

The Influence of Aeration in Ectoine Production by Halomonas salina

ABSTRACT

The compatible solute ectoine provides cell protection against the effects of
desiccation, freezing and heating, and presents applications in several industry
segments. The genus Halomonas has been regarded as promising for ectoine production
due to high productivity rates and easy technique described for secreting the product.
Chemical industrial production is not viable because of high cost of the precursors, the
low product quality and the formation of by-products. The biotechnological process,
however, has some advantages: the microorganism used is robust and easy to handle
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and the reagent cost and toxicity are lower compared to the chemical synthesis.
Nevertheless, some obstacles still should be overcome, such as those concerning the
required high salt concentrations, which may cause problems for the equipments and is
responsible for limiting cell growth, lowering the product concentration. After the
optimization of the medium with the use of statistical methods, the influence of aeration
in ectoine production was investigated in instrumented bioreactors, using different
levels of both stirring speed and air flow. Thus, aeration was shown as a limiting factor,
once its control caused a 6 times gain in the ectoine concentration, with a 50% gain
between both bioreactors. Ectoine productivity increased from 0.011g/L.h to 0.238g/L.h
at 2.5 vvm air flow rate, along with a product yield per cell factor (Yrp/x) higher than 0.8
0/g. These results shows a big advance over those previously reported in the literature,
which reached yield factors around 0.25 g/g.

Keywords: Compatible solute, fermentation, halophilic.

INTRODUCAO

Ectoina é um soluto compativel presente nos trés reinos e descoberta em 1985
por Galinski em Halorhodospira (anterior Ectothiorhodospira) halochloris, no Egito.
Além do seu efeito osmoprotetor, esse soluto compativel também confere protecédo
contra os efeitos do dessecamento, congelamento e aquecimento, tanto para
macromoléculas como para células inteiras. Tais caracteristicas atrairam muita atencao
para essa molécula, que comecou a ser obtida pela extracdo de produtores naturais
(Sauer and Galinski, 1998) ou pela sintese quimica (Lentzen and Neuhaus, 2013; Pastor
et al., 2010), porém de forma ineficiente. As aplicacGes sdo das mais diversas, sendo
elas a nivel molecular ou celular. Podemos listar sua capacidade de estabilidade
enzimatica e proteica, de DNA (podendo ser aplicada na otimizacdo da técnica de
microarranjo) (Pastor et al., 2010) e de células inteiras, aumentando a sobrevivéncia de
diversos microrganismos como E. coli nos processos de secagem e de cultivo em altas
concentragOes de sal (Nagata et al., 2002). As aplicagdes mais interessantes sdo as
biomédicas, onde a estabilizacdo das células é capaz de evitar o desenvolvimento de
doencas, entre elas o Mal de Alzheimer, a encefalopatia espongiforme, doenca de
Machado-Joseph, entre outras (Heigl, 2016). Muitos microrganismos foram descritos
produtores de ectoina, € um nimero maior ainda é capaz de fazer uso desse soluto
compativel como um protetor osmatico (Pastor et al., 2010; Steger et al., 2004). Porém,
sua producdo é limitada por diversos razdes, como os baixos fatores de rendimento e as
altas concentragbes de sal necessarias para 0 estresse osmotico. Assim,

desenvolvimentos no processo de sintese de ectoina, seja pela otimizacdo do meio de
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cultivo ou nas condicdes de fermentacdo sdo necessarias, a fim de se obter maiores

concentragdes de ectoina.

MATERIAL E METODOS

1-

Microrganismos e Indculo: a cepa utilizada foi Halomonas salina DSMZ
5928, obtida liofilizada e entéo ativada (Meio DSM 593) e congelada (Meio
DSM 593 + 30% glicerol) no LADEBIO. Para ativagdo da cultura para
posterior fermentacdo, foi utilizado o protocolo de Lang et al. (2011), a 30°C
e 200 rpm. Para fermentacdo visando a sintese de ectoina, foi utilizado o
protocolo de Heigl, (2016).

Quantificagcdo de biomassa, substrato e produto: para a quantificacdo de
biomassa, foi utilizada a técnica de correlacdo de massa seca e absorvancia a
600nm. As concentracbes de glutamato monossddico e ectoina foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE — Waters,
Milford, MA, E.U.A), como descrita por Onraedt et al. (2005).

“Ordenha Bacteriana”: para a obtengdo da fracdo intracelular de ectoina,
apos a centrifugacdo da amostra e remoc¢do do sobrenadante, foi adicionado
0 mesmo volume do sobrenadante em &gua destilada. Ap6s 10 minutos
incubado a 30°C e 200 rpm, a cultura é novamente centrifugada e o
sobrenadante seguinte guardado para analise.

Fermentacdo em Frascos Conicos Agitados: apds a ativacdo em frascos
conicos agitados, a 30°C e 200 rpm, por 24 horas, 10% (20 mL) da
suspensdo bacteriana foram inoculados em frascos conicos com meio de
fermentacdo, prosseguindo assim para a fermentacdo a 30°C e 200 rpm.
Amostras foram removidas em intervalos constantes para levantamento do
perfil cinético.

Fermentacdo em Biorreator Instrumentado: apds a ativacdo em frascos
conicos agitados, a 30°C e 200 rpm, por 24 horas, 10% (200 mL) da
suspenséo bacteriana foram inoculados em 2 L de meio de fermentacdo em
um frasco de 4 L. A fermentagéo foi realizada a 30° pH 7,1 com agitagéo
variando conforme tempo (500 rpm, aumentada para 600 rpm com 10 horas
de processo, e 700 rpm com 16 horas). Diferentes taxas de aeracdo foram
utilizadas: 1,7 vwm e 2,5 vvm. Amostras foram removidas em intervalos

constantes para levantamento do perfil cinético.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez que a cultura de Halomonas salina para a sintese de ectoina apresenta
altas concentracdes celulares, diferentes taxas de aeracdo foram testadas a fim de
observar se hd ganhos na produtividade, investigando assim a influéncia da aeragdo na
sintese de ectoina. Como € possivel observar na tabela abaixo (Tabela 1), o primeiro
ganho com a mudanca do sistema é a diminuigdo do tempo do processo, passando de 30
para 20 horas. Além disso, também houve um ganho grande na proporcdo de ectoina
produzida por células, mostrando que essa maior aeracao estimulou mais a producéo de
ectoina do que o crescimento celular em si. Entre o sistema de frascos conicos e 0
biorreator I1, que apresentou os melhores resultados, foi possivel observar um ganho de
14 vezes (de 0,331 g¢/L para 4,764 g/L) na concentracdo de ectoina, e, principalmente,
um ganho de 21 vezes na produtividade volumétrica de ectoina, variavel que considera
producdo em g/L por hora de processo (de 0,011 g/L.h para 0,238 g/L.h). Entre os dois
reatores, houve um aumento de 50% na taxa de aeragdo, mantendo a mesma condicao
de agitacdo, o que resultou em um aumento de 50% na concentra¢do de ectoina e na
produtividade volumétrica. Outra observacao de grande valia é no aproveitamento do
substrato, uma vez que o sistema de frascos cénicos nao forneceu condicdo boa
suficiente para a cultura consumir o glutamato monossodico, tendo sido consumido
apenas 16% do mesmo fornecido, enquanto os biorreatores tiveram consumo de
aproximadamente 87%.

Tabela 1 — Variaveis de Resposta dos sistemas Frascos Conicos e Biorreatores

Instrumentados com vazdo de ar de 1,7 vvm (Biorreator I) e 2,5 vvm (Biorreator 1)

Variavel Frascos Biorreator | Biorreator Il
Conicos
Tempo (h) 30 20 20
Yris (9/Q) 0,048 0,085 0,140
Yrix(9/9) 0,140 0,635 0,883
Yxis (9/9) 0,342 0,134 0,159
RPS (%) 16,0 87,27 87,0
X max (g/L) 2,542 5,146 5,603
Ect max (g/L) 0,331 3,114 4,764
Qr (g/L.h) 0,011 0,155 0,238
Qx (g/L.h) 0,085 0,257 0,280
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CONCLUSOES

Tais resultados mostram que a aeragdo € um fator limitante ndo apenas para a
cultura e seu crescimento, mas principalmente para a sintese de ectoina, que pareceu ser
mais eficiente. Estudos posteriores serdo realizados a fim de se observar se maiores
ganhos serdo obtidos com maiores taxas de aeracdo, e até que ponto esse gasto sera

economicamente viavel.
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RESUMO

Micro-organismos promotores de crescimento vegetal sdo conhecidos por
auxiliarem as plantas em seu desenvolvimento, sendo a producdo de hormonios vegetais
um dos principais mecanismos. A producdo de metabdlitos secundarios por micro-
organismos em culturas imobilizadas, in vitro, tem mostrado ser atraente para estimulo
e aumento na producdo de compostos de interesse. Considerando o exposto, o trabalho
teve como objetivo avaliar a producdo do horménio vegetal acido indolacético (AlA)
pela levedura rizosférica Torulaspora globosa (6S01), em cultivo de células livres e
imobilizadas em espuma de poliuretano. Os testes consistiram do cultivo da levedura
nas duas condi¢des, em meio BD com adicdo de triptofano. Os resultados obtidos
mostram que ndo houve diferenca na producdo de AIA, isto é, a producdo nao foi
estimulada pela condicdo imobilizada da levedura, como esperado e descrito na
literatura. Conclui-se que o processo de imobilizacdo deve ser revisto, e outras matrizes
testadas, como alginato e quitosana, para melhor avaliacdo da produgdo de AIA por T.
globosa em condicdo imobilizada.

Palavras-chave: promotores de crescimento de plantas; leveduras rizosféricas;
imobilizacéo de células.

Indoleacetic acid produced by Torulaspora globosa immobilized on polyurethane
foam

ABSTRACT

Microorganisms that promote plant growth are known to assist plants in their
development, and the production of plant hormones is one of the main mechanisms. The
production of secondary metabolites by microorganisms in immobilized cultures, in
vitro, has been shown to be attractive for stimulating and increasing the production of
compounds of interest. Considering the above, the objective of this work was to
evaluate the production of the phytohormone indoleacetic acid (AlA) by the rhizosphere
yeast Torulaspora globosa (6S01), in culture of free cells and immobilized in
polyurethane foam. The tests consisted of the yeast culture in the two conditions, in BD
medium with addition of tryptophan. The results showed that there was no difference in
the production of AIA, i.e., the production was not stimulated by the immobilized
condition of the yeast, as expected and described in the literature. It was concluded that
the immobilization process should be reviewed, and other matrices tested, such as
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alginate and chitosan, to better evaluate the production of AIA by T. globosa in
immobilized condition.

Keywords: plant growth promoters; rhizosphere yeasts; cell imobilization.

INTRODUCAO

Micro-organismos associados as plantas sdo capazes de produzir hormonios
vegetais, como as auxinas, que sdo responsaveis pela extensdo, divisao e diferenciacdo
celular; s@o capazes de estimular a germinacdo de sementes e tubérculos, promover o
desenvolvimento do xilema, estimular a formagdo de raizes, controlar processos de
crescimento vegetativo, fotossintese, a biossintese de metabolitos, e fatores de
resisténcia a estresses ambientais (Zhao, 2010). Dentre as auxinas, a que mais se destaca
é o &cido indolacético (AlA). Bactérias, fungos filamentosos e leveduras sdo descritos
na literatura como capazes de produzir AIA e estimular o desenvolvimento vegetal,
sendo, desta forma, denominados Micro-organismos Promotores de Crescimento
Vegetal (MPCV).

A imobilizacdo de células (IC) consiste no confinamento fisico de células
microbianas em uma regido definida de espaco, na qual suas atividades cataliticas,
continuas ou descontinuas, sdo mantidas. A alta concentracdo de células, em pouco
espaco, € capaz de promover alta producdo de compostos metabdlicos secundarios de
interesse, como em processos fermentativos industriais (Freeman and Lilly, 1998).

A IC em espuma de poliuretano tem a capacidade de proporcionar a
concentracdo de uma quantidade aceitavel de biomassa celular aderida, num tempo
substancialmente baixo. A estrutura porosa da espuma € altamente uniforme (mais de
97%), facilitando a exposicdo total das superficies; desta forma evita-se problemas
associados & acessibilidade para as células, facilitando a rapida adesdo celular (De Ory
etal., 2004).

Considerando o exposto acima, o trabalho teve por objetivo avaliar a producdo
in vitro de acido indolacético (AlA) pela levedura rizosférica Torulaspora globosa

(6S01), em cultivo de células livres e imobilizadas em espuma de poliuretano.

MATERIAL E METODOS

80



A levedura avaliada foi a linhagem 6S01 de T. globosa, isolada de rizosfera de
milho, e pertencente ao banco de micro-organismos do LAMAM — Laboratério de
Microbiologia agricola e Molecular, da Universidade Federal de Séo Carlos.

Para a producdo do indculo, uma al¢ada da levedura foi utilizada para inocular
10 ml de meio YEPD em tubo Falcon; este foi incubado por 3 dias a 30°C e 160 rpm.
Ap0s este periodo, 0 meio de cultivo foi centrifugado para a separacdo da massa celular
do meio. As células foram ressuspendidas em solucgdo salina (NaCl 0,85%) e efetuada a
contagem do numero de células em camara de Neubauer. Para a imobilizacdo das
células em espuma, 6 cubos de 1 cm® foram colocados em Erlenmeyer de 125 ml, com
50 ml de meio YEDP, sendo estes inoculados com 1 ml de uma suspensio de 4x10°
células. Os frascos foram incubados por 3 dias, sendo os cubos de espuma, com células,
lavados com agua destilada estéril, para retirada do meio de cultura.

Para os testes de producao de AIA, foram considerados dois tratamentos: T1 —
producdo de AIA em cultivo de células livres; T2 — producdo de AIA em cultivo de
células imobilizadas em espuma. Para ambos os tratamentos, foram utilizados frascos
Erlenmeyer de 500 ml, com 200 ml de meio BD (caldo de batata e dextrose), com
triptofano 5%; o indculo de células livres consistiu na inoculagio do meio com 4x10°
células/ml, a partir do in6culo; para o tratamento com células imobilizadas, o indculo
consistiu em 6 cubos de espuma com células. Cada tratamento foi preparado em
triplicata, sendo os frascos incubados por 72 horas, com amostragens realizadas a cada
12 horas.

As analises consistiram na quantificacdo do numero de células livres (realizada
nos dois tratamentos), em camara de Neubauer, e determinacdo do pH do meio, em
pHmetro digital. Também foi realizada a quantificacdo de AIA no meio; para tanto a
amostra foi centrifugada, para separacdo das células; em seguida 1 ml do sobrenadante
foi adicionado a 1 ml do Reagente de Salkowsky. Se houver a mudanca da cor do meio,
apos a reacdo, para rosa, indica a presenca de AIA no meio. Quanto mais intensa a cor,
maior a concentragdo do metabdlico; para determinacdo da quantidade presente no

meio, foi produzida uma curva padrdo, com valores conhecidos de AlA.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos mostram que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos avaliados. A imobilizacdo das celulas da levedura T. globosa em espuma de

poliuretano ndo proporcionou maior producdo de AIA (Figura 1). Na literatura, porém,
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é possivel encontrar trabalhos que mostram que a imobilizacdo das células microbianas
pode estimular, de forma significativa, a producdo de metabdlitos de interesse. Covizzi
(2007) realizou um trabalho onde a producédo de lacase por células de Botryospaheria
rhodina imobilizada em espuma apresentou o melhor resultado, com producdo trés

vezes maior do produto de interesse, quando comparado com o cultivo de células livres.
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Figura 1. Producdo de AIA pela levedura T. globosa, em cultivo de células livres e

imobilizadas em espuma.

O mesmo resultado foi observado para o pH do meio; em ambos os tratamentos
0 pH do meio sofreu queda, devido principalmente, a producéo de acidos organicos pela

levedura; esta producdo, poréem, ndo sofreu variacdes quanto a imobilizacdo ou ndo das

células.
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Figura 2. Variagdo do pH do meio de cultura com cultivo de T. globosa em células
livres e imobilizadas em espuma.

A quantificagdo de células livres nos cultivos ndo diferiu, apesar de apresentar

células imobilizadas na espuma; esse dado mostra que, no tratamento com células
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imobilizadas, estas se soltaram da matriz, e se multiplicaram de forma plancténica no
meio (de forma livre). O nimero de células nesta condigdo se apresentou idéntica nos

diferentes tratamentos (Figura 3).
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Figura 3. Numero de células livres nos cultivos de T. globosa em células livres e

imobilizadas em espuma.

O desprendimento das células pode ocorrer devido o cultivo ter ocorrido em
incubadora refrigerada com agitacdo, a 160 rpm; nesta velocidade os cubos de espuma
se chocam, entre si e com a parede do frasco, podendo tornar fragil a estrutura do
biofilme. Uma vez que a levedura é unicelular, a estabilidade do biofilme esta
diretamente relacionada a producdo de compostos extra-celulares, como
exopolissacarideos, importantes para a fixacdo das células. Novos estudos devem ser
realizados para avaliacdo da imobilizacéo das células em outras matrizes, como alginato
ou quitosana, para avaliar a possibilidade de exploracdo da levedura na producdo de

horménios vegetais, para aplicacdo na agricultura.
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RESUMO

As biomassas lignocelulésicas sdo fontes renovaveis encontradas em abundéncia
na natureza. Esses residuos tém se tornado interessantes, pois podem ser utilizados para
a producdo de novos materiais. As Xilanases sdo enzimas produzidas em grande
quantidade por fungos filamentosos, e sdo conhecidas pela sua capacidade de hidrolisar
a xilana, principal componente da hemicelulose, e a partir dos produtos da hidrolise,
outros compostos podem ser obtidos. Dentro deste contexto, o objetivo desse trabalho
foi comparar e determinar quais dentre as Xilanases extraidas dos fungos estudados
como bons produtores dessas enzimas, apresentaram maior capacidade de hidrolisar a
xilana de hemiceluloses extraidas de diferentes residuos agroindustriais. Para producédo
das enzimas, os fungos foram cultivados em meio liquido de Vogel acrescido de 1%
(m/v) de farelo de trigo e, apds o crescimento, as culturas foram filtradas a vacuo e esse
filtrado foi utilizado como fonte de enzimas extracelulares. Foi realizada a extracdo da
hemicelulose de bagaco de cana-de-agucar, bagaco de malte e sabugo de milho através
de hidrdlise alcalina modificada. Apds a extracdo, foi realizada a atividade enzimatica
utilizando xilanas comerciais e as hemiceluloses extraidas em laboratério. Dos
substratos estudados, aquele que foi hidrolisado em maior extensdo pela maioria dos
filtrados foi o bagaco de malte. Em relacdo aos filtrados dos micro-organismos, o que
apresentou maior atividade enzimatica em todos os substratos foi o de Aspergillus
versicolor. As hemiceluloses provenientes dos residuos agroindustriais extraidas em
laboratdério foram mais extensivamente hidrolisadas que as hemiceluloses comerciais
pelo filtrado da maioria dos micro-organismos estudados.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais; Xilana; Xilanase; Aspergillus versicolor

Enzymatic hydrolysis of hemicelluloses extracted from agroindustrial residues

ABSTRACT

Lignocellulosic biomasses are renewable sources found in abundance in nature. These
residues have become interesting because they can be used for the production of new
materials. Xylanases are enzymes produced in large quantities by filamentous fungi and
are known for their ability to hydrolyze xylan, the major component of hemicellulose,
and other compounds can be obtained from the hydrolysis products. In this context, the
objective of this work was to compare and determine which of the xylanases extracted
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from fungi studied as good producers of these enzymes, presented a higher capacity to
hydrolyze xylan from hemicelluloses extracted from different agroindustrial residues.
For the production of the enzymes, the fungi were grown in liquid Vogel medium added
with 1% (w/v) of wheat bran and, after growing, the cultures were vacuum filtered and
the filtrate was used as a source of extracellular enzymes. Hemicellulose was extracted
from sugarcane bagasse, malt bagasse and corn cob by modified alkaline hydrolysis.
After extraction, the enzymatic activity was performed using commercial xylanes and
hemicelluloses extracted in the laboratory. Of the substrates studied, the malt bagasse
was more extensively hydrolyzed by the majority of the fungi filtrates. In relation to the
microorganisms filtrates, that from A. versicolor presented greater enzymatic activity on
all the substrates assayed. Hemicelluloses from agroindustrial residues extracted in the
laboratory were more extensively hydrolyzed than commercial hemicelluloses by the
filtrates of the majority of the microorganisms studied.

Keywords: By products; Xylan; Xylanase; Aspergillus versicolor

INTRODUCAO

Atualmente, hd um interesse global no uso tecnolégico de residuos
agroindustriais como fonte renovavel de alimentos e biocombustiveis. A biomassa mais
abundante e renovavel encontrada na Terra é a lignocelulose, que contém trés grandes
grupos de polimeros: celulose, hemicelulose e lignina, e o seu acimulo, além de
representar um problema de poluicdo ambiental, implica em perda de materiais com
grande potencial de conversdo em produtos de valor comercial. (Sanchez, 2009).

A xilana é o polimero mais abundante na hemicelulose, e a segunda estrutura
organica predominante na parede celular vegetal. Sendo assim, a xilana é a
hemicelulose com maior incidéncia em residuos agricolas e agroindustriais (Silva and
Carmona, 2008). As xilanases sdo enzimas produzidas, principalmente por fungos e
bactérias, que atuam na degradacdo da xilana, liberando xilo-oligossacarideos. Do ponto
de vista industrial, fungos filamentosos séo produtores interessantes dessas enzimas por
conta de seu facil cultivo e pela maior liberacdo dessas enzimas. (Knob and Carmona,
2008).

Como as hemiceluloses apresentam ligacGes relativamente fortes com a celulose
e lignina na parede celular da planta, € necessario um processamento para separar as
fracOes lignocelultsicas (Brienzo et al.,, 2009). Alem disso, a extragdo das
hemiceluloses torna esses polissacarideos mais acessiveis as enzimas. As hemiceluloses
podem ser hidrolisadas a agucares através de hemicelulases e, a parte majoritaria dos
trabalhos publicados sobre hemicelulases trata das propriedades e modos de ac¢do, assim
como das aplicagdes das xilanases (Ogeda and Petri, 2010).
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Nesse contexto, a busca por novos processos de reaproveitamento de residuos
agroindustriais e materiais lignoceluldsicos tem aumentado, motivando estudos da
aplicacdo de enzimas microbianas capazes de hidrolisar esses compostos de forma
vantajosa. O objetivo desse trabalho foi comparar e determinar as atividades de
xilanases produzidas por fungos estudados como bons produtores dessas enzimas,
avaliando sua capacidade de hidrolisar a xilana de hemiceluloses extraidas de diferentes

residuos agroindustriais.

MATERIAL E METODOS

Os micro-organismos  Aspergillus  giganteus, Aspergillus  versicolor,
Trichoderma inhamatum, Penicillium janczewskii e Penicillium sclerotiorum foram
mantidos em meio contendo farelo de trigo a 1% (m/v). As culturas foram incubadas,
nesse mesmo meio, para a producao de esporos por 7 dias a 28°C.

O meio liquido de Vogel foi preparado utilizando-se a solucdo de sais de Vogel
diluida 50 vezes, acrescido de 1% (m/v) da fonte de carbono. Suspensfes de conidios
das linhagens foram preparadas com agua destilada esterilizada, em concentracdes de 2
a 5 x 107 esporos/mL. Um volume de 1,0 mL dessas suspensdes foi inoculado em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio liquido.

Apobs o crescimento pelo periodo adequado para producdo maxima de xilanase
por cada micro-organismo, as culturas foram filtradas a vacuo para a eliminacdo do
substrato, micélio e outras impurezas e o filtrado obtido foi congelado e utilizado como
fonte de proteinas e enzimas extracelulares.

As hemiceluloses foram extraidas do bagacgo de cana-de-agucar, sabugo de milho
e bagaco de malte utilizando o método de Brienzo et al (2009).

A atividade enzimética foi avaliada pelo método de Bailey et al. (1992)
modificado, em intervalos de 5 e 10 minutos de reacdo. A mistura de reacdo constituiu-
se da amostra do filtrado do fungo incubada em banho-maria a determinada temperatura
com 750 pL de solucdo do substrato a 1% (m/v) com tampdo fosfato de sédio 0,05
mol.L, pH 6,0 ou 6,5, dependendo do micro-organismo. Apds cada intervalo de tempo,
interrompeu-se a reacdo pela adicdo de 250 pL de &cido 3,5-dinitrosalicilico (ADNS).
Por fim, as solugdes foram fervidas por cinco minutos, resfriadas e diluidas com 2,5 mL
de agua destilada. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 540
nm, utilizando-se curva de calibragdo de xilose. Uma unidade de atividade enzimatica

(V) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar extremidade redutora
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equivalente a 1 umol de xilose por minuto nas condi¢des de ensaio. Os ensaios de

atividade foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades enzimaticas foram realizadas com os filtrados brutos dos micro-
organismos supracitados utilizando diferentes substratos para determinar a capacidade
de sua hidrolise enzimética na conversdo da xilana em seus oligdmeros correspondentes.

As xilanas comerciais estudadas foram beechwood, birchwood e de aveia. O
filtrado do micro-organismo que apresentou maior atividade enzimatica sobre todas as
xilanas comerciais foi de A. versicolor, porém foi em farelo de aveia que o filtrado
desse fungo apresentou maior atividade xilanolitica, correspondendo a 1414

pmol/mL.min.

Tabela 1. Atividade xilanase do filtrado bruto de fungos filamentosos sobre diferentes

xilanas comerciais.

Atividade xilanase (U/mL)

Micro-organismo Substrato: xilanas comerciais extraidas de
“Beechwood” “Birchwood” “QOat Spelt”

A. giganteus 0,7 £ 0,006 0,8 +£0,03 1,2+0,04
A. versicolor 88,5+ 2,62 385+0,4 141,4 + 4,03

T. inhamatum 4,8+0,01 22,6 £0,2 35,5+2,82

P. janczewskii 3,0+£0,2 57+0,17 10,4 £ 0,12

P. sclerotiorum 6,8+0,24 10,6 £0,2 134+£176

Dentre os experimentos realizados com as hemiceluloses dos residuos
agroindustriais, o filtrado do micro-organismo que apresentou o melhor desempenho
quanto atividade enziméatica em todos os substratos também foi o de A. versicolor,
sendo que na hemicelulose de bagago de malte sua atividade enzimatica foi de 154,4
U/mL.
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Tabela 2. Atividade enzimatica do filtrado bruto de fungos filamentosos sobre

diferentes hemiceluloses provenientes de residuos agroindustriais.

Atividade enzimética (U/mL)
Micro-organismo Substrato: hemiceluloses extraidas de
Bagaco de Cana Bagaco de Malte Sabugo de Milho
A. giganteus 0,99 £+ 0,05 1,93+0,03 1,25 + 0,007
A. versicolor 97,22+1,5 154,4 + 3,72 119,64 £ 3,44
T. inhamatum 24,2 £ 0,92 41,77 £ 2,29 23,31+0,34
P. janczewskii 22,22 + 0,75 14,25 + 0,06 13,84 £ 0,17
P. sclerotiorum 8,84+0,11 10,52 £ 0,2 10,68 + 0,32

O maior desempenho da atividade enzimatica da maioria dos filtrados sobre as
hemiceluloses dos residuos agroindustriais em relacdo as xilanas comerciais pode dever-
se ao fato de que os substratos comerciais continham apenas xilana, enquanto que os de
residuos agroindustriais continham outros carboidratos hemicelul6sicos, além da xilana,
bem como pelo fato do filtrado bruto ndo conter apenas xilanases, mas também outras

enzimas que podem hidrolisar as outras hemiceluloses.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, foi possivel comparar a capacidade de
diferentes fungos ja estudados como bons produtores de enzimas xilanases de realizar a
hidrdlise enzimatica de diferentes hemiceluloses comerciais e extraidas no laboratério.

Dentre os filtrados dos cinco micro-organismos utilizados, aquele que
apresentou maior atividade enzimatica em todos os substratos testados foi de A.
versicolor. Tendo isso em vista, € possivel afirmar que mais estudos acerca das enzimas
xilanoliticas produzidas por esse fungo devem ser realizados, pois elas podem ser
utilizadas de forma vantajosa. Quanto aos substratos, a xilana do bagagco de malte foi
aquela que apresentou maior conversdo em acUcares redutores atraves da acgdo
enzimatica dos filtrados da maioria dos micro-organismos estudados, especialmente
aquele de A. versicolor.

O uso de residuos agroindustriais para produzir compostos de alto valor
agregado através da hidrolise enzimatica € uma tecnologia promissora que, além de dar
um destino mais adequado para esses residuos, pode gerar lucro para as préprias

industrias produtoras desses residuos.
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RESUMO

A producdo de exopolissacarideo (EPS) pelo fungo filamentoso Lasiodiplodia
theobromae apresenta interesse industrial, devido ao seu potencial de aplicagédo
relacionada a sua acdo indutora de resposta pro-inflamatéria e anti-tumoral e
anticoagulante quando sulfatado. Entretanto, a viabilidade industrial deste bioprocesso
ainda precisa superar desafios, como crescimento celular 10 vezes superior a produc¢éo
do EPS, gerando residuo na forma de biomassa e baixa produtividade (concentracdo de
fonte de carbono/concentracdo de EPS). Estudos anteriores verificaram é viavel a
producdo de EPS utilizando biomassa residual de cultivo anterior como nutriente para
nova batelada de cultivo. O presente trabalho teve como objetivo determinar a
influéncia de diferentes temperaturas de cultivo (25-40°C), utilizando a biomassa
liofilizada de L. theobromae como nutriente para producdo de EPS. Verificou-se que a
temperatura interfere no crescimento do fungo L. theobromae e na producdo de EPS,
sendo que diferentes condicdes de cultivo requerem temperaturas distintas. A maior
producdo de EPS utilizando sacarose (meio padrdo) ocorreu a 20 °C, enquanto em meio
BV, os melhores resultados foram obtidos a 35 °C.

Palavras-chave: Exopolissacarideos, temperatura, fungo filamentoso, viabilidade
industrial.

L. theobromae biomass: culture medium nutrient for EPS production at different
temperatures

The production of exopolysaccharide (EPS) by the filamentous fungus Lasiodiplodia
theobromae presents an industrial interest, due to its application potential related to its
action inducing pro-inflammatory and anti-tumor response and anticoagulant when
sulfated. However, the industrial viability of this bioprocess still needs to overcome
challenges, such as cell growth 10 times higher than EPS production, generating
biomass residue and low productivity (carbon source concentration / EPS
concentration). Previous studies have verified that it is feasible to produce EPS using
previous culture biomass as a nutrient for a new culture batch. The objective of this
work was to determine the influence of different culture temperatures (25-40 ° C) using
the lyophilized biomass of L. theobromae as a nutrient for the production of EPS. It has
been found that temperature interferes with the growth of fungus L. theobromae and the
production of EPS, with different growing conditions requiring different temperatures.
The highest EPS production using sucrose (standard medium) occurred at 20 ° C, while
in BV medium the best results were obtained at 35 ° C.

Keywords: Exopolysaccharides, temperature, filamentous fungus, industrial viability.
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INTRODUCAO

H& um crescente interesse cientifico e industrial pelos exopolissacarideos (EPS),
devido a facilidade de obtencdo e separacdo, e possuir vantagens em relagdo as gomas
tradicionais (Figueiredo, 2013). O Lasiodiplodia theobromae é um dos microrganismos
produtores de EPS que apresenta a capacidade de formar filmes plasticos, acao
imunomoduladora, indutora de resposta pré-inflamatdria e anti-tumoral (Oliveira et al.,
2015) e capacidade de coagulacdo quando sulfatado (Vasconcelos et al., 2013).

Estudos do cultivo de L. theobromae em meio padrdo (Sais de Vogel e 50 g/L de
sacarose), proprocionaram producdo de 2,5 g/L de EPS e 24,3 g/L de biomassa
(Oliveira et al., 2015). O destino dessa biomassa é importante para 0 bioprocesso, para
diminuicdo de custos e por questdes ambientais (Muzzarelli et al., 2000).

A utilizacdo da biomassa seca de L. theobromae como nutriente no meio,
visando a producdo de EPS foi estudada por Bueno (2016). A melhor condicdo de
cultivo foi composta de biomassa (40g/L) e Sais de Vogel (BV), obtendo-se 3,22 g/L de
EPS, enquanto no meio padrdo (sem biomassa e com adicdo de sacarose), houve
producdo de 1,3 g/L.

O presente trabalho teve como objetivo analisar o crescimento e a producao de
EPS por L. theobromae em diferentes temperaturas utilizando a biomassa seca
proveniente de cultivo anterior como nutriente no meio de cultivo em novo ciclo de

producao.

MATERIAL E METODOS
Microrganismo

Foi utilizado o fungo filamentoso Lasiodiplodia theobromae isolado da berinjela
(S. elongena) gentilmente cedido pela Dra. Aneli de Melo Barbosa, pesquisadora
convidada da UEL, Universidade Estadual de Londrina, Londrina-PR. O microrganismo
foi inoculado em placa de Petri contendo meio VGA, composto por Sais Minimos de
Vogel (VOGEL, 1956) (SMV), glicose (10 g/L) e agar (15 g/L), e mantido por 5 a 7
dias a 28°C. A cepa foi armazenada em geladeira a 4°C.
Producéo de EPS em condicéo padréo

O microrganismo foi repicado em placas de Petri contendo meio VGA e foi
mantido a 28°C por 5 dias. Apos o crescimento, 4 discos de 8 mm de didmetro foram
transferidos para Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio, composto por sais
minimos de Vogel (VOGEL, 1956) (SMV) e 0,5 g/L de glicose. O pré-in6culo foi
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cultivado por 48 horas a 28°C em agitador orbital a 180 rpm. Posteriormente, 0
contetdo dos frascos foi triturado e homogeneizado por 60 segundos em blender (Pratic
Blender, Cadence) previamente higienizado com solucdo de alcool 70% (p/p). Desta
forma, foi obtida a suspens@o micelial com absorbancia entre 0,4 — 0,5 a 400 nm.

Foi transferido 12 mL e 4 mL da suspensdo micelial para inocular cada
Erlenmeyer de 3.000 mL ou 1.000 mL, contendo 600 mL ou 200 mL de meio de
cultivo, respectivamente. O meio foi composto por 50 g/L de sacarose e SMV, e o pH
do meio foi corrigido para 5,8 utilizando-se HCI 1 mol/L. Os frascos foram mantidos
em agitador orbital, a 28°C, com velocidade de agitacdo de 180 rpm, por 72h.

Ap0s o cultivo, a biomassa foi separada por centrifugacéo a 3800 rpm, 4°C, por
30 minutos. O sobrenadante foi separado e acrescentou-se etanol, na proporgéo de 3:1
(trés volumes de etanol para um volume do caldo), para a precipitacdo do EPS, durante
24 h. Apés este periodo, o EPS foi determinado por gravimetria.

A biomassa foi lavada 2 vezes com solucdo de NaCl 0,15 mol/L, repetindo-se a
centrifugacdo nas mesmas condigoes, liofilizada e utilizada como nutriente em nova
batelada de producdo.

Producéo de EPS utilizando biomassa seca como nutriente

A biomassa obtida do cultivo padrdo foi autoclavada e seca em liofilizador.
Ap0s a secagem, a biomassa foi triturada, para obtencdo de particulas entre 0,5 e 1 mm.

Obteve-se a suspensao celular como descrita no item anterior, e foi inoculado 1
mL desta suspensdo em Erlenmeyers de 250 mL, em quadruplicata, contendo 50 mL de
meio, que foi composto por 40 g/L de biomassa seca e SMV sem nitrato de amonio, e
foi adicionado 2,5 mg de cloranfenicol. O pH do meio de cultivo seré corrigido para 5,8
com HCI 1 mol/L.

Os frascos foram mantidos em incubadora orbital a 180 rpm, por 72 h. O cultivo
foi analisado em diferentes temperaturas variando entre 25 e 40°C.

Métodos analiticos

A biomassa e 0 EPS foram secos a 70°C, em estufa, até peso constante, e

quantificados por gravimetria.

A determinacdo de agUcares redutores foi realizada pelo método do acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959). A determinacdo de acuUcares totais foi
realizada pelo método do fenol-sulfarico descrito por Dubois et al. (1956).
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RESULTADOS

Em meio padrdo verificou-se aumento de biomassa até 30 °C (22,6 g/L) (Figura
1). A producdo de EPS foi maior a 25°C, obtendo-se 1,17 g/L. De acordo com a
determinacdo de acUcares redutores e totais, houve maior consumo de acgucar nas
temperaturas entre 25 e 30°C. O pH do meio de cultivo apresentou pequenas variacoes,
entre 4,4 e 5,05.
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Figura 1. Influéncia da temperatura no crescimento celular (biomassa) e na producéo de
EPS de Lasiodiplodia theobromae cultivado em meio padrdo. Condig¢Ges de cultivo:
meio de cultivo composto de sais minimos de VVogel e sacarose 50g/L, 72 h de incubacéo
, 180 rpm, temperaturas entre 25 e 35°C.

Em meio BV, a produgéo de EPS apresentou um perfil concavo, a 30 °C foi
obtida menor producdo de EPS do que a 28 e 35 °C (Figura 2). Em meio BV néo foi
possivel separar a biomassa seca do meio de cultivo, da biomassa proveniente de
crescimento celular, ainda assim foi realizada a gravimetria e verificou-se que entre 25 e
30 °C praticamente havia 0 mesmo valor de biomassa total, a 35 °C foi observado valor
superior aos demais (39 g/L). O consumo de agUcar redutor e total foi menor a 35 °C,
entretanto, nessa temperatura foram obtidos grandes valores de desvio padréo,
dificultando a analise. Foi medido o pH do caldo fermentativo apds a centrifugacéo, e

verificou-se que o valor oscilou entre 6,98 e 8,4.
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Figura 2: Influéncia da temperatura no crescimento celular (biomassa) e na producéo de
EPS por Lasiodiplodia theobromae cultivado em meio BV. Condigdes de cultivo: meio
de cultivo composto de sais minimos de Vogel e biomassa 40 g/L, 72 h de incubacéo,
180 rpm, temperaturas entre 25 e 35°C.
CONCLUSOES

Verificou-se que a temperatura interfere no crescimento do fungo L. theobromae
e na producdo de EPS, sendo que diferentes condicdes de cultivo requerem temperaturas
distintas. A maior producdo de EPS utilizando sacarose (meio padrédo) ocorreu a 20 °C,

enguanto em meio BV, os melhores resultados foram obtidos a 35 °C.
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RESUMO

Ficocianina € um pigmento natural que comumente substitui corantes sintéticos em
alimentos e cosméticos. Aphanothece microscopica Négeli é uma cianobactéria com
grande potencial de uso em bioprocessos, incluindo tratamento de aguas residudrias
agroindustriais e producdo de proteinas unicelulares. Neste contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a producdo de ficocianina por A. microscopica em meio BG11
adicionado de nitrato de sodio e vinhaca em diferentes concentragfes. Os resultados
indicaram producdo maxima de 0,091 mg de ficocianina por g de biomassa em 24h de
cultivo.

Palavras-chave: ficobiliproteinas, pigmentos, cianobactérias

Phycocyanin production by Aphanothece microscopica Nageli in mixotrophic

cultivation supplemented with vinasse

ABSTRACT

Phycocyanin is a natural dye that commonly replaces synthetics pigments in food and
cosmetics products. Aphanothece microscopica Nageli is a cyanobacteria with a great
potential of being used in bioprocesses, including for agroindustrial wastewater
treatments and single cell protein production. The present work aimed to study the
phycocyanin production by A. microscopica in BG11 medium added with sodium
nitrate and vinasse in different concentrations. Results indicated maximum phycocyanin
production of 0,091 mg of phycocyanin per g of biomass in 24 hours of cultivation.

Keywords: phycobiliproteins, natural dyes, cyanobacteria
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INTRODUCAO

O crescente interesse no cultivo de microalgas esta baseado na variedade de
aplicacbes comerciais que estes micro-organismos possuem, Visto que podem ser
utilizados para a alimentacdo humana, producdo de energia, extracdo de pigmentos e
outras substancias celulares de interesse industrial (Zepka et al., 2008).

Aphanothece microscopica N&geli € uma cianobactéria tipica de estuarios
localizados no sul do Brasil (Santos et al., 2017). Esta espécie é conhecida por habitar
ambientes extremos, como locais poluidos; assim demonstrando que estes organismos
séo robustos e demandam necessidades nutricionais simples, com grande potencial de
uso como biocatalisador em bioprocessos (Queiroz et al, 2013; Santos et al., 2017).
Ficocianina é uma proteina fluorescente que pertence ao grupo das ficobiliproteinas, que
sdo proteinas solUveis em agua e formam componentes extremamente importantes para
a maquina fotossintética pois sao coletores de luz (Pandey et al., 2013).

Pigmentos a partir de microalgas sdo amplamente utilizados em varias
industrias, como a alimenticia, nutracéutica, farmacéutica, aquicultura e cosmeética.
Além disso, os pigmentos tém sido utilizados em laboratdrios clinicos e de pesquisa,
devido as suas propriedades como marcadores de anticorpos e receptores (Santiago-
Santos et al., 2004; Begum et al, 2015).

Cianobactérias tém capacidades metabdlicas muito versateis, o que permite que
estas crescam em condi¢cbes autotroficas, heterotroficas e  mixotroficas
(Subashchandrabose et al., 2013). Uma grande vantagem da utilizacdo destes micro-
organismos é que podem assimilar fontes e energia de baixo custo, incluindo aguas
residudrias (Lee e Kim, 2001; Rajoka et al., 2006; Silva, 2008). Nesse sentido, Hornes
(2008) estudou a producdo de ficocianina por Aphanothece microscopica Nageli
cultivada no efluente da indUstria de processamento de pescado, alcancando remogdes
de até 80% e 93% de DBO e NTK, respectivamente. O cultivo de Aphanothece
microscopica Nageli no efluente industrial a 20°C resultou em producdo de até 27,2 mg
de ficocianina por grama de biomassa.

A vinhaga é a principal agua residuéria do processo de fabricacdo do etanol,
sendo gerada em grandes volumes durante o processamento industrial da cana-de-
agucar, obtendo-se em torno de 10L por litro de etanol produzido. A vinhaga possui
odor e coloragdo escura caracteristicos, sendo altamente poluente devido as altas

concentragOes de matéria organica, baixo pH, altas DBO e DQO (Brasil et al., 2016).
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Bonini (2012) avaliou a eficiéncia de remocao de potassio e DQO da vinhaca
por A. microscopica NA&geli, alcancando reducdo de 60,76% para a DQO, com
rendimento global médio de 0,58mg/mg (biomassa/DQO). Os resultados obtidos
indicam viabilidade da utilizacdo desta agua residuaria como meio de cultivo para esta
cianobactéria, devido a sua alta taxa de conversdo da matéria organica presente no
efluente em biomassa microbiana. O mesmo estudo também identificou remocéo
méaxima em torno de 13% de potassio do efluente, sendo este ion considerado como o
composto nutriente principal da vinhaca.

Neste contexto, o presente trabalho tem como principal objetivo avaliar a
producdo de ficocianina por Aphanothece microscopica Néageli cultivada em meio
padrdo BG11 suplementado com diferentes concentragdes de vinhaca e nitrato de sédio.

MATERIAL E METODOS

Indculo

O indculo de Aphanothece microscopica Nageli 48, gentilmente cedido pela
Unidade de Pesquisa em Cianobactérias (UPC) da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG), foi mantido e propagado no Laboratério de Microbiologia Aplicada e Controle
(LABMAC/CCA/UFSCar) em meio BG11 (Braun-GrunowMedium) (Ripka et al.,
1979, Bonini, 2012), e o pH foi ajustado para 7,4 — 7,6. Os meios de cultura foram
esterilizados por 20 minutos a 121°C em autoclave. Foram realizadas contagens celulares
em Cémara de Neubauer antes do inicio dos ensaios, para verificacdo da concentragdo

inicial de células e pureza dos indculos.

Ensaio

O experimento foi conduzido em Frascos Erlenmeyer de 125mL, que consistiam de
3,5mL de indculo, 21,5mL de meio BG11, 25% e 50% a mais de nitrato de sddio (0,9375g e
1,875g, respectivamente); e 10%, 20% e 30% de vinhaga (2,5mL, 5mL e 7,5mL). Os
frascos foram mantidos em shaker por 24h, a 100 rpm, 25°C e 2klux (fotoperiodo de 12

horas). O experimento foi conduzido em triplicata.

Extracdo e analise de ficocianina
10 mL de cada amostra foram dissolvidas em 20 mL de &gua deionizada e

centrifugadas a 3000 rpm durante 25 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células
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foram ressuspendidas em solucdo tampéo de fosfato de sédio pH 6,85. As amostras foram
congeladas por 24h a -6°C e descongeladas por 2h a 25°C. O teor de ficocianina, em
mg.mL? foi determinado através da leitura das densidades Oticas das amostras nos
comprimentos de onda de 620 e 652 nm, utilizando-se a Equacdo 1 (Bennett e Bogorad,
1973; Moraes et al., 2011):
CPC = (ODe¢20 — 0,474X0Dss2) (1)

5,34
O rendimento da extracdo foi calculado através da Equacgdo 2 (Silveira et al., 2007; Moraes
etal., 2011):
Rendimento = (CPC) V (2)

BS

Onde: CPC € o teor de ficocianina em mg.mL?, V é o volume do tamp&o e BS a biomassa

Seca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta a concentragdo de ficocianina obtida para os cultivos nas
diferentes condicGes. Percebe-se que apenas na condicdo suplementada com 10% de
vinhaca é que houve um discreto aumento na producdo do pigmento. De acordo com
Perez-Garcia et al. (2011), os pigmentos das microalgas sdo produzidos naturalmente
em condigdes fotoautotrdficas, podendo ser limitados em crescimento mixotréfico ou
heterotrofico. Assim, a maior producdo com 10% de vinhaca pode ser explicada por
conta da turbidez ndo tdo elevada, que permite a disponibilidade de luz, associada aos
nutrientes da vinhaca, como sais e moléculas organicas, os quais auxiliam no
crescimento microalgal e agem como cofatores de algumas enzimas. Para todas as
condicdes houve uma concentracéo final de células em torno de 10° células por mL, o

que sugere 0 acumulo de ficocianina nestas condicdes.
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Figural. Rendimento em ficocianina nos diferentes cultivos de Aphanothece microscopica Négeli. O
controle consiste de apenas meio BG11 e células de A. microscopica, 25 e 50% N representam o cultivo
em meio BGL1 e 25 e 50% a mais de nitrato de sodio dissolvido no meio, e 10, 20 e 30% Vin

correspondem ao meio BG11 adicionados destas trés concentragdes do efluente.

CONCLUSOES
Nas condicBes experimentais, pode-se concluir que é viavel a producdo de
ficocianina através do cultivo mixotr6fico de Aphanothece microscopica Nageli em

meio suplementado com vinhaca de cana-de-acUcar.
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo a preservacdo de Lactobacillus acidophilus pela técnica
de secagem por spray dryer utilizando xantana como agente encapsulante e avaliar a
viabilidade do micro-organismo em diferentes condi¢des de armazenamento. Foram
elaborados 3 tratamentos para obtencéo das capsulas: Tratamento 1 - 1,5% de xantana e
1,5% de Aerosil (T1); Tratamento 2 - 1% de xantana e 1% de aerosil (T2); Tratamento 3
- 0,5% de xantana e 0,5% de Aerosil (T3) e ainda Tratamento 4 sem solucdo
encapsulante (T4). A viabilidade do L. acidophilus foi avaliada nos dias 0, 7, 15 e 45 de
armazenamento a temperatura ambiente e sob refrigeracdo. Independentemente do
tratamento, o uso da solucdo encapsulante aumentou a sobrevivéncia inicial dos
microrganismos frente ao processo de secagem, em relacdo ao tratamento controle. O
material quando mantido a temperatura ambiente apresentou maior reducdo da
concentracdo celular ao final do periodo de armazenamento. A temperatura de
refrigeragdo aumentou a sobrevivéncia do micro-organismo, principalmente para o T1.
Somente o material obtido no T1 armazenados sob refrigeracdo por até 15 dias
apresentou concentracdo de células viaveis de acordo com o estabelecido pela legislacdo
para probi6ticos. Pode-se concluir que a goma xantana é um biopolimero que tem alto
potencial para ser utilizado como agente encapsulante de microrganismos probioticos.

Palavras-chave: microencapsulacéo; probidticos; spray dryer; armazenamento.

Preservation of Lactobacillus acidophilus using xanthan gum as encapsulating
agent

ABSTRACT

The objective of this study was to perform the preservation of Lactobacillus acidophilus
by the drying at spray dryer using xanthan as an encapsulating agent and to evaluate
the micro-organism viability at different storage conditions. Three treatments were
elaborated to obtain the microcapsules, varying the concentration of the encapsulating
solution, being: Treatment 1 - 1.5% of xanthan and 1,5% of aerosil (T1); Treatment 2 -
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1% xanthan and 1% aerosil (T2); Treatment 3 - 0.5% of xanthan and 0.5% of aerosil
(T3) and Treatment 4 without encapsulating solution (T4). The L. acidophilus viability
was evaluated at days O, 7, 15 and 45 of storage at room temperature and under
refrigeration. Irrespective of the treatment, the use of encapsulating solution increased
the initial survival of the microorganisms against the drying process, compared to the
control treatment. The material when maintained at room temperature showed greater
reduction of the cellular concentration at the end of the storage period. The cooling
temperature enhanced the surviving micro-organisms, especially for T1. Only material
obtaining by T1 treatment and stored under refrigeration until 15 days had a
concentration of viable cell as established by legislation of probiotics. It can be
concluded that xanthan gum is a biopolymer which has high potential to be used as an
encapsulating agent of probiotic microorganisms.

Keywords: microencapsulation; probiotics; spray dryer; storage.

INTRODUCAO

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a salde do individuo
(BRASIL, 2002). Para que exerca sua funcdo benéfica, a legislagdo estabelece que a
quantidade minima viavel para os probi6ticos nos alimentos deve estar na faixa de 108 a
10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) na recomendacdo diaria do produto
(BRASIL, 2008).

Alguns alimentos possuem propriedades intrinsecas e extrinsecas, bem como a
tecnologia envolvida na sua elaboracdo, desfavoraveis ao desenvolvimento das culturas
probidticas, se fazendo necessarias acGes para manter a estabilidade dos mesmos
durante o processo de elaboracdo e armazenamento; a microencapsulacdo é uma
alternativa para superar o obstaculo da reducdo da viabilidade de probidticos em
diferentes produtos alimenticios (ETCHEPARE et al., 2015; SILVA et al., 2014; SAAD
et al.,, 2011). Segundo Menezes et al. (2013), a microencapsulacdo consiste em uma
tecnologia que permite recobrir particulas ou pequenas gotas de material com agente
encapsulante, formando microcapsulas protetoras; estas podem liberar seu conteudo em
taxas controladas e/ou sob condicdes especificas, 0 que é um fato interessante em se
tratando de probidticos, 0s quais deseja-se que resistam as condicOes desfavoraveis
estomacais e possam chegar ao intestino numa concentragdo eficaz. Ding and Shah
(2009) avaliaram o efeito de varios materiais encapsulantes na estabilidade dos
probidticos demonstrando a capacidade da xantana, que também exerce efeito

crioprotetor externo, em produzir microcdpsulas resistentes as condigdes
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gastrointestinais e aplicaveis em alimentos. Objetivou-se aumentar a sobrevivéncia de
Lactobacillus acidophilus durante a secagem por spray dryer utilizando a xantana como
agente encapsulante, avaliando a viabilidade inicial e apds armazenamento a

temperatura ambiente e sob refrigeracéo.

MATERIAL E METODOS
Material e Tratamentos: o microrganismo probiotico utilizado foi o Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356. Na solucdo encapsulante utilizou-se o agente encapsulante
xantana (Fufeng®, distribuida pela Farmaquimica) e o antiumectante/antiagregante
Aerosil®. Foram elaborados 3 tratamentos variando-se a concentragcdo da solugédo
encapsulante, sendo: tratamento 1 (T1): 1,5% xantana + 1,5% aerosil; tratamento 2
(T2): 1% xantana + 1% aerosil; tratamento 3 (T3): 0,5% xantana + 0,5% aerosil. Ainda
um tratamento controle negativo (T4), contendo solucdo salina 0,89% em substituicdo a
solucgéo encapsulante. As solucdes foram esterilizadas.
Encapsulagdo: o inéculo foi padronizado em DOsoonm 0,5, sendo obtido segundo
SILVA et al. (2014). Apos, o indculo foi centrifugado a 10.000 xg, a 4 °C por 10 min, e
as células obtidas foram ressuspensas nas respectivas solucdes e homogeneizadas. A
secagem foi realizada em spray dryer LabMaqg (MSD 1.0), com temperatura de entrada
de 120°C, na saida de 60°C, fluxo de ar de 3L/h e velocidade de entrada de 0.4 L/h. O
po produzido foi envasado em frascos tipo penicilina armazenados em dessecador a
temperatura ambiente (25°) e sob refrigeracdo (4°C). A sobrevivéncia ao processo de
secagem ou viabilidade inicial percentual foi calculada de acordo com a equagéo 1 e o
resultado expresso em percentual.
Vi = (Cf/Ci) x 100 Q)

Onde: Vi = Viabilidade inicial, Ci = Concentracdo celular inicial, Cf =
Concentracdo celular final ap6s atomizagéo.
Avaliacao da viabilidade: a viabilidade inicial (dia 0) dos microrganismos liofilizados
e apds 7, 15 e 45 dias de armazenamento foi determinada conforme Silva et al. (2014)
adaptado. Foram adicionadas 0,01 g das microcapsulas a 1 mL de solucdo tampéo 0,05
M e submetidas a agitagdo de 150 rpm, 37 °C por 3 h. Apo6s, foram realizadas contagens
das diluicbes seriadas em meio MRS agar e incubadas a 37 °C, por 72 h sob

anaerobiose.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obteve-se material pulverulento de excelente aspecto. A viabilidade inicial foi:
6,8% para T1, 4,4% para T2, 9,1% para T3 e 1,4 para T4. Verificou-se sobrevivéncia
variada do microrganismo ao processo de secagem, influenciada pelo tratamento (tabela
1). A viabilidade durante o armazenamento foi influenciada pelo tratamento e

temperatura de armazenagem.

Tabela 1 — Concentracgéo microbiana (UFC g) dos inéculos e material probiético
armazenado em temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeracéo (4 °C).

Ambiente (25° C)

Trat In6culo 0 dia 7 dias 15 dias 45 dias
T1 3,4x10109+5A2 2,3x10%+2, 44 3,1x108+4,6x10%¢ 2 6x108+8A°  3,0x107+10%°
T2 5x10°+10¢ 2,2x108+2¢P 2,0x10°%+0B¢ 5,0x10%+0B¢ 0+0°B¢
T3 8,2x10%2,6% 7 5x108+2,1x101BP 3,0x10°+08¢ 0+08¢c 0+08¢c
T4 2x10°%+3,7P2 2,7x107+8¢P 2,0x10°%+0B¢ 3,6x10°%+58¢ 0+0B¢

Refrigeracéo (4° C)

Trat Inéculo 0 dia 7 dias 15 dias 45 dias
T1  3,4x10%#5% 2 3%10%+2,4x10%AP 3,0x10%+0A° 2,4x10%4693°  6,2x108+35A°
T2 5x10%+10¢2 2,2x108+2¢P 4,6x107+1,9x108¢ 3,0x107+28¢ 3,2x108+08¢
T3 8,2x10%2,6% 7 5x108+2,1x108B° 2,7x107+1B¢ 2,4x107+28¢ 8,3x10°+08¢
T4 2x10°%+3,7P2 2,7x107+8¢P 3,0x107+1080 3,0x10°%+1B¢ 5,0x10°%+0B¢

Trat = tratamento. Letras mailsculas distintas significam diferencas na coluna, letras minudsculas
diferencas na linha (p>0,05). T1: 1,5% xantana, 1,5% aerosil; T2: 1,0% xantana, 1,0% aerosil; T3: 0,5%
xantana, 0,5% aerosil; T4: 0,0 % xantana, 0,0 % aerosil.

Em todos os tratamentos observou-se diminuicdo da concentracdo microbiana
apos a secagem. Isto se da devido as altas temperaturas que causam injdrias € morte as
células (SAAD et al.,, 2011). A reducdo foi de 1 ciclo logaritmico na populacdo
microbiana usando-se a solucdo encapsulante, enquanto que no controle negativo (T4)
foi de 2 ciclos. Esses resultados séo superiores aos obtidos por Zhao et al. (2008) para L.
acidophilus encapsulados com B-ciclodextrina e goma arabica, que tiveram reducéo de
2 ciclos logs. Hain et al. (2015) também evidenciaram diminuigdo de 2 logs para
bactéria probidtica encapsulada em diferentes combinacdes de agentes encapsulantes
(alginato de sodio, xantana e B-ciclodextrina).

A utilizacdo de xantana diminuiu a injuria celular frente ao processo de secagem

com temperatura de 120 °C, com destaque ao tratamento com maior concentracao de
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xantana e aerosil (T1), que também ocasionou viabilidade significativamente maior
durante o armazenamento, em ambas temperaturas.

O material armazenado a temperatura ambiente apresentou maior reducdo da
viabilidade ao tempo final (45 dias), diminuindo 2 logs no T1; ja nos demais
tratamentos, ao final do periodo, ndo detectou-se nenhuma célula viavel. Quando
armazenado sob refrigeracdo, o T1 manteve concentragdo superior a 102 UFC.g?, valor
minimo para essa porcdo de 1g ser considerada probidtico pela legislacdo atual
(BRASIL, 2008). T2 e T3 tiveram valores de 10° UFC.g?, sendo o minimo aceitavel
para que os probidticos exercam agdo benéfica (FAO, 2002; ROY, 2005). Silva et al.
(2014) realizaram a microencapsulagdo de B. animalis e L. acidophilus utilizando como
encapsulante uma solucéo contendo diversos agentes. Relataram que 0 armazenamento
sob refrigeracdo auxiliou na estabilidade das células encapsuladas e que este evita
rearranjos no material de parede, impedindo a exposicdo inadequada dos
microrganismos as condi¢des adversas, e assim auxiliando no incremento da vida Util

das microcapsulas.

CONCLUSOES
O processamento utilizado permitiu a sobrevivéncia do probidtico Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356. A xantana é um biopolimero com alto potencial para ser

utilizado como agente encapsulante de microrganismos probiéticos.
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RESUMO

As preocupacdes ambientais ddo cada vez mais importancia aos biocombustiveis com
destaque para o0 bioetanol, mas ha necessidade de encontrar matérias-primas
alternativas, que ndo concorram com a producdo de alimentos ou propiciem 0 uso da
terra para fins energéticos. Os residuos agroindustriais, de baixo valor econémico, como
0 bagaco, atendem esse objetivo, mas para que a producdo de etanol a partir de
materiais lignocelul6sicos seja economicamente viavel e capaz de competir com
combustiveis fosseis, é necessario identificar microorganismos capazes de fermentar
xilose, principal constituinte da hemicelulose. A levedura Saccharomyces cerevisiae é o
microrganismo de exceléncia utilizado em escala industrial, pela sua resisténcia a altas
concentracdes de etanol. No presente trabalho, foram testadas doze linhagens de
leveduras disponiveis no banco de germoplasma da Fatec Piracicaba quanto a sua
capacidade de metabolizar xilose, visando encontrar leveduras adaptadas a fermentacédo
na presenca destas pentoses. Os testes preliminares permitiram observar quais se
adaptaram melhor ao substrato com xilose a 15% e 30%, pela medida de gas formado
durante a fermentacdo, trés delas apresentaram resultados promissores com a presenca
de xilose. No passo seguinte as fermentagdes com estas leveduras, numa escala maior,
permitirdo medicBes da quantidade de xilose consumida e correlacionar com a
quantidade de etanol produzido.

Palavras-chave: Bioetanol, Biocombustiveis, Etanol celulésico, Quimica verde,
Pentoses.

Xylose fermentation to ethanol by Saccharomyces cerevisiae yeasts

ABSTRACT

Environmental concerns are giving increasing importance to biofuels, with highlight to
bioethanol, however there is a need to find alternative raw materials, which do not
compete with the production of food or use of land for energy purposes. The
agroindustry waste, of low economic value, such as bagasse, meets this propose, but to
make the production of ethanol, from lignocellulosic materials, economically viable and
capable of rivaling with fossil fuels, it is necessary to identify microorganisms able to
ferment xylose, the main constituent of hemicelluloses. Saccharomyces cerevisiae
yeastsare excellence microorganisms to use at industrial scale, due to its resistance to
high ethanol concentrations. In the present work, twelve yeast strains available at the
germplasm bank of Fatec Piracicaba, were tested for their ability to metabolize xylose,
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with the aim to find yeasts adapted to the fermentation in the presence of these pentoses.
Preliminary tests had permitted to observe which were better adapted to substrate with
xylose at 15% and 30%, by the measure of gas formed during the fermentation, three of
them presented promising results at the presence of xylose. At the next step,
fermentations with these yeasts on a larger scale will allow measurements of the amount
of xylose consumed and its correlation with the amount of ethanol produced.

Keywords: Bioethanol, Biofuels, Cellulosic ethanol, Green chemistry, Pentoses.

INTRODUCAO

O Brasil €, entre os paises do BRICS, o que mais utiliza biocombustiveis para
transporte, e com tendéncia para aumentar, segundo Miller et al. (2011), a previsdo para
2030 €é que se exceda os 40%. A maior contribuicdo para esse percentual vem do etanol
combustivel, para o qual 97,1% da matéria prima utilizada é a cana de agUcar. Entre
2012 e 2015 a producao nacional do combustivel cresceu mais de 20% (EPE, 2015), ja
para a safra de 2016/17 a CONAB (2016) estimou um aumento modesto de 2,6%
impulsionado pelo aumento da mistura de etanol anidro na gasolina de 25 para 27%,
porém o etanol hidratado deverd apresentar queda de producdo, pela redugdo do
consumo e devido ao elevado preco do aglcar no mercado externo que leva as usinas a
aumentarem a producao de actcar em detrimento do etanol.

A expectativa é de que as usinas possam utilizar bagaco de cana hidrolisado
como fonte de acucares fermentesciveis. O aproveitamento do bagago e palha da cana
podera elevar a producdo de etanol em 30 a 40% para uma mesma area plantada, porém,
0 bagaco possui um grande teor de hemiceluloses, 0 que torna necessario o
aproveitamento dos aclcares com cinco carbonos como precursores de etanol
(EMBRAPA, 2016).

A fermentacdo alcodlica é realizada por diversas bactérias e leveduras e as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae estdo altamente adaptadas a utilizacdo em
processos fermentativos de etanol e exploracdo industrial (Tortora et al., 2012). Como
vantagens principais apresentam alta tolerancia a concentragfes elevadas de etanol e
baixo pH, o que permite o controle de contaminagdo bacteriana, tdo importante no
processo industrial (Moyses et al., 2016). Para a obtengdo do etanol carburante, quando
se visa a utilizacdo de bagaco de cana hidrolisado, surge um novo desafio, devido ao seu
alto conteudo de xilose, uma vez que a S. cerevisiae ndo é capaz de converter a xilose
em etanol. Outros microrganismos capazes de realizar essa conversdo sd@o pouco

eficientes e néo toleram altas concentragdes de etanol (Mousdale, 2008), a permanéncia
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de linhagens ndo Saccharomyces nas dornas € reduzida pois os teores alcoolicos desse
tipo de fermentagdo ndo permitem a sobrevivéncia de outros géneros de leveduras
(Andrietta et al., 2006)

A fermentacéo alcoolica comeca com a glicdlise produzindo duas moléculas de
acido piravico e duas moléculas de ATP. A Hexoquinase é a enzima que catalisa a
primeira reagdo, a converséo de glicose e ATP em glicose-6-fosfato e ADP. A hidroxila
do carbono 6 da glicose, para a qual o fosfato do ATP é transferido, é similar a &gua em
reatividade quimica e a dgua entra livremente no sitio ativo da enzima. Apesar disso, a
hexoquinase pode discriminar a glicose e a agua devido as mudancgas conformacionais
que ocorrem na enzima quando o substrato correto se liga ao sitio ativo. A xilose,
estereoquimicamente similar a glicose mas com um carbono a menos, liga-se a
hexoquinase em uma posicdo onde ndo pode ser fosforilada, porém suficiente para
induzir a mudanca para a conformacéo ativa e, desse modo, a enzima fosforila a 4gua,
assim, a adicdo de xilose a mistura de reacdo aumenta o consumo de ATP (Nelson and
Cox, 2002).

Algumas linhagens de levedura S. cerevisiae conseguem utilizar xilose como
substratos para reduzir a xilitol, através de enzimas especificas. Podem igualmente
aproveitar a xilose como nutriente, promovendo a sua isomerizagdo a Xxilulose para
utilizar na sintese de &cidos nucleicos (Mousdale, 2008). Mas, a grande maioria das
linhagens naturalmente ocorrentes de S. cerevisiae € incapaz de metabolizar xilose
(CGEE, 2010).

A Embrapa (2016) desenvolve alguns projetos relacionados a producéo de etanol
de segunda geracdo, os quais buscam identificar leveduras naturalmente capazes de
fermentar xilose, assim como o desenvolvimento de linhagens recombinantes de S.
cerevisiae com essa caracteristica. Varios desafios surgiram apds as primeiras
experiéncias com S. cerevisiae recombinantes, em simultdneo com o esclarecimento dos
caminhos metabdlicos para a xilose na levedura, como a via das pentoses fosfato e a
formacao de xilitol (Moysés et al., 2016).

Desta forma, a proposta do presente trabalho € identificar linhagens de leveduras
Saccharomyces cerevisiae que tenham a capacidade de fermentar agUcares de cinco
carbonos como a xilose e que ainda ndo tenham o metabolismo fermentativo inibido
pela presenca desses acUcares, a fim de que possam ser utilizadas em processos
industriais de obtencdo de etanol de segunda geracdo proveniente de materiais

lignocelulosicos apds tratamento e sacarificacao.
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MATERIAL E METODOS

Os testes tém sido realizados na Fatec Piracicaba com leveduras S. cerevisiae
disponivel no banco de germoplasma da faculdade conservadas em ultrafreezer. Os
meios de cultura foram preparados a partir de caldo de cana diluido com agua destilada
para correcao do °Brix para 11,5 e corrigido o pH para 4,5 com &cido sulfurico diluido,
autoclavados por 15 minutos a 121°C. Duas outras formulagGes de meios foram
testadas, acrescentando-se 15 e 30% de xilose ao meio base de caldo de cana a
11,5°Brix.

Na primeira fase foram escolhidas 12 cepas, conforme tabela 1, multiplicadas
em caldo de cana a 7°Brix e pH 4,5 a 30°C com agitagdo constante por 48 horas, as
aliquotas de solucdo de levedura foram calculadas pela medicdo da turbidez em
espectrofotobmetro a 600 nm, em proporcdo inversa a absorbancia (1000 pl para 0,1
abs), e adicionadas em triplicata em tubos de ensaio com tubo Durham invertido e 10 ml
do respectivo meio de cultura (caldo de cana a 11,5°Brix; caldo de cana a 11,5°Brix +
15% xilose; e caldo de cana a 11,5°Brix + 30% xilose), apds 17 e 21 horas mediu-se a
altura de gas no tubo Durham.

Tabela 2 — Leveduras utilizadas na fase de sel ecéo.

Identificacéo Nome L-Z:/F;%S?a AI'((EILIJ)O ta
1 Munich Cerveja de Trigo 200
2 T58 Cerveja 150
3 Diamond Cerveja 500
4 Vinho de amora Natural 150
5 Usina da regido Industrial 1500
6 A2 Industrial 150
7 Uva passa Natural 250
8 Monte 'SA‘UI Iegre do Cachaca artesanal 250
9 Lev. Cerveja Natural 200
10 English Cerveja 200
11 S23 Cerveja 300
12 California Cerveja 750

Os resultados preliminares permitiram selecionar as leveduras que tiveram
melhor desempenho na presenca de xilose com as quais 0s testes serdo repetidos em
escala maior para a realizacdo das medicdes de etanol produzido através de ebuliémetro
e a xilose consumida por espectrofotometria a 540 nm com reagente DNS e determinar

a sua relagdo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As leveduras que apresentaram resultados positivos no meio contendo 15% de
xilose decorridas 21 horas foram 3, 4, 5, 6, e 8, e destas as que se destacaram nas
primeiras 17 horas foram 3,5, 6 e 8.

Ja para 0 meio com 30% de xilose as que produziram mais gas foram 2, 3, 4, 5,
6, 9 e 10, mas apenas as leveduras 3, 5 e 6 obtiveram resultados significativos nas
primeiras 17 horas.

A levedura 9 apresentou resultados melhores no meio sem xilose.

As leveduras 1, 7, 11 e 12 tiveram pouca formacdo de gas nos trés meios, por
IS0, presume-se que tém baixo rendimento fermentativo.

Na figura 1 s&o exibidos tubos representativos da cepa 5.

Figura 1 — Tubos representativos da cepa 5, em meio constituido de caldo de cana a
11,5°Brix, acrescidos de 30%, 15% e 0% de xilose, respectivamente.

Como se observa na figura 1 a formacdo de gas nos tubos Durham é um
indicador simples das leveduras que tiveram bom rendimento na fermentagéo e permite
a selecdo das que tém maior potencial para fermentar na presenca de xilose, o estudo da
relacdo de xilose consumida com a producdo de etanol deverd permitir escolher cepas

com potencial para utilizacdo em substratos com esse acUcar.
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CONCLUSOES
O teste preliminar revelou-se eficiente para selecionar as cepas que tém maior
potencial para fermentar em meios contendo xilose e escolher as que serdo utilizadas na

préxima fase do estudo.
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RESUMO

Este trabalho mostra os resultados de testes de inoculantes de microorganismos
fixadores de nitrogénio desenvolvidos pela EMBRAPA Milho e Sorgo em uma
forrageira chamada Cratylia argentea muito usada em agro ecossistema como
alimentacdo animal em paises da regido Amazonica. O objetivo do presente trabalho foi
avaliar a eficiéncia de estirpes de Rhizobium spp, que foram pré-selecionadas pela
equipe da Embrapa Milho e Sorgo, em campo experimental. Para isso, inoculamos
plantas de C. argentea em campo, inoculacédo tardia de plantas ja adultas, com foco nas
estirpes 4 (CR42) e 22 (CR52) que mostraram ter maior eficiéncia simbidticas nos
estudos ja realizados em casa de vegetacdo. Os trabalhos foram realizados no Campo
Experimental de Pitangui (CEPI/EPAMIG), Pitangui, MG, onde plantas adultas de C.
argentea em campo foram inoculadas tardiamente. Os resultados do presente trabalho
demonstraram que até o presente momento a fixacao bioldgica ndo teve um significativo
papel no incremento do crescimento desta espécie, pelo menos quando as plantas sdo
inoculadas apds um metro de altura. Outros experimentos estdo sendo conduzidos com
inoculacdo em sementes no momento do plantio. Mas estudos principalmente em campo
sdo importantes para se avaliar e se obter uma estirpe de rizobio eficiente
principalmente em condigdes de campo.

Palavras-chave: Fixacdo Biol6gica de Nitrogénio, Rizobium, Cratyllia argentea,

Consocio pastagem leguminosa, Ovinocultura.
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Rhizobia inoculation’s viability with nitrogen-fixing microorganisms in Cratylia
argentea to use as forage in sheep
ABSTRACT

This paper shows results from tests of microbial inoculants fixing of atmosferic nitrogen
developed by EMBRAPA CNPMS to forage plant called Cratylia argentea. A plant
very used in agroecosystems to animal supply in countries on Amazonia land. The aim
of this work was to evaluate the Rhizobium efficiency from EMBRAPA in an
experimental field located at Pitangui City. C. argentea plants was inoculated in field
after one year of growth, the inoculation was late in adult plant one years old, we
selected three stirpes of rhizobia CR52 BR 10257; CR42 BR10244 and CR 33 Br10243,
and one control treatment not inoculated. This rhizobia was selected by you greatest
symbiotic efficiency in older studies in green house conditions. This work has been
realized in the Pitangui Experimental field (CEPI/EPAMIG), Pitangui City, MG. Where
adult’s plants of C. argentea, growing in the field past ne year old and with over one
meter tall was inoculated with the EMBRAPA rhizobia stirpes. The results of the
present work shows that until now the Air Nitrogen Biologic Fixation are not significant
role to increase the C. argentea’s grow up, when the plants are one meter tall when they
are inoculated. Other experiments are been conducted in CEPI/EPAMIG to evaluate the
seeds inoculation’s efficient. However mainly fields studies are necessary and important
to evaluate and obtain one Rhizobia’s stirpes efficient in fields conditions.

Keywords: Biological Fixation of Nitrogen, Rizobium, Cratylia argentea, Consortium

leguminous pasture, Sheep.

INTRODUCAO

O género Cratylia pertence a subfamilia Faboideae da familia Fabaceae. E uma
planta perene, arbustiva atingindo de 1,5 a 3 metros de altura, com raizes profundas e
qguando consorciadas com plantas de porte alto podem mostrar um habitus volavel
rastejante. As folhas sdo trifolioladas com laminas foliares amplamente ovadas com
pubescéncia prateada na face abaxial. As flores sdo arranjadas em pseudo racemo
alongado, com 6-9 flores por n6. As pétalas sdo predominantemente lilas ou,
excepcionalmente, brancas. Os legumes sao retos, planos, até 20 cm de comprimento e
1-2 cm de largura, deiscentes, contendo 4-8 sementes ovais a quase circulares de cerca
de 1 cm de didmetro, de tonalidade variando de amarelo escuro a castanho quando

maduros e sob condi¢des de alta umidade, tem aspecto marrom escuro. O peso de mil
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sementes é de aproximadamente de 220 gramas, ou seja, cerca de 4500 sementes por
quilograma (PETERS & SCHULTZE-KRAFT, 2002).

A Cratylia é leguminosa arbustiva nativa do cerrado, tolerante a seca e a solos
acidos e tem potencial para adubacdo verde e forrageamento. Por essas caracteristicas,
pode ser utilizada pelo agricultor familiar. Resultados com germinacdo mostram que as
sementes possuem em torno 80% de germinagdo, mantido tanto em sementes recém
colhidas quanto armazenadas (ARAUJO, 2011).

Esta espécie tem potencial para ampliar a disponibilidade de fitomassa em
sistemas agricolas, alimentar ruminantes em épocas de reduzida forragem natural e
recuperar areas degradadas. MIRANDA (2011), na regido central de Minas Gerais,
avaliou a producdo de fitomassa de C. argentea em area de 105 m2 No primeiro
intervalo de cortes (outubro/2010 a fevereiro/2011) produziu 291,7 kg (27,7 t ha'l), de
fevereiro a maio/2011, produziu 220,7 kg (21,0 t hal) e de maio a setembro/2011
produziu 93,9 kg (8,9 t ha) concluindo que C. argentea pode ser importante espécie

para o fornecimento de fitomassa em agro ecossistema na regido estudada.

MATERIAL E METODOS
Inoculagéo de C. argentea tardiamente

Foi realizada a inoculacdo tardia com estirpes de Rizobio cedidos pelo Dr.
Ivanildo Evodio Marriel EMBRAPA/CNPMS pré selecionados por CALAZANS
(2016). 10 mL de inoculante foram aplicados diretamente no colo de plantas adultas de
C. argentea com cerca de um ano, plantadas em espacamento de 1 x 1 metros e podadas
a altura de 1 metro (conforme croqui da Figura 1). As plantas dentro de cada parcela e
obedecendo cada tratamento foram reinoculadas trés meses apds a inoculacdo inicial.

As “parcelas” foram montadas dentro do “pool” de plantas visando
homogeneidade no tamanho das plantas. Cada parcela ficou delimitada por uma
bordadura de plantas que foram inoculadas com a estirpe daquela parcela.
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© Parcela2:

Parcela2

Figura 1. Croqui da area de inoculagdo tardia montada no setor de Ovinocultura do CEPI/EPAMIG. NOTA:

Tratamentos: Azul — estirpe de rizobio CR52 BR 10257; Preto — estirpe CR42 BR10244; Laranja — estirpe CR 33

Br10243; E Branco — tratamento controle sem inoculacéo de rizébio.

O desenvolvimento (crescimento em altura e diametro e acimulo de nitrogénio

foliar) foi avaliado semanalmente dentro das parcelas, excluindo as bordaduras. Foram

coletados dados entre Novembro e Dezembro de 2016 e uma segunda coleta de dados

entre janeiro e fevereiro de 2017.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais obtidos ndo foram conclusivos sobre a eficiéncia

das estirpes de rizébio utilizados em inoculacédo tardia de plantas de C. argentea. Nao

foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos e/ou

controle em nenhum dos tempos ou periodos avaliados (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resultado da Anélise ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) para dados de altura (cm) no periodo de
Novembro a Dezembro de 2016.

TRATAMENTO N Mediana Ranque de Média z
BR10243* 118 101,50 231,7 -0,36
BR10244* 134 108,00 248,3 1,29
BR10257 108 96,00 219,2 -1,42
Controle 110 103,50 240,1 0,40
Overall 470 2355

H=29 DF=3 P=0,398 N S
H=2,96 DF =3 P =0,398 (adjusted for ties)

Tabela 2. Resultado da Anélise ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) para dados de altura (cm) para dados

coletados no periodo de Janeiro a Fevereiro de 2017.

TRATAMENTO N Mediana Rangue de Médias z
BR10243' 118 101,50 231,7 -0,36
BR10244* 134 108,00 248,3 1,29
BR10257" 108 96,00 219,2 -1,42
Controle 110 103,50 240,1 0,40
Overall 470 2355

H=2,96 DF=3 P=0,398 NS
H =296 DF =3 P =0,398 (adjusted for ties)
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O grafico de box-plot de crescimento em altura da avaliacdo feita entre Janeiro e
Fevereiro de 2017 mostra que as plantas cresceram entre 70 e 80 centimetros entre o
inicio e o final da avaliag&o, entretanto se consideramos a distribuigdo dos dados entre
tratamentos dentro do mesmo periodo, vamos observar que ndo ha diferencas
significativas, 0 que nos leva a nao rejeitar a hipotese nula e dizer que os inoculantes
aplicados tardiamente em plantas com um metro de altura ndo surtiram efeito no

periodo até 0 momento avaliado.

Crescimento em altura de C. argentea inoculadas tardiamente
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Figura 2. Crescimento em altura de C. argentea inoculadas tardiamente. (Coleta de Dados 1, 2, 3 ..
correspondem a 12, 22 32 ... semana de avaliagéo).

CONCLUSOES

N&o foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos, isso pode
indicar que as estirpes pré-selecionadas em vasos por CALAZANS (2016) ndo sejam
efetivas em campo, ou que a inoculagdo tardia desta espécie ndo é adequada, é provavel
que as raizes finas mais profundas susceptiveis a infeccdo pela bactéria rizébio nédo
foram atingidas pelo inoculante aplicado no colo da planta, sendo mais adequada a
inoculacdo de mudas ou sementes. Mais estudos e testes em campo serdo importantes
para se alcancar dados mais consistentes e definir qual o melhor momento e a melhor
estirpe de rizébio para uma maior producédo de fitomassa de C. argentea em campo.
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RESUMO

A técnica de controle biolégico com a utilizacdo de fungos entomopatogénicos tem
aumentado nas Gltimas décadas. A crescente procura e 0s custos de producdo levantam a
necessidade de se averiguar novos meios para produzi-los. Os residuos agroindustriais,
por possuirem qualidade nutricional e baixo custo podem se constituir em uma
alternativa. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a produgdo de conidios do
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae ICBC 425 por Fermentacdo em
Estado Solido (FES), utilizando: quirela de arroz, farelo de trigo e farelo de soja.
Experimentos preliminares foram realizados com o objetivo de determinar a
necessidade de pré-tratamentos nos substratos e definir as concentragdes das FES
posteriores. Estas concentracbes foram definidas em 50 e 33,3%. FermentacGes
utilizando arroz Tipo | foram realizadas como referéncia. As fermentagGes foram
realizadas em sacos de polipropileno contendo 5g de substrato. Os experimentos
preliminares mostraram que o crescimento dos conidios nos residuos agroindustriais
sem a realizacdo de pré-tratamentos é estatisticamente igual as fermentacdes com pré-
tratamentos. Assim, as FES posteriores foram realizadas sem pré-tratamentos e as que
proporcionaram maior producdo de conidios do fungo, em ordem decrescente, foram:
Farelo de trigo e quirela de arroz ambos sem pré-tratamento (50%); Farelo de trigo sem
pré-tratamento e arroz cozido (50%); Farelo de soja, farelo de trigo ambos sem pré-
tratamento e arroz cozido (33,3%) e Farelo de soja, farelo de trigo e quirela de arroz,
todos sem pré-tratamento a 33,3%; mostrando que a combinacdo desses substratos
permite ter uma maior producédo de conidios em relacdo ao arroz Tipo |.

Palavras-chave: Fungo entomopatogénico, Residuos da agroindustria, Controle
bioldgico. Fermentacdo em Estado Solido.

Agroindustrial waste as substrates for Metarhizium anisopliae production

ABSTRACT

The technique of biological control with the use of entomopathogenic fungi has increased in the
last decades. Rising demand and production costs raise a need to find new ways to produce
them. Agro-industrial waste, because of its nutritional quality and low cost, can be in a viable
form. The present work aims to evaluate the production of entomopathogenic fungi.
Metarhizium anisopliae ICBC 425 by Solid State Fermentation (FES), using: broken rice, wheat
bran and soybean meal. Preliminary experiments were carried out to determine the need for pre-
treatments on the substrates and to define as concentrations of subsequent FES. These
concentrations were defined as 50 and 33.3%. Fermentations using rice were carried out as
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reference. Fermentations were carried out in polypropylene bags containing 5g of substrate.
Preliminary experiments showed that the conidia growth in agroindustrial wastes with and
without a pretreatment were statistically equal. For this reason, subsequent FES were performed
without pre-treatments. The higher production of fungus conidia, in descending order, were:
Wheat bran and rice seed (50%); Wheat bran without pre-treatment and cooked rice (50%);
Soybean meal, wheat bran, both without pre-treatment and cooked rice (33.3%) Soybean meal,
wheat bran and rice, 33.3%; It shows that a combination of the substrates allows a greater
production of conidia in relation to the conventional method that uses the Type I rice.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Agroindustrial waste, Biological control, Solid
state fermentation.

INTRODUCAO

A aplicacdo da técnica de controle biologico tem se intensificado nas ultimas décadas
(Lacey et al., 2001) e isso se justifica em decorréncia das diversas vantagens que 0s agentes
entomopatogénicos apresentam em relacdo aos agrotoxicos, como baixo custo, preservagao
da biodiversidade nos ecossistemas e da seguranca do homem (Alves, 1998; Grajales, 2010).

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae € mundialmente conhecido e
utilizado como agente biocontrolador de inUmeras pragas agricolas, sendo produzido por
fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando grdos de arroz como substrato (Faria and
Magalhdes, 2001). A crescente procura pelo controle microbiano, aliada as despesas da
producdo, levantam a necessidade de averiguar a eficiéncia de outros meios de cultura para
produzi-lo e os residuos agroindustriais tornam-se uma forma vidvel por possuirem
propriedades nutricionais importantes, grande disponibilidade e baixo custo, em conjunto
com a regionalizacdo da producéo (Sene, et al., 2010).

O presente trabalho propde analisar a producdo de conidios do fungo M. anisopliae
utilizando como substratos quirela de arroz, farelo de soja e farelo de trigo, puros e em
mistura, com e sem pré-tratamento, tendo como referéncia fermenta¢bes conduzidas com

arroz tipo |.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados esporos do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (ICBC
425). Arroz Tipo |, quirela de arroz, farelo de soja e farelo de trigo foram utilizados como
substrato.

Pré-inoculo: foi feito em frascos erlenmeyers contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA) esterilizados em autoclave (120 °C durante 20 min) e incubados em

camara climatizada BOD (07 dias a 28 £ 1 °C). Apds, foi preparada uma suspensdo de
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conidios utilizando uma Camara de Neubauer (6,9x10" conidios/mL) e uma solugdo nutriente
(Schamne, 2010).

Pré-tratamento: O arroz e a quirela de arroz foram cozidos por imersdo (80°C durante
4 min) e deixados a temperatura ambiente até atingir umidade de 40% (Grajales, 2010). O
farelo de soja e o farelo de trigo foram lavados com agua corrente, peneirados em tecido do
tipo “tecido-ndo-tecido” (TNT) e secados em estufa (80°C durante 24 h). Ao testar os
substratos sem pré-tratamento, foi adicionado agua até umidade de 40%.

Experimentos preliminares: os substratos puros (5g) foram colocados em sacos de
polipropileno (PP) (15x20cm) e esterilizados. Foi inoculado 1 mL da suspensao de conidios e
a fermentacdo ocorreu em camara climatizada BOD, apds a fermentagdo fez-se a contagem
dos conidios através de uma Cémara de Neubauer.

A partir dos resultados dos experimentos preliminares foram definidas misturas dos
substratos a 50 e 33,3% para as FES posteriores. Os substratos foram preparados,
esterilizados, inoculados, incubados e foi realizada a contagem da producdo de conidios de
acordo com a metodologia descrita anteriormente.

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado. Os
conidios produzidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Scott-

Knott, ambas no nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimentos preliminares: O farelo de trigo com e sem a realizacdo de pré-
tratamento proporcionou a maior producdo de conidios de M. anisopliae (Tabela 1) e a
proporcéo equilibrada de nutrientes deste farelo pode justificar este fato (Penariol, 2006).
Ambos os casos ndo diferiram estatisticamente, assim, a utilizacdo do farelo de trigo sem
pré-tratamento poderia se constituir em um meio viavel economicamente, pois em
producdes em larga escala acarretaria uma diminuicdo de gastos energéticos, de méo de
obra e tempo.

Os resultados obtidos para o arroz e para quirela apresentados na Tabela 1 mostram
que a quirela de arroz com pré-tratamento proporcionou a menor produgéo de conidios. Apos
cozimento e esterilizagdo deste substrato foi possivel constatar uma formagdo de aglomerados
maior em relacdo aos demais, 0 que segundo Alves and Lopes (2008), dificulta o crescimento
do fungo devido a diminuicdo da superficie de contato. Além disso, assim como Sene et al.,
(2010), foi observado uma maior dificuldade do desprendimento dos conidios da matriz

solida no momento da contagem, justificando também a menor produg@o do microrganismo.
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O farelo de soja com e sem a realizacdo de pré-tratamento foram os substratos que
apresentaram menor producdo de conidios de M. anisopliae. Segundo Leite et al.,(2003), a
producdo de fungos em meios ricos em nitrogénio e deficientes em carbono tendem a

produzir menor quantidade de conidios, o0 que € o caso do farelo de soja (Penariol, 2006).

Tabela 1 - Quantidades médias de conidios de M. anisopliae obtidas a partir dos substratos
puros apds incubacdo por 07 dias em BOD (28 + 1 °C).

Substrato Concentracédo (x10’ conidios/g)
FTPT 165,6 a
FT 160,3 a
Q 1016 b
AC 843 ¢
A 571 c
QPT 350 d
FSPT 129 d
FS 10,7 d

FTPT: farelo de trigo com pré-tratamento; FT: farelo de trigo sem pré-tratamento; Q: quirela sem
pré-tratamento; AC: arroz cozido; A: arroz sem pré-tratamento; QC: quirela cozida; FSPT: farelo
de soja com pré-tratamento; FS farelo de soja.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si no nivel de 5% de probabili-
dade pelo Teste Scott-Knott.

A partir dos resultados dos experimentos preliminares, optou-se por realizar as FES
posteriores utilizando os substratos sem a realizacdo de pré-tratamento devido as questfes
econémicas ja mencionadas.

Com relacdo as misturas a 50%, o0s substratos que proporcionaram maior producgdo de
conidios de M. anisopliae foram o farelo de trigo com quirela de arroz (152,5x10’ conidios/g)
e o farelo de trigo com arroz cozido (114,5x107 conidios/g), resultados estatisticamente
superiores a producédo de conidios utilizando somente arroz cozido (61,3x10" conidios/g). A
producdo mais elevada de conidios se deve ao fato de que o farelo de trigo pode ter dado
suporte nutricional a quirela e ao arroz e permitiu a diminuicdao da formacdo de aglomerados
do meio, aumentando a superficie de crescimento durante o cultivo (Lonsane et al., 1985).

A producdo do fungo M. anisopliae em meio de farelo de trigo e quirela de arroz
sem realizacdo de pré-tratamento constituiria uma alternativa economicamente viavel, pois
ambos se tratam de residuos agroindustriais de baixo custo e, no preparo destes, ndo foi
realizada a etapa de lavagem no farelo e cozimento na quirela, diminuindo

significativamente os custos da producdo do fungo M. anisopliae.
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Os substratos que continham farelo de soja e quirela (65x10” conidios/g) ou arroz
cozido (60,7x10” conidios/g) proporcionaram uma menor producdo de conidios quando
comparados com as duas primeiras misturas. Penariol (2006) sugere que o farelo de soja
tem caréncia de algum fator nutricional importante que pode ocasionar deficiéncia
morfoldgica ou fisioldgica e a consequente baixa producédo de conidios.

Os resultados da producgdo de conidios utilizando as misturas a 33,3%, ou seja, farelo
de soja com farelo de trigo sem pré-tratamentos e arroz cozido (91,6x10” conidios/g ) e
farelo de soja com farelo de trigo e quirela sem pré-tratamentos (90,2x10" conidios/g )
foram estatisticamente superiores & producio de conidios utilizando arroz cozido (75,9x10’
conidios/g), confirmando assim, os resultados de Ayala (1996) e Santa et al., (2005) que
afirmam que a producdo de esporos é favorecida quando se utiliza uma mistura de
substratos.

Além do aumento da producdo de conidios de M. anisopliae utilizando essa
combinacéo de substratos, o custo de 1 kg da mistura contendo farelo de soja, farelo de trigo
e quirela de arroz a 33,3%, pode ser reduzido em aproximadamente 48% se comparado com
a utilizacdo de 1 kg do meio padrdo de arroz (Clicmercado, 2016). Portanto a utilizacédo
destes residuos agroindustriais em mistura € uma alternativa vidvel para a producdo de M.
anisopliae, tanto do ponto de vista econémico, quanto do crescimento satisfatorio dos
conidios do microrganismo, dessa forma, os resultados obtidos neste estudo podem servir

como base para a producéo deste fungo em uma escala maior.

CONCLUSOES

A partir dos experimentos preliminares concluiu-se que a utilizagdo da quirela de
arroz, farelo de soja e farelo de trigo sem a realizacdo de pré-tratamentos proporcionou
um crescimento de conidios igual estatisticamente aos experimentos realizados com pré-
tratamentos.

As fermentacbes em estado sOlido realizadas com a mistura de residuos
agroindustriais proporcionaram uma maior producdo de conidios do fungo M.

anisopliae quando comparadas ao arroz tipo I.

AGRADECIMENTOS

Os autores gostariam de agradecer ao CNPq pelo suporte econdmico do projeto
através do processo 448890/2014-3 e ao programa “Novos Pesquisadores UFT 2016”
pela bolsa ao servidor docente.

125



REFERENCIAS

ALVES, S.B. and LOPES, R.B., 2008 Controle microbiano de pragas na América Latina: avangos e
desafios. Piracicaba: FEALQ. 414 p.

ALVES, S.B., 1998. Controle microbiano de insetos. 2. ed. Piracicaba: FEALQ. 1163 p.

AYALA, L., 1996. Aproveitamento biotecnolégico de batata refugos (Solanum tuberosum) para
producdo de conidios do fungo entomopatogénico Beauveria bassiana (Bals) vuill por fermentacéo
no estado solido. Curitiba: Universidade Federal do Parand. Tese de Doutorado.

CLICMERCADO, 2016 [viewed 25 january 2016]. Cotacfes Encontradas [online]. Porto Alegre.
Available from: http://www.clicmercado.com.br/novo/cotacoes/buscacot.asp

FARIA, M. R de and MAGALHAES, B. P., 2001. O uso de fungos entomopatogénicos no
Brasil. Biotec. Ciéncia & Desenv., v. 1, no. 22, p.18-21.

GRAJALES, L. M., 2010. Avaliacdo de um biorreator rotativo para fermentagédo em estado sélido.
Séo José do Rio Preto: Universidade Estadual Paulista. 98f. Dissertacdo de mestrado em Engenharia
e Ciéncia de Alimentos.

LACEY, L.A., FRUTOS, R., KAYA, K. H., and VAIL, P., 2001. Insects pathogens as Biological
control agents: Do they have a future? Biol. Control v. 21, p. 230-248.

LEITE, L.G.; BATISTA FILHO, A.; ALMEIDA, J.E.M. and ALVES, S.B., 2003. Produgéo de
fungos entomopatogénicos. Ribeirdo Preto: Livroceres. 92p.

LONSANE, B.K.; GHILDYAL, N.P.; BUDIATMAN, and RAMAKRISHNA, S.V., 1985.
Engineering aspects of solid-state fermentation. Enzyme and Microbial Technology, v.7, n.6, p.258-
265.

PENARIOL, M.C., 2006. Requisitos nutricionais e produc@o massal de Bipolaris euphorbiae. 2006.
Jaboticabal: Universidade Estadual Paulista. 49f. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia
Agropecuaria.

SANTA, H. S. D.; SANTA, O. R. D.; BRAND, D.; VANDENBERGH, L. P. de S. and SOCCOL, C.
R., 2005. Spore production of Beauveria bassiana from agro-industrial residues. Braz. arch. biol.
technol. V. 48, n. spe, p. 51-60.

SCHAMNE, P. A., 2010. Efeito de aditivos e fishfertilquitosana® em meios solidos na producéo de
conidios de metarhizium anisopliae (metsch.) sorokin e beauveria bassiana (bals.) vuillemin.
Guarapuava: Universidade Estadual do Centro Oeste. 48 f. Dissertacdo de Mestrado em Producéo
Vegetal.

SENE, L.; ALVES, L.F. A. and LOBRIGATE, M. F. P., 2010. Producdo de conidios de
Metarhizium anisopliae em meio sélido a base de residuos agroindustriais. Arg. Inst. Bio., v. 77,

n. 3, p.449-456.

126


http://www.clicmercado.com.br/novo/cotacoes/buscacot.asp

Revista

Ciéncia, Tecnologia 8 Ambiente

ISSN 2359-6643

O potencial da vinhaca no crescimento de fungos do solo

Emerson Delfino Reginaldo®; Margareth Batistote!; Thais Domingues da Silval”; Maria do Socorro
Mascarenhas Santos!, Edilene Virgulina Cardoso?, Geisa Alves da Silva?, Elvio Mora Junior*

!Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul. *thata.dmgs@gmail.com

RESUMO

A vinhaga principal efluente liquido das indUstrias sucroenergéticas possui carga
poluidora, apresentando alta concentracdo de matéria organica esta sendo utilizada para
a fertirrigacdo dos canaviais diminuindo custos com fertilizantes. Este estudo teve como
objetivo o isolamento e a caracterizacdo morfolégica e a quantificacdo de fungos
filamentosos do solo na presenca e na auséncia da vinhaca. O solo foi coletado na area
experimental no municipio de Gloéria de Dourados/MS, transportado e armazenado a
temperatura de 4°C. Dez gramas de solo foram peneirados, triturados e diluido em 90
mL? de solugdo salina NaCl (0.85%) e homogeneizado. Foram realizadas diluicGes
seriadas e aliquotas de 1,0 mL™ foram plaqueadas nos respectivos meios de cultura e
incubados por 72 horas na temperatura de 30°C horas. Apos o crescimento foi realizada
a caracterizacdo morfologica dos microrganismos de forma macroscopica bem como a
quantificacdo através da Unidade Formadora de Colbnias (UFC). O resultado mais
expressivo na caracterizagdo morfolégica foi apresentado no aspecto cor, sendo
observado para o solo com vinhaca uma diversidade maiores de cores do que no sem
vinhaca. Na quantificagdo dos fungos na presenca da vinhaga que ocorreu 0 maior
crescimento de fungos, sendo no ponto 3 mais expressivo. A presenca de vinhaca
mostrou um maior crescimento dos fungos, o que demonstra que este residuo
agroindustrial podera ser uma importante fonte potencializadora para o
desenvolvimento de fungos presentes no solo.

Palavras-chave: Matéria organica, residuo, fungos.

The potential of vinasse in soil fungus growth

ABSTRACT
The main vinasse liquid effluent from the sugarcane industries has a pollutant load,
presenting high concentration of organic matter is being used for the fertirrigation of
sugarcane plantations, reducing costs with fertilizers. This study aimed at the isolation
and morphological characterization and quantification of filamentous fungi from the soil
in the presence and absence of vinasse. The soil was collected in the experimental area
in the municipality of Gléria de Dourados/MS, transported and stored at 4°C. Ten grams
of soil were sieved, ground and diluted in 90 mL™* of NaCl (0.85%) and homogenized.
Serial dilutions were performed and 1.0 mL™? aliquots were plated in the respective
culture media and incubated for 72 hours at 30°C hours. After growth, the
morphological characterization of the microorganisms was performed in a macroscopic
way as well as the quantification through the Colony Forming Unit (CFU). The most
expressive result in the morphological characterization was presented in the color
aspect, being observed for the soil with vinasse a greater diversity of colors than in the
without vinasse. In the quantification of the fungi in the presence of the vinasse that
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occurred the greatest growth of fungi, being in point 3 more expressive. The presence of
vinasse showed a higher growth of the fungi, which shows that this agroindustrial
residue could be an important potential source for the development of fungi present in
the soil.

Keywords: Organic matter, residue, fungis.

INTRODUCAO

O solo é um dos ambientes no qual se encontra uma enorme diversidade de
microrganismos. Alguns fatores influenciam na quantidade e na variedade desses
organismos e, nas suas atividades no solo, tais como pH, temperatura e clima e possuem
versatilidade para adaptacfes a mudancas ambientais havendo uma ligacdo muito
grande entre microrganismos, estrutura e matéria organica desse ambiente (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006).

Os microrganismos apresentam um papel fundamental atuando na decomposicao
da matéria organica, como no ciclo de nutrientes, tais como nitrogénio, fosforo entre
outros. As praticas de manejo aliadas as condi¢bes fisico-quimicas sdo de suma
importancia para uma boa nutricdo do solo e uma eficaz atuacdo dos microrganismos
(DUARTE et al, 2009). Desta forma, a utilizacdo da vinhaca na fertirrigacdo, desde que
seja feita de forma adequada, respeitando os critérios de armazenamentos, transporte e o
correto manejo da aplicacdo nos solos agricolas, corresponde a uma medida técnica e
economicamente viavel que traz beneficios ao solo e a obtencdo de maior produtividade
em algumas culturas (DAMY et al., 2008).

Com o aumento exponencial da populacdo, a procura por alimentos esta cada
vez maior, motivo este que impulsiona a busca por uma otimizacdo tanto da industria
como da agricultura. Neste sentido, a possibilidade da utilizacdo da vinhaca, subproduto
rico em matéria organica, vem sendo amplamente estudada como fonte potencializadora
podendo ser empregada na agricultura de pequeno porte, propiciando o
desenvolvimento microbiano do solo e consequentemente a disponibilidade de matéria
organica em constante decomposicdo no solo promovendo sua nutri¢do. O estudo visa 0
isolamento, caracterizacdo morfoldgica e a quantificagdo dos fungos filamentosos

presentes no solo na auséncia e na presenca da vinhaca.
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MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida durante o periodo de 2015, na area Experimental da
UEMS, no municipio de Gloria de Dourados/MS. O solo foi coletado, transportado e
armazenado em temperatura de 4°C. Para o isolamento 10,0 gramas de solo foram
peneiradas, trituradas e diluido em 90 mL™? de solucio salina NaCl (0.85%), e
homogeneizada. Foi realizada a diluicio seriada e 1,0 mL™ das amostras e plagueadas
em placas de Petri contendo o meio de cultura Agar batata, e incubados por 72 horas
para o cultivo de fungos. Apos o periodo de incubacédo foi realizada a caracterizacao
morfolégica das coldnias macroscopicamente e a quantificacdo foi realizada por meio

de contagem, também, macroscopicadas Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo dos aspectos morfoldgicos das colbnias de fungos filamentoso
isolados do solo com vinhaca, em relagdo ao aspecto cor ocorreram variacfes tendo
como predominancia as cores branco e bege. Em relacdo ao aspecto didmetro ocorreu
variacdo de 2mm a 5,2mm. Quanto a morfologia: elevagdo convexa, forma irregular e
aspecto membranoso foi de 100% das colénias de fungos. J& na andlise dos aspectos
morfoldgicos das col6nias de fungos filamentoso isolados do solo sem a aplicacdo da
vinhacga, em relacdo ao aspecto cor, a que predominou foi a branca, entretanto foram
observadas col6nias com outras cores. Em relagdo ao aspecto didmetro ocorreu variagdo
de 3mm a 7mm, na morfologia, borda filamentosa, elevacao convexa, forma irregular e
aspecto membranoso apresentaram um percentual de 100% das coldnias analisadas
(Tabela 1).

Estudos realizados por Guimardes (2009), em relacdo a caracterizacdo das
morfo-espécies dos fungos obtidos dos sistemas de tratamento de rejeitos da inddstria
petroquimica, observaramcores distintas como amarelo, branco, bege, verde, cinza e

rosa.
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TABELA 1. Caracterizacdo morfologica dos fungos isolados do solo e cultivados em

meio Agar Batata na presenca e auséncia da vinhaga.

Amostras Cor Borda Elevacdo Forma  Aspecto Diametro
CV Branco/Marrom/Bege/Amarelo/ Filamentosa Convexa Irre ularMembranoso/ 0,2a
Verde/ Laranja/ Preto /Cinza /Lisa 9 Viscoso 4,1mm”
Branco/Marrom/ Filamentosa/ Convexa Irregular Membranoso 03a5.2
SIV Rugosa m*

Amarela/Bege /Rosa /Verde

*Valores apresentados foram obtidos a partir de média simples.
A quantificacdo dos fungos filamentosos isolados do solo na presenca e auséncia

da vinhaca, pode-se observar que em todos os pontos analisados com aplicacdo da
vinhaca ocorreu maior crescimento das colbnias de fungos em relacdo aos pontos
amostrais sem vinhaca, podemos observar que 0 ponto 3ocorreuuma maior quantidade
de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC g de solo) fungos na presenca e na
auséncia de vinhaca (Figura 1). A vinhacga por possuir uma elevada carga de matéria
organica talvez tenha proporcionada uma carga de nutrientes necessarios para maior
desenvolvimento da microbiota de fungos do solo.

Estudos realizado por Santos et al. (2009) avaliaram os efeitos da irrigacdo com
vinhaca sobre a populacéo de micro-organismos do solo, e concluiram que com a adicao
de vinhaga, ap6s 60 dias de incubacdo, ocorreu o crescimento da populacdo de fungos
filamentosos do solo

A vinhaca, quando aplicada, promove acidificacdo imediata do solo,
favorecendo o desenvolvimento de fungos que s&o 0s microrganismos responsaveis pelo
inicio do processo de decomposicdo (OLIVEIRA et al., 2011), uma vez que a matéria
organica contida na vinhaca é incorporada ao solo e colonizada por fungos, o0s quais a
transformam em himus, neutralizando a acidez do meio, favorecendo a proliferacdo de
outros microrganismos (GIACHINI; FERRAZ, 2009).Desta forma sua utilizagdo como
fonte de adubacdo pode se tornar viavel, pois estes microrganismos sdo importantes na

atuacdo das reagdes quimicas do solo.
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Figura 1 — Quantificacio das unidades formadoras de col6nias (UFC g de solo) de

fungos.

CONCLUSOES

Os fungos apresentaram uma diversidade quanto ao aspecto cor, no entanto na
presenca da vinhaca a diversidade foi maior.

A quantificacdo mostrou que houve um crescimento maior de fungos
filamentososno solo com presenca de vinhaca, o que demonstra que este residuo
agroindustrial poderd ser uma importante fonte potencializadora para o

desenvolvimento da microbiota do solo.
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RESUMO

Fungos filamentosos tem despertado o interesse para bioprospeccdo por serem bons
produtores de enzimas extracelulares e com grande potencial de utilizacdo na
bioindustria por apresentarem crescimento rapido e facilidade nas condicdes de cultivo.
Setenta fungos filamentosos isolados do intestino de larvas de Phylloicus (Insecta:
Trichoptera: Calamoceratidae) foram analisados para avaliar seu potencial quanto a
producdo de celulases em resposta a presenca de celulose como Unica fonte de carbono.
Foram realizados indculos no centro das placas e armazenadas por 4 dias a 28 °C e
submetidos a choque térmico em estufa a 50 °C por 16 horas. As placas foram coradas
com solucdo de vermelho congo e lavadas com solucdo de NaCl para melhor
visualizacdo do halo de hidrélise. Como resultado positivo para celulase 80% dos
fungos formaram halo de degradacéo e 8,5% foram considerados com potencial para
aplicacdo em biotecnologia.

Palavras-chave: Celulase; Hidrolise; Reserva Florestal Ducke; Trichoptera.

Cellulolytic activity of filamentous fungi isolated from the intestine of aquatic
insects

ABSTRACT

Filamentous fungi have been of interest for bioprospecting due to being good
extracellular enzyme producers and great potential for use in bioindustry, demonstrate
rapid growth, ease in culture conditions. Seventy filamentous fungi isolated from gut of
Phylloicus (Insecta: Trichoptera: Calamoceratidae) were analysed concerning their
potential to production cellulolytic enzymes in response to cellulose presence as only
carbon source. Inocula were performed in the center of plates, stored for 4 days at 28 °C
and subjected afterwards to thermal shock at 50 °C for 16 hours. Plates were stained
with Congo red solution and washed with a NaCl solution for better detection of the
hydrolysis halo. As a positive result for cellulase 80% of fungi formed a halo of
degradation and 8.5% were considered with potential for application in biotechnology.

Keywords: Cellulase; Hydrolysis; Ducke Forest Reserve; Trichoptera.
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INTRODUCAO

A transformacdo de celulose em glicose como fonte de energia é altamente
eficiente quando realizada por insetos (cupins, besouros e insetos aquaticos), pois sua
principal fonte de alimentacdo € matéria vegetal (Sun e Zhou, 2009). Insetos aquaticos
fragmentadores, geralmente, se alimentam de tecido de plantas aquéticas vivas, madeira
e folhas em decomposicdo que se acumulam ao longo do curso d’agua (Cummins et al.,
1989; Merritt e Cummins, 1996). Os fragmentadores exercem relevante papel em
ecossistemas aquaticos uma vez que convertem matéria organica grossa em particulas
menores, tornando-a disponivel para outros grupos tréficos, tais como os invertebrados
coletores (Cummins et al., 1989). De acordo com Sinsabaugh (1985), as enzimas
utilizadas nos processos digestivos de insetos aquaticos, como Trichoptera e Plecoptera
sdo originarias de fungos associados. O trato intestinal dos insetos abriga uma ampla
variedade de microrganismos, uma vez no intestino, estes podem crescer e serem lisados

por enzimas ou excretados (Walker et al., 1999).

Os fungos filamentosos tem despertado o interesse para bioprospeccdo por
apresentarem crescimento rapido, facilidade nas condicdes de cultivo, por serem bons
produtores de enzimas extracelulares com grande potencial de utilizacdo na industria
(Simdes & Tauk-Tornisielo, 2005). Estudos sobre a associacdo entre fungos e insetos
aquaticos tem contribuido sobre a biodiversidade flingica e os mecanismos das
interacbes mutualisticas que ocorrem entre esse grupo e os insetos. Na Amazonia estes
estudos sdo ainda escassos frente a grande diversidade dos insetos neste bioma (e.g.
Rios-Velasquez et al., 2002, Alencar et al., 2003) devido ao pouco esforco amostral. No
entanto, estes estudos contribuem com o conhecimento sobre a biodiversidade fungica,

fornecendo subsidios para compreensdo de mecanismos de interagdes mutualisticas.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi isolar e selecionar fungos filamentosos de
associados ao trato digestivo de insetos aquaticos visando a obtencdo de linhagens

promissoras para producéo de enzimas celuloliticas.

MATERIAL E METODOS

Coleta dos insetos

A coleta foi realizada em igarapés da Reserva Florestal Ducke (RFD), localizada
na Rodovia Estadual AM-010, km-26, Manaus, AM (02°56°21” N, 59°57°43” O).
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Foram coletados 30 larvas do género Phylloicus, estas foram mergulhadas com auxilio
de pinga em microtubo com 1 mL de alcool 70% por 30 segundos para desinfec¢do das
superficies externas. Em seguida, foram retirados e transferidos para microtubo
contendo 1 mL de &gua destilada estéril, onde foram armazenados e transportados em
isopor com gelo até a realizacdo dos procedimentos laboratoriais.

Obtencéos dos isolados fangicos

As larvas de Phylloicus foram dissecadas em laboratério com auxilio de pingas
estéreis sendo os aparelhos digestorios retirados e transferidos para microtubos
contendo 1 mL de agua destilada estéril foram homogeneizadas. Uma aliquota 100
microlitros de cada amostra foram espalhados por meio da técnica de spread-plate em
placas de Petri, em triplicata, contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar) e 0,1mg/L de
antibidtico cloranfenicol. Um total de 90 placas de Petri foram incubadas em estufa a
27 °C por 7 dias. Transcorrido o tempo de incubacéo das placas, realizou-se a contagem
dos fungos crescidos e o isolamento dos mesmos por meio do subcultivo de cada um
dos isolados em placas novas de BDA.

Producao de celulases

A producdo de enzimas celulases da classe endoglucanases foi avaliada a partir
do crescimento dos isolados fungicos em meio sintético com carboximetilcelulose
(CMC) (NaNO3: 3,0 g.L-1; K2HPO4: 1,0 g.L-1; MgSO4: 0,5 g.L-1; KCI: 0,5 g.L-1;
FeSO4.7H20: 10,0 mg.L-1; CMC: 10,0 g.L-1; agar: 20,0 g.L-1) como Unica fonte de
carbono (Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004). As placas foram incubadas por 4 dias a 28
°C e em seguida submetidas a choque térmico de 50 °C em estufa por 16 horas. A
atividade enzimatica foi verificada pela formacdo de halos de degradagdo do polimero,
os quais foram revelados a partir da incubacdo das placas em 10 mL de solucdo corante
de vermelho congo (2,5 g.L-1) em tampdo Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Ap6s 30 min a
solucéo foi descartada e as culturas foram lavadas com 5 mL de solugdo de NaCl 0,5 M
neste mesmo tampédo (Nogueira e Cavalcanti 1996). Os ensaios foram realizados em
triplicatas.

Os diametros das col6nias e dos halos produzidos foram medidos com auxilio de
um paquimetro (mm). A atividade enzimatica foi expressa em indice enzimatico (IE)
mediante a relacdo do diametro médio do halo de degradacdo e o didmetro médio da
colénia (IE= dh/dc) (Nogueira e Cavalcante, 1996). As linhagens que apresentaram halo
de hidrdlise foram consideradas como positivas para a presenca de enzimas celulases e

as que alcancaram IE acima de 2,0 como potenciais linhagens para a aplicagéo
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biotecnoldgica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 90 placas obtidas das amostras dos intestinos foram analisadas quanto
ao crescimento fungico e contabilizadas quanto ao numero total de UFCs (Unidade
Formadora de Col6nia). Um total de 2,95x10% UFC/individuo foram estimados e 120
colonias foram isoladas. Para observacdo das estruturas reprodutivas realizou-se

microcultivo dos fungos isolados (Figura 1).

N2
Figura 1. Colonias isoladas de intestino de Phylloicus. Al e B1- Colonias puras;
A2 e B2 — Estruturas reprodutivas.

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos ap6s o cultivo dos fungos em meio
sintético contendo carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono. Dos 120
isolados, 70 foram avaliados nesse estudo, sendo o restante ainda em processo de
analise. O halo indicador da degradacdo da CMC, foi observada em 56 colénias, ou seja,
80% dos fungos estudados. Dentre estas 8,5% foram consideradas com potencial
biotecnoldgico por apresentarem um IE igual ou maior que 2,0.

Tabela 1. Atividade celulolitica dos fungos isolados de larvas de Phylloicus.

(Negativo = ndo houve formag&o de halo; Positivo = presenca de halo de hidrdlise).

indice enzimatico (méax -

Teste Celulase min)
Negativo 8 -
Positivo 56 1,8 -1,0
Positivo com potencial biotecnoldgico 6 29-20
Total 70 -
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Milano (2003) estudando larvas de Coleoptera (Insecta), observou que apenas
um dos isolados do intestino destas larvas apresentou atividade celulolitica com IE de
1,6. Estudos em busca por fungos produtores de celulases isolados de material em
decomposicdo em riachos demonstraram ter grande potencial, onde de 100 linhagens
testadas 69% apresentaram atividade celulolitica e 19% tiveram IE maior que 2,0 (Silva
et al., 2013). Diferentemente do presente estudo, onde 88,5% dos fungos analisados
formaram halo indicador de degradacéo de celulose com um IE méximo de 2,9. Esses
dados mostram que insetos podem ser mais uma fonte de busca para possiveis novas

celulases.

CONCLUSOES

Os resultados preliminares obtidos nesse estudo demonstraram que ha grande
potencial na producdo de enzimas degradadoras de celulose por fungos associados ao
intestino de insetos aquaticos fragmentadores. No entanto, poucos estudos sdo
realizados buscando prospectar enzimas dessas fontes, sendo na literatura encontrado
uma maior procura em material vegetal.

A bioinddstria tem grande interesse na procura por enzimas para biocatalise,
uma vez que reacBes mediadas por enzimas sdo alternativas eficazes a métodos
quimicos, os quais geralmente sdao poluentes.

Dessa foram, pode-se destacar a importancia da realizacdo de mais estudos para
um maior conhecimento sobre a biodiversidade, fungdes exercidas por estes

microrganismos, bem como a busca por novas fontes de celulases.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi selecionar um meio de cultivo, utilizando residuos
agroindustriais como fonte de carbono para a producédo de pectinases por Aspergillus sp.
em condigdes submersas. Inicialmente, cinco meios de cultura propostos pela literatura
foram suplementados com 1% (m/v) pectina citrica. Os maiores resultados foram
observados com meio Vogel para a producdo de pectina esterase e poligalacturonase. A
utilizacdo de residuos agroindustriais como fonte de carbono foi avaliada em 72 e 120
horas de cultivo, a 28 °C, 180 rpm. Os maiores valores de atividade enzimatica foram
observados apds 120 horas, com bagaco de abacaxi como fonte de carbono, obtendo-se
1,90 U/mL e 2,50 U/mL de pectina esterase e poligalacturonase, respectivamente. A
linhagem de Aspergillus sp., isolada de jatoba-do-cerrado, apresentou potencial para a
producdo de pectina esterase e poligalacturonase. As condicdes de cultivo, assim como
a composicado dos meios de cultivo devem ser otimizadas visando aumentar a producéo
de enzimas pectinoliticas.

Palavras-chave: Pectinase. Pectina citrica. Meio Vogel.

Production of pectin esterase and poligalacturonase by

aspergillus sp.

ABSTRACT

The aim of this work was to select a culture medium, using agroindustrial residues as
carbon source for pectinases production by Aspergillus sp. in submerged conditions.
Initially, five culture media proposed in the literature were supplemented with 1% (m/v)
citrus pectin. The highest values were observed with VVogel medium for pectin esterase
and polygalacturonase production. The use of agroindustrial residues as carbon source
was evaluated at 72 and 120 hours of cultivation, at 28 °C, 180 rpm. The highest values
of enzymatic activity were observed after 120 hours, with pineapple bagasse as carbon
source, obtaining 1.90 U/mL and 2.50 U/mL of pectin esterase and polygalacturonase,
respectively. The Aspergillus sp. strain isolated from jatoba-do-cerrado showed
potential for the production of pectin esterase and polygalacturonase. The culture
conditions as well as the composition of the culture media should be optimized in order
to increase the production of pectinolytic enzymes.

Keywords: Pectinase. Citrus pectin. Medium Vogel.
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INTRODUCAO

A pectina € capaz de formar géis em solucGes e € amplamente utilizada na
industria de alimentos. Pode ser extraida através de diversas matérias primas, como
casca de frutas citricas (Menezes et al., 2015). As enzimas pectinoliticas sdo produzidas
em diferentes combinagdes pelas plantas e por microrganismos como fungos, leveduras
e bactérias. As pectinases sao amplamente utilizadas em industrias alimenticias, como
na clarificacdo de sucos de frutas, melhorando a eficiéncia de filtracdo, no tratamento
preliminar da uva em inddstrias vinicolas, na maceragdo, liquefacdo e extracdo de
tecidos vegetais, na fermentacdo de chd, café e cacau para melhorar a extracéo de 6leos
vegetais, na extracdo de polpa de tomate e no tratamento e degomagem de fibras
naturais para as industrias téxteis e de papel (Duchiron and Suneetha, 2011). O objetivo
deste trabalho foi avaliar a produgdo de enzimas pectinoliticas por uma linhagem de
Aspergillus sp. isolada de frutos de jatoba-do-cerrado, bem como utilizar fontes de

carbono de origem vegetal em condic¢Ges submersas.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo e inéculo

A linhagem de Aspergillus sp. JT 102 foi isolada a partir de frutos do jatoba-do-cerrado.
A cepa é mantida em placas de Petri e tubos inclinados, contendo meio BDA 2% (batata
dextrose &gar), sob refrigeracdo a 4 °C, no LABAP - Laboratério de Biotecnologia de
Alimentos e Purificagio de Produtos, Habite — Incubadora de Empresas de
Biotecnologia da UFT, campus universitario de Gurupi, da Universidade Federal do
Tocantins.

O indculo foi preparado ap6s o crescimento da linhagem em tubos de cultura
contendo BDA inclinado. Os conidios foram suspensos em solucdo salina 0,8% (m/v)
esterilizada. A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer para obter
uma concentragdo de 107 conidios/mL. Utilizou-se 1 mL dessa suspensdo para inocular

0s meios de cultura liquidos.

Selecao do meio de cultivo
Os cultivos foram preparados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL dos

meios de cultura. Foram avaliados 5 meios de cultivo: meio A (g/L): 5,5 de Ko:HPOg; 15
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de KHPOg; 0,5 de MgS04.7H20; 0,2% Extrato de levedura; Meio B (g/L): MgSO4°H20
0,14; K2HPO4 0,5; com substituicdo de CaCOs 5,0 por CaCl2*2H20 7,2; 0,2% Extrato
de levedura; Meio C (g/L): NaH2POs 12,0; KH2POs; 2,0; CaCl»2HO 0,03;
ZnSO47H20 0,03; FeSO4+7H.O 0,005; 0,2% Extrato de levedura, Meio D (g/L):
NaH2PO4 12,0; KH2PO4 2,0; MgSO4+H20 0,168; CaClz <2H>0 0,331; 0,2% Extrato de
levedura; Meio E (g/L): Solucdo salina de Vogel, 0,2% 2xtrato de levedura. Os meios
de cultivos foram suplementados com 1,0 % (m.v!) de pectina citrica e o pH ajustado a
6,0. Os meios foram esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 121 °C, inoculados
e mantidos na incubadora shaker a 28 °C, 180 rpm durante 120 horas. Os cultivos foram

realizados em triplicata.

Selecdo da fonte de carbono

Apbs a etapa de selecdo do meio de cultivo foram testados 12 residuos
agroindustriais como fonte de carbono: bagaco de abacaxi, farinha de batata doce, farelo
de trigo, casca de mandioca, casca de soja, farinha de bacaba, sabugo de milho, palha de
milho, bagaco da cana de acglcar, bagagco de laranja, casca de maracuja e casca de
banana. O meio de cultivo foi preparado e distribuido em frascos Erlenmeyers de 125
mL, cada um contendo 20 mL de meio e foram suplementados com 1,0 % (m.v?!) da
fonte de carbono. Foram realizados dois cultivos, nos tempos 72 e 120 horas. Os meios
foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 15 minutos, inoculados e mantidos

na incubadora shaker a 28 °C em 180 rpm. Os cultivos foram realizados em duplicata.

Obtencéo dos extratos proteicos e biomassas

Os caldos fermentados foram filtrados utilizando bomba a véacuo para separacéao
dos extratos enzimaticos e biomassas. Os extratos obtidos foram armazenados a -4 °C,
para posterior analise da atividade enzimatica. As biomassas retidas no papel filtro
foram secas até peso constante em estufa com circulacdo de ar a 60 °C. O valor da
biomassa seca foi utilizado para verificar a concentracdo de biomassa produzida em

cada cultivo (g.L™2).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecdo do meio de cultura

O fungo Aspergillus sp. JT102 foi cultivado em diferentes meios de cultura para
verificar a producdo de pectina esterase (PE) e poligalacturonase (PG). A maior
producdo de pectina esterase (2,330 U/mL) e poligalacturonase (1,793 U/mL) foi obtida
utilizando o meio E (VOGEL, 1956). O meio de Vogel é composto por &cido citrico,
ZnS0s, Fe(NH4)2(SO4)2, CuSO4, MnSOs, H3BOs, NaMoOs, NaCeHs07, KH2POs,
NHsNOs, MgSQO4, CaCly, biotina. O meio de Vogel tem sido utilizado por diversos
autores para a producédo de diversas enzimas como celulases, xilanase, lipases (KNOB
etal., 2013; ALMEIDA et al., 2013).

Tabela 1. Producdo de pectina esterase e poligalacturonase utilizando diferentes meios

de cultivo submersos.

Biomassa Atividade Atividade

Meios de (g/L) PE PG
cultivo (U/mL) (U/ml)
A 12,175 0,337 0,125
B 13,732 0,064 0,122
C 10,077 0,118 0,049
D 14,697 0,085 0,146
E 8,434 2,330 1,793

A escolha da composicéo de sais para o crescimento microbiano e producédo de
enzimas € um passo importante para a otimizacdo de um processo fermentativo uma vez

gue cada microrganismos apresenta exigéncias nutricionais distintas.

Selecdo da fonte de carbono

As fontes de carbono que induziram a maior producdo de enzimas PE e PG,
respectivamente, foram: bagago de abacaxi (1,90 U/mL e 2,49 U/mL) e palha de milho
(1,36 U/mL e 1,53 U/mL) ap6s 120 horas de cultivo. A producdo de biomassa nos
cultivos pode estar relacionada com a produgdo de outras enzimas no meio de cultura
como celulases, xilanase que favorecem a liberacdo de monémeros de agucar para o

crescimento microbiano.

142



Tabela 2. Producéo de pectina esterase e poligalacturonase diferentes biomassas como fontes

de carbono.
72 horas 120 horas
Fonte de carbono Biomassa PE PG Biomassa PE PG
(g/L) (U/mL) (U/mL) (g/L) (U/mL) (U/mL)

Bagaco de abacaxi 14,95 0,65 0,02 12,37 1,90 2,49
Farinha de batata doce 14,09 ND ND 13,77 0,41 0,18
Farelo de trigo 17,57 ND ND 13,76 0,49 0,18
Casca de mandioca 19,02 ND ND 13,55 0,42 0,01
Casca de soja 18,77 0,32 0,01 17,47 0,35 0,38
Farinha de bacaba 20,63 ND ND 17,20 0,47 0,21
Sabugo de milho 14,33 0,63 0,01 13,89 0,60 0,45
Palha de milho 16,88 ND ND 13,31 1,36 1,53
Bagaco cana de agucar 19,58 0,70 0,02 18,96 0,46 0,407
Bagaco de laranja 14,40 0,61 ND 13,51 0,21 0,22
Casca de maracuja 11,16 0,28 0,02 14,08 0,48 0,54
Casca de banana 10,93 ND ND 11,58 0,72 0,43

Nota: PE — pectina esterase; PG — poligalacturonase; ND — ndo dectado.

Ezugwu et al. (2014) relatam a producdo de pectinases por Aspergillus niger
utilizando cascas de abacaxi e laranja e a produgdo de pectinases por Aspergillus

fumigatus utilizando cascas de manga em fermentacdo submersa.

CONCLUSOES

Conclui-se que o meio Vogel € eficiente na producdo de pectinases por Aspergillus
sp. Nos cultivos utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono, verificou-se
que o cultivo de 120 horas obteve maior producdo de pectina esterase e
poligalacturonase, utilizando o bagaco de abacaxi como fonte de carbono. A producéo
de pectinases utilizando fontes renovaveis da agroindustria pode ser uma alternativa

viavel para a producédo de enzimas em condigdes submersas.
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RESUMO

Uma das alternativas a disposicdo dos lodos de esgoto em aterros sanitarios é sua
aplicacdo como fertilizantes, entretanto a presenca de metais toxicos pode restringir esta
destinagdo. A biolixiviacdo é uma tecnologia promissora, uma vez que é um processo
economicamente e ambientalmente vantajoso. A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar a possibilidade de obtencdo de biossélido por meio do tratamento de lodo de
esgoto anaerdbio pela técnica de biolixiviacdo. Para tanto, avaliou-se a influéncia da
coinoculacdo de duas espécies de bactérias acidofilas do género Acidithiobacillus: A.
ferrooxidans e A. thiooxidans na solubilizacdo de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn neste
material. Os metais foram determinados antes e ap6s os ensaios de biolixiviacdo por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) e o
contelido de fosforo e nitrogénio foi determinado por espectrometria Optica e pelo
método de Kjeldahl, respectivamente. Os resultados de solubilizacdo dos metais apds 10
dias de incubagdo a 28°C foram 70,3% de zinco, 53,1% de niquel, 37,4% de cobre,
17,9% de cadmio, 12,6% de cromo e 8,1% de chumbo. Notou-se que 0 processo de
biolixiviacdo reduziu a concentracdo de nitrogénio em 22,8% e de fosforo em 1,2%.
Conclui-se que as caracteristicas finais do lodo de esgoto anaerdébio obtido apds o
tratamento indicam que este material possui potencial para ser utilizado como
fertilizante em solos agricolas, uma vez que atende as normas exigidas no Estado de Séo
Paulo (Norma Técnica vigente P4.230) e também em paises da Comunidade Europeia,
Canadé e Estados Unidos.

Palavras-chave: Metal pesado. Metal toxico. Solubilizacdo de metal. Tratamento de
aguas residuérias. Biorremediacao.

Biosolid obtainment from anaerobic sewage sludge through bacterial bioleaching
ABSTRACT

One of the alternatives to the disposal of sewage sludge in landfills is its application as
fertilizer, though the presence of toxic metals can restrict this allocation. Bioleaching is
a promising technology, since it is an economically and environmentally advantageous
process. This research aimed to evaluate the possibility of obtaining biosolids through
the treatment of anaerobic sewage sludge by the bioleaching technique. The influence of
the coinoculation of two acidophilus bacteria of the Acidithiobacillus genus: A.
ferrooxidans and A. thiooxidans in the solubilization of Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn in
this material was evaluated. The metals determined in the sludge before and after the
bioleaching tests through Inductively Coupled Plasma - Optic Emission Spectrometry
(ICP-OES) and the phosphorus and nitrogen content was determined by optical
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spectrometry and the Kjeldahl method, respectively. After 10 days of incubation at
28°C, were solubilized 70.3% of zinc, 53.1% of nickel, 37.4% of copper, 17.9% of
cadmium, 12.6% chromium and 8.1 % lead. It was observed that the bioleaching
process reduced the nitrogen concentration by 22.8% and phosphorus by 1.2%. Based
on the results obtained, it is concluded that the final characteristics of the anaerobic
sewage sludge obtained after the treatment indicate that this material has potential to be
used as fertilizer in agricultural soils, since it meets the standards required in the State
of S&o Paulo (Technical Standard in force P4.230) and also in countries of the European
Community, Canada and the United States.

Keywords: Heavy metal. Toxic metal. Metal solubilization. Wastewater treatment.
Bioremediation.

INTRODUCAO

Os sistemas de tratamento de esgoto tém como objetivo a minimizagdo dos
impactos ambientais causados pelo seu despejo no ambiente, mas este mesmo processo,
por consequéncia, também pode gerar residuos secundarios, que devem ser dispostos
adequadamente (DU et al., 2015).

Devido as elevadas concentracdes de nutrientes, o uso de lodo de esgoto em
campos de cultivo é uma alternativa viavel, podendo substituir a adubacdo quimica, no
entanto, a presenca de metais € o principal limitante dessa destinacdo (PATHAK;
DASTIDAR; SREEKRISHNAN, 2009). Para que o produto final obtido possa ser
aplicado como fertilizantes em solos agricolas, como biossélido, além de matéria
organica e nutrientes ele deve conter uma baixa concentracdo de contaminantes, como
metais toxicos, considerando as concentracdes maximas de metais toxicos permitidas,
as concentracdes maximas de metais em solos agricolas e também as cargas cumulativas
maximas de metais em solos pela aplicacdo de biossolidos (TSUTIYA, 2015).

No Estado de Sdo Paulo, os limites maximos de metais permitidos nos
biossolidos foram baseados nos limites maximos permitidos nos Estados Unidos e
definidos na Norma P4.230 (CETESB, 1999), sendo esta baseada em analises de risco,
enquanto que a definicdo das normas da Comunidade Europeia e do Canada, por
exemplo, utilizaram o conceito de ndo degradacdo do solo e do ambiente.

A biolixiviacdo é o processo que utiliza o efeito catalitico produzido pela
atividade metabdlica dos micro-organismos oxidantes de ferro ou enxofre (PATHAK;
DASTIDAR; SREEKRISHNAN, 2009). A técnica de biolixiviagdo tem sido estudada
para remocao de metais em lodo de esgoto, sedimentos dragados de rios e solos, ndo
comprometendo suas propriedades como condicionante de solo e fertilizante (FANG et

al., 2011). Essa técnica tem se mostrado promissora devido a sua simplicidade em
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relacdo as demais técnicas de tratamento de residuos atualmente utilizadas, como alguns
métodos fisicos (submissdo a temperaturas elevadas, eletrorremediacdo, entre outros) e
quimicos (adicdo de 4cidos, substancias idnicas e quelantes) e também €
economicamente mais viavel (CAMARGO et al.,, 2016; PATHAK; DASTIDAR;
SREEKRISHNAN, 2009) que técnicas quimicas tradicionais. A presente pesquisa teve
como principal objetivo avaliar a possibilidade de obtencéo de biossélido por meio do
tratamento de lodo de esgoto anaerdbio pela técnica de biolixiviacao.

MATERIAL E METODOS

A amostra de lodo de esgoto anaerdbio foi coletada diretamente do reator
anaerdbio de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB) em uma estacdo de tratamento
de esgoto do municipio de Porto Feliz-SP. As concentracBGes de nitrogénio total e de
fésforo total foram determinadas em triplicata de acordo com os métodos 4500-Norg €
45008, respectivamente (APHA, 2005).

A determinacdo dos metais cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), niquel (Ni),
chumbo (Pb) e zinco (Zn) foi realizada em Espectrometro de Emissdo Optica com
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES) ap6s a digestdo das amostras solidas por
meio do método 3050B (EPA, 1996) e liquidas pelo método 3030E (APHA, 2005).

Os experimentos foram realizados em frascos de vidro contendo 445 mL de lodo
de esgoto autoclavado. No ensaio controle (EC) utilizou-se apenas lodo de esgoto
autoclavado e 2 g.L de Fe?* (como FeS0O4.7H20) e 2 g.L* enxofre elementar (S°) e no
ensaio de biolixiviagdo (EB) utilizou-se lodo de esgoto e 5% de cultura mista de
bactérias acidofilas (A. ferrooxidans e A. thiooxidans) como indculo, além de 2 g.L de
Fe?* (como FeS04.7H20) e 2 g.L* enxofre elementar (S°) (ZHOU et al., 2013). Todos
os frascos foram incubados a 30°C sob agitacdo de 150 rpm por 10 dias. O coeficiente
de correlacdo e valor de P para os ensaios realizados foram estimados no software

Graph Pad Instat para o teste paramétrico ANOVA com intervalo de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 € possivel notar que todos os elementos tiveram percentual de
solubilizacdo maior no EB do que no EC. Este resultado esta relacionado a acidificacdo
do EB causado pela atividade metabdlica das bactérias acidofilas do género
Acidithiobacillus.

Os metais cobre (37,4%), niquel (53,1%) e zinco (70,3%) foram o que mais

solubilizaram se comparados ao EC, em que o percentual de solubilizacéo foi de apenas
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3,4; 52 e 3,2%, respectivamente. Para os metais cadmio (17,9%), cromo (12,6%) e
chumbo (8,1%) também houve maior solubilizacdo em relagcdo ao EC (12,7; 10 e 3,8%
de solubilizacdo, respectivamente), porém a diferenga entre os tratamentos foi menor.
Todos os tratamentos apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo ao EC
(p<0,001).

Figura 1- Percentual de solubilizacdo de metais da fase solida do lodo de esgoto.
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Em relagdo as concentracGes de nitrogénio total e fosforo total, had pouca
diferenca entre o EB e 0 EC. A concentracdo de nitrogénio foi reduzida 26,7% no EC,
enguanto no EB houve 22,8% de perda deste nutriente. A perda de fosforo foi de 12,5%
parao EC e 1,2% para o EB.

Na Tabela 1 hd uma comparagdo entre as concentragdes maximas permissiveis
de metais no biossélido para uso agricola em diferentes localidades, as concentracdes
iniciais de metais no lodo de esgoto anaerébio e as concentracfes obtidas na fase solida
do lodo de esgoto apds o Ensaio de Biolixiviacdo. Nota-se que o lodo de esgoto
utilizado neste estudo encontrava-se ao inicio dos experimentos dentro dos limites das
concentragcbes maximas permitidas no Estado de Sdo Paulo e nos Estados Unidos,
exceto para o elemento zinco. Entretanto, quando leis mais restritivas, de paises que
favorecem mais os fatores ambientais, sdo levadas em consideracdo, como da
Comunidade Europeia e Canada, percebe-se que todos os metais analisados, com
excegdo do chumbo, estariam acima dos limites méximos permitidos.

Apos o EB, o produto obtido atingiu as concentracbes maximas permitidas para
0 elemento zinco no Estado de S&o Paulo/Estados Unidos. Além disso, se encontra

dentro dos limites para os demais metais pelas exigéncias da Comunidade Europeia.
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Tabela 1- Comparagdo entre as concentragdes maximas permissiveis de metais no biossolido para uso
agricola segundo diferentes legislagdes, as concentragdes iniciais de metais no lodo de esgoto anaerdbio e

as concentragoes obtidas na fase solida do lodo de esgoto apés o ensaio de biolixiviagao.

Concentracdo maxima permitida por lei, mg.kg?

Local Cd Cr Cu Ni Pb Zn
Concentracao Inicial 21 620 2201 356 451 8217
Ensaio de Biolixiviagdo 17 542 1379 167 415 2439
Séo Paulo/Estados Unidos 85 - 4300 420 840 7500
Comunidade Europeia 20/40 - 1000/ 1750 300/400  750/1200 2500/ 4000
Canadé 20 - - 180 500 1850

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as caracteristicas finais do lodo
de esgoto anaerobio obtido apds o tratamento pela técnica de biolixiviacdo bacteriana
indicam que este material possui potencial para ser utilizado como
biossélido/fertilizante em solos agricolas, uma vez que atende as normas exigidas no
Estado de Sdo Paulo (Norma Técnica vigente P4.230) e também em paises da

Comunidade Europeia, Canada e Estados Unidos.
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RESUMO

Bactérias do género Xanthomonas afetam importantes culturas agricolas no Brasil e 0
controle dessas doencas é realizado por meio de préticas que tem efeito negativo na
salde e ambiente, assim, tratamentos alternativos para esses fitopatdgenos séo
necessarios. A mancha bacteriana é uma doenca causada por Xanthomonas vesicatoria
em cultivos de tomates. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito inibitorio
de 36 extratos brutos produzidos por fungos, isolados de solo abaixo de madeira em
decomposicdo na Antartica, em X. vesicatoria. Os extratos intracelulares foram obtidos
por extragdo com metanol e os extratos extracelulares via extragdo com acetato de etila.
A analise da acdo inibitoria dos extratos foi realizada pelo método Resazurin Microtiter
Assay method (REMA). O controle positivo usado foi a canamicina e o controle
negativo consistiu de meio liquido inoculado com a bactéria. O crescimento bacteriano
foi verificado através da fluorescéncia da resazurina e os resultados mostraram que 7
extratos foram positivos, com inibicdo maior que 90%. A concentracdo inibitdria
minima para 90% de morte celular foi calculada para os extratos bioativos e os valores
variaram de 1,00 a 2,11 mg/mL.

Palavras-chave: Metabolitos, bioativos, micro-organismos, fitopatdgeno, mancha
bacteriana

Antibacterial activity of fungal extracts against Xanthomonas vesicatoria

ABSTRACT

Bacteria of the Xanthomonas genus affect important agricultural crops in Brazil and the
control of these diseases is carried out through practices that have a negative effect on
health and environment, thus, alternative treatments for these phytopathogens are
necessary. Bacterial spot is a disease caused by Xanthomonas vesicatoria in tomato
crops. The present study had as objective to evaluate the inhibitory effect of 36 raw
extracts produced by fungi isolated from soil below decomposing wood in Antarctica in
X. vesicatoria. Intracellular extracts were obtained by extraction with methanol and
extracellular extracts via extraction with ethyl acetate. The analysis of the inhibitory
action of the extracts was performed by the Resazurin Microtiter Assay method
(REMA). The positive control used was kanamycin and the negative control consisted

151



of liquid medium inoculated with the bacterium. Bacterial growth was verified by
resazurin fluorescence and the results showed that 7 extracts were positive, with
inhibition greater than 90%. The minimum inhibitory concentration for 90% cell death
was calculated for the bioactive extracts and values ranged from 1.00 to 2.11 mg/mL.

Keywords: Metabolites, bioactive, microorganisms, phytopatogen, bacterial spot.

INTRODUCAO

A busca por compostos antimicrobianos tem crescido devido ao surgimento de
novas doencas e ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia em patdégenos aos
produtos atualmente no mercado (Anderson and Hughes, 2011). Nesse ambito, os
fungos se destacam como uma importante fonte para novos compostos antimicrobianos
e, tendo sido submetidas a longos periodos de isolamento e baixos niveis de
perturbacdo, as comunidades microbianas antarticas se tornam alvo de grande interesse
cientifico e comercial (Clarke, 2003; Vincent, 2000). Estudos recentes demonstram o
grande potencial dessas comunidades para a producdo de metabdlitos secundarios com
atividade bioldgica (Furbino et al., 2014; Gongalves et al., 2015; Svahn et al., 2015).

O emprego de metabdlitos bioativos de origem microbiana na agricultura é uma
alternativa que oferece impacto ambiental minimo ou inexistente quando comparado aos
produtos quimicos atualmente utilizados. Dentro desse cenario, 0s estudos de
metabdlitos secundarios tem ganhado destaque no combate a diversas espécies de
Xanthomonas (Spago et al., 2014; Encheva-Malinova et al., 2014; Silber et al., 2013).

A macha bacteriana, uma das doencgas mais importantes da cultura do tomate no
Brasil, é causada por X. vesicatoria e tem causado grandes perdas no cultivo do tomate,
reduzindo a produtividade através da destruicdo do tecido foliar e derrubada dos frutos
em formacdo, além de comprometer o valor e qualidade comercial do produto (Lopes
and Quezado-Soares, 2000). O controle da doenca é normalmente realizado pela adicdo
de produtos quimicos cupricos, erradicacdo das plantas contaminadas e uso de
variedades resistentes (Sanches et al., 2014; Lopes e Quezado-Soares, 2000). No
entanto essas medidas s&o ineficientes, levando a acumulacdo de metal no ambiente,
perdas de &rea plantada, suscetibilidade de variedades supostamente resistentes e
desenvolvimento de resisténcia dos fitopatdgenos aos produtos empregados.

O presente estudo visa contribuir para a descoberta de novos compostos
produzidos por fungos isolados de solo da Antartica com potencial para atividade

inibitéria contra a bactéria causadora da mancha bacteriana em tomates, X. vesicatoria.
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MATERIAL E METODOS

Dezoito fungos isolados de solo abaixo de madeira podre na Ilha Deception,
Antértica, foram inoculados em meio liquido malte 2% e incubados por 20 dias a 15°C e
150 rpm. Em seguida a biomassa e o sobrenadante foram separados por filtracdo a
vacuo. Para obtencdo dos extratos extracelulares os sobrenadantes foram submetidos a
extrac@es liquido-liquido com acetato de etila. Para obtencdo dos extratos intracelulares
as biomassas foram submetidas a maceragdo com metanol.

Apos a evaporacdo do solvente, os extratos foram dissolvidos em solucdo de
Dimetilsulfoxido (DMSO) 10% para concentracdo final de 30 mg/mL. Os extratos
contendo metabdlitos secundarios foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana
contra X. vesicatoria através de ensaio em microplaca de resazurina (Resazurin
Microtiter Assay Plate — REMA), conforme descrito por Silva e Ferreira (2013). O
ensaio utilizou canamicina em concentracdo de 20 pug/mL como controle positivo (CP),
DMSO 1% como controle do veiculo (CV) e concentracdo maxima dos extratos de 2,1
mg/mL. Todos os bioensaios foram realizados em triplicata.

A capacidade de inibicdo de cada extrato foi expressa pela porcentagem de
morte celular, calculada em relacdo ao controle negativo, os dados obtidos foram
utilizados para a determinacdo da MIC90, que € o valor minimo de concentracdo da

substancia necessario para inibir em 90% o crescimento das bactérias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da metodologia descrita em materiais e métodos os 18 fungos
produziram 36 extratos (intracelulares e extracelulares).

Os extratos foram submetidos ao bioensaio de atividade antibacteriana e de
acordo com os resultados obtidos foi possivel verificar que 3 extratos extracelulares
(produzidos pelos fungos 3MP, 6MP e 10.6MP) e 4 intracelulares (produzidos pelos
fungos 5MP, 10.1MP, 10.8MP e CMP) apresentaram atividade contra a X. vesicatoria,
com taxa de inibicdo do crescimento bacteriano superior a 90%. Os resultados obtidos

no bioensaio com estes extratos bioativos estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 3. Porcentagem de inibicdo do crescimento in vitro de X. vesicatoria, cultivada

em meio liquido com diferentes concentracdes dos extratos bioativos.

C(mg/mL) 3MP® 6MP® 10.6MP® 5MP' 10.1MP' 10.8MP' CMP!

2,100 90,14 97,71 93,62 98,04 98,20 97,68 98,07
1,050 12,13 11,10 0,00 7,88 22,72 0,09 97,11
0,525 0,00 0,15 0,00 0,00 2,61 0,00 9,38
0,263 0,00 0,01 0,00 0,00 0,09 0,00 2,79
0,131 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,066 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,033 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,016 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

e: extrato de origem extracelular; i: extrato de origem intracelular

Analisando a Tabela 1 é possivel verificar que os extratos obtidos dos fungos
6MP, 5MP, 10.1MP, 10.8MP e CMP apresentaram resultados de inibi¢cdo superiores a
do controle positivo, que foi de 97,63%. Os extratos dos isolados 3MP e 10.6MP
apresentaram atividade inibitoria menor do que a do controle positivo, porém acima de
90%, com valores respectivos de 90,14% e 93,62%.

Com base nos dados adquiridos de atividade inibitdria, apresentados na Tabela
1, esbogou-se uma curva de regressdo polinomial para cada extrato bioativo e a partir da
equacdo da reta obtida, calculou-se o valor minimo de concentracdo do extrato
necessario para inibir em 90% o crescimento das bactérias (MIC90), os dados estdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 4. Valores das MIC90 obtidas para os extratos bioativos frente a espécie X.
vesicatoria. Extrato MIC90 (mg/mL)

3MP® 2,114
6MP¢ 2,027
10.6MP¢ 2,073
5MP! 2,029
10.1MP 1,998
10.8MP! 2,042
CMP! 1,006

e: extrato de origem extracelular i: extrato de origem intracelular

De acordo com a Tabela 2, é possivel verificar que seis extratos apresentaram a
MIC90 préxima a concentragdo maxima testada (2,1 mg/ml) e apenas o extrato

intracelular CMP apresentou a MIC90 menor de 1,0 mg/ml.
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CONCLUSOES

Foi possivel concluir que dos 36 extratos testados, 7 apresentaram atividade
contra X. vesicatoria, com taxa de inibi¢cdo bacterina superior a 90%, sendo que o
extrato intracelular produzido pelo fungo CMP foi o que apresentou o melhor resultado,
inibindo 90% do crescimento bacteriano em uma menor concentracdo. Por fim, os
extratos produzidos pelos fungos da Antartica apresentam componentes com potencial

atividade contra a X. vesicatoria, causadora da mancha bacteriana em tomates.
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RESUMO

Sclerotinia sclerotiorum, conhecido como mofo branco, € um fungo necrotréfico que
ataca mais de 400 espécies de eudicotileddneas economicamente importantes para o
mundo. Compostos sdo utilizados para a reducdo do crescimento fingico nas culturas.
Entretanto, os fungos desenvolvem resisténcia aos defensivos agricolas em cinco anos.
Somado a isso, muitos antiflngicos sdo toxicos para seres vivos, inclusivamente o
homem. Por este panorama, novos compostos devem ser desenvolvidos para contornar a
ineficacia de alguns produtos e ainda, 0s novos compostos devem ser atdxicos ou
apresentar baixa toxicidade colateral. O objetivo deste trabalho foi utilizar o 6leo
essencial de orégano (um composto natural) isoladamente e em combinacdo com
sinvastatina (composto semi-sintético) na reducéo do crescimento de S. sclerotiorum. A
sinvastatina é benéfica na reducdo de colesterol em seres humanos, mas também
apresenta acdo antimicrobiana. Para averiguar a atividade antifingica dos componentes,
utilizamos a técnica de, impregnacdo dos compostos isoladamente e conjugados em
agar. Na impregnacdo isolada, a sinvastatina apresentou uma DEsp de 0.97 pg/mL e
uma DEsgode 1.95 pug/mL. O 6leo de orégano apresentou uma DEso de aproximadamente
0.0039% e uma DEgo de 0.0156%. Quando associados, a sinvastatina e o 6leo de
orégano apresentaram uma DEgo 4x e 6X, respectivamente, inferior se comparado a seu
uso isolado. Os resultados demonstram que o Oleo de orégano e sinvastatina,
isoladamente ou conjugados, apresentam potencial para serem utilizados para
eliminacdo da fase miceliana do S. sclerotiorum. Novos experimentos estdo em curso
verificando se 6leo de oréganos e sinvastatina inibem a formacdo ou germinacdo de
esclerddios.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum, 6leo de orégano, sinvastatina.

Inhibotory potencial against Sclerotinia sclerotiorum using compounds natural and

semisyntetic

ABSTRACT

Sclerotinia sclerotiorum, also known as white mold, it’s a necrotrophic fungus that
affects up to 400 eudicotyledons species with economical importance. Several
agricultural techniques are used to reduce fungal growth in crops. However, records
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demonstrate the resistance expression to the crops deffenses. Furthermore, many
antifungal compounds does not present selective toxicity, causing damage to humans.
From this point of view, non-toxic compounds must be developed to prevent side
effects. The objective of this work was to test the activity of oregano essential oil,
(isolated and in combination with simvastatin) in reducing to the growth of S.
sclerotiorum. Simvastatin has hypocholesterolemic effect in humans, but also an
antimicrobial activity. To inquire the antifungal activity of the compounds
aforementioned, we used the diffusion agar technique with the isolated and conjugated
compounds. Simvastatin isolated presented ED50 of 0.97 pg / mL and an ED80 of 1.95
pg / mL. Oregano oil presented ED 50 of approximately 0.0039% and an ED80 of
0.0156%. Associated, simvastatin and oregano oil showed a DE 80 4x and 6x,
respectively, compared to isolated. Taken together, the results show that both
compounds present properties against the mycelial form of S. sclerotiorum. New assays
are underway to determine if oregano oil and simvastatin inhibit development or
germination of sclerotia.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, oregano oil, simvastatin.

INTRODUCAO

A agricultura comercial utiliza diversos defensivos agricolas para o controle de
doencas e pragas. O uso indiscriminado de defensivos quimicos, no curto prazo, é
benéfico aos produtores em termos econémicos (maior produtividade) mas, em longo
prazo, seleciona organismos resistentes a estes mesmos defensivos. A despeito dos
ganhos econdmicos, muitos defensivos agricolas podem ser prejudiciais ao meio
ambiente, podendo também causar graves riscos a saude humana e de outros animais
(Dalio et al., 2012).

Em 2008 o Brasil ultrapassou os Estados Unidos se tornou detentor do titulo de
lider mundial no uso de agrotdxicos. De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), em 2012, antre os defensivos agricolas usuais no Brasil, 0s
fungicidas representam 14% do mercado. As plantas sofrem doencas causadas por
agentes infecciosos, denominados fitopatdgenos. Dentre deles, podemos citar fungos,

bactérias, virus e nematoides.

Dentre os fungos fitopatdgenos encontra-se o Sclerotinia sclerotiorum, causador
da doenca popularmente conhecida como mofo branco. S.sclerotiorum pode infectar
mais de 400 espécies, incluindo culturas importantes economicamente, como feijo,
soja e girassol (Azevedo et al, 2016). Possui a caracteristica de sobreviver em condi¢des
ambientais desfavoraveis, formando estruturas vegetativas densas, revestidas por

melanina denominados esclerodios. Esta estrutura pode permanecer quiescente por anos
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no solo e retoma o seu desenvolvimento normal quando as condi¢des estdo favoraveis
(Smith et al., 2015).

Os patogenos apresentam resisténcia a varios fungicidas disponiveis no
mercado. Sendo assim, € necesséria a busca de novos fungicidas que sejam eficientes e

preferencialmente ambientalmente adequados.

O objetivo desta pesquisa € analisar a atividade antifangica do 6leo essencial de
orégano e da sinvastatina isoladamente e em conjugados contra S. sclerotiorum,
determinando a concentragdo de ambos os compostos que inibem 50% a 80% do

crescimento micelial do fungo.

MATERIAL E METODOS

O microrganismo utilizado nesta pesquisa, S. sclerotiorum, foi cedido
gentilmente pela Professora Maria Balbi, do Laboratério de Fitopatologia —
Universidade Estadual de Londrina — Brasil. A cepa foi cultivada em tubos contendo
Batata Dextrose Agar (HIMEDIA®, Mumbai, india), por um periodo de sete — dez dias
a 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h. Apds seu cultivo, a cepa foi armazenada em glicerol
a40% a -20 °C.

A sinvastatina foi adquirida comercialmente obtida pela Henan Topfond
Pharmaceutical Co. Ltda, Yicheng, Zhumadian, Henan, China. O composto estd na
forma de pré-farmaco, e sua ativagdo ocorre através de hidrolise com NaOH 0,25 M a
37 °C durante 60 minutos. O pH foi ajustado até a faixa de 7,4 com HCI 0,25 M e
armazenada em -20 °C na concentracdo de 5000 pg/mL. O éleo essencial de orégano foi
adquirido comercialmente obtido pela Ferquima IndUstria e Comércio Ltda, Vargem
Grande Paulista, S&o Paulo, Brasil. O composto estd em forma de dleo essencial e foi

armazenado na temperatura de 4 — 7 °C.

Em uma placa de Petri de 90 mm, serdo adicionados 19 mL de Agar Batata
Dextrose (HIMEDIA®). No meio ainda fundente (temperatura aproximada de 45 °C),
serdo adicionados 1 mL de sinvastatina ou 6leo de orégano, em concentragcdes que
variam entre 1250 — 4.88 pg/mL e 20 — 0.078%, respectivamente. Apos a solidificacdo
do meio de cultura, no centro da placa, sera escavado um pogo de 0,9 cm de diametro e
substituido por um disco micelial, previamente cultivado por uma semana. A placa sera

incubada a temperatura de £ 20 £ 2°C com fotoperiodo de 12 h e retirada apds o
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controle positivo atingir a extremidade da placa. A obtencdo dos dados sera realizada

pela medicéo do crescimento micelial com o auxilio de um paquimetro.

Em uma placa de Petri de 90 mm, serdo adicionados 18 mL de Agar Batata
Dextrose (HIMEDIA®). Incluso ao agar, em seu estado liquido em temperatura proxima
a 45 °C, 1 mL de sinvastatina e 6leo de orégano, em concentracdes a partir de 4 vezes
observadas em DEso (dose eficaz de 50%), para ambos 0s compostos, serdo
incorporadas. Apds a solidificacdo, no centro da placa, sera retirado um disco de 0,9 cm
de diametro e substituido por um disco micelial. A placa sera armazenada a temperatura

de £ 20 + 2 °C com fotoperiodo de 12 hs até o controle positivo atingir a extremidade da
placa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante das metodologias descritas foi plotado um grafico no programa Graphpad

Prim 5.0, onde demonstra a relacdo concentracdo da substancia testada x crescimento
micelial da espécie fungica.

100 -
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0- T T

C+ 0244 0,488 09? 1,95 ?s 1562 31,25 62,5
Concentracgio de Slnvastatlna (ng/mL)

Crescimento micelial (%)

Figura 1: Relacéo concentracdo x porcentagem de inibicdo em diferentes concentracfes
de sinvastatina.
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Figura 2: Relacéo concentracdo x porcentagem de inibicdo em diferentes concentracfes

de 6leo de orégano.
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Figura 3: Relacéo concentracdo x porcentagem de inibicdo em diferentes concentracfes
de sinvastatina e 6leo de orégano conjugados.

A sinvastatina apresentou uma dose eficaz 80% de 1,95 pg/MI de inibicdo do
crescimento micelial de S.sclerotiorum, o Oleo de orégano em 0,015% também
apresentou uma dose eficaz aproximada de 80%. Quando associados 0S compostos
apresentaram efeitos inibitorios de 80% em concentragdes de 4x e 6x mais inferiores
para a sinvastatinla e o 6leo de orégano respectivamente. A atividade sinérgica de dois
compostos produz o efeito maior do que a simples soma dos efeitos isolados de cada um
deles, o que pode levar a aumento da eficiéncia na reducdo do crescimento microbiano,
diminuicdo da toxicidade dos compostos, diminui¢do dos efeitos adversos, menor dose
terapéutica e reducdo da possivel resisténcia microbiana (Van Vuuren and Viljoen,
2011).

CONCLUSOES

Diante dos resultados descritos notamos acéo antifngica da sinvastatina e o 6leo
essencial de orégano como S. sclerotiorum. Observamos um efeito sinérgico dos
compostos utilizados, esta relacdo promove uma melhora na eficiéncia do composto,
principalmente pela amplitude no mecanismo de agdo dos compostos, reduzindo a
chance de expresséo de resisténcia. Além disso, utilizou uma menor concentragdo das
substancias conjugadas, isso possibilita a baixa toxicidade. Mediante ao fato, podemos
demonstrar a aplicabilidade de nossos compostos extrapolando em outras escalas. Por
exemplo, podemos utilizar veiculos para 0 armazenamento destas substancias, como

embalagens ou até a utilizacdo de defensivos agricolas alternativos que podem ser
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utilizados intercaladamente com os tradicionais.
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RESUMO

A enzima invertase tem como funcdo a producdo de agUcares invertidos que sdo muito
aplicados em diversos ramos da industria, com destaque para a area de alimentos. Desta
forma, o objetivo do trabalho foi a producdo de invertase por fungos filamentosos em
condicdes submersas utilizando diferentes fontes de carbono puras e complexas. Os
cultivos para a selecdo dos fungos filamentosos e da fonte de carbono pura foram
realizados por 120 h e os cultivos para a selecdo da melhor fonte de carbono complexa
foi realizada por 72 h e 120 h, todos a 30°C e 180 rpm. Entre as fontes puras, as que
mais se destacaram foram a rafinose e a inulina. Com relacdo as biomassas complexas,
0 bagaco da coroa de abacaxi foi a fonte com a qual obteve-se os valores mais elevados
para atividade enzimatica. Como as biomassas complexas empregadas nos testes foram
as que induziram maior atividade enzimatica, os resultados trazem uma alternativa
viavel para algumas destas, que geralmente sdo descartadas.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, residuos agroindustriais, fonte de carbono,
enzimas.

Invertase production by Aspergillus sp. In underwater
conditions

ABSTRACT

The enzyme invertase has the function of producing inverted sugars that are widely
applied in various branches of the industry, especially the food area. Thus, the objective
of the work was to produce invertase by filamentous fungi under submerged conditions
using different pure and complex carbon sources. The cultures for the selection of the
filamentous fungi and the pure carbon source were carried out for 120 h and the cultures
for the selection of the best source of complex carbon were carried out for 72 h and 120
h, all at 30 ° C and 180 rpm. Among the pure sources, the most outstanding ones were
rafinose and inulin. In relation to the complex biomasses, the bagasse of the pineapple
crown was the source with which the highest values for enzymatic activity were
obtained. As the complex biomasses used in the tests were those that induced higher
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enzymatic activity, the results provide a viable alternative for some of these, which are
generally discarded.

Keywords: Filamentous fungi, agroindustrial residues, carbon source, enzymes.

INTRODUCAO

Enzimas tém por fungdo catalisar reacbes no organismo, sendo assim
denominadas como catalisadores biologicos. Estas proteinas favorecem a ocorréncia de
uma determinada reacédo, garantindo um alto rendimento na formacao do produto e um
gasto energético menor. As enzimas tém ainda duas importantes caracteristicas que séo
a especificidade que possibilita a diferenciacdo de estruturas quimicas semelhantes e a
capacidade de atuar em diversos niveis de temperatura (KULSHRESTHA et al., 2013).

As invertases sdo capazes de realizar a inversdo de acucares por meio da
hidroélise das ligagdes do tipo B- 1,2 da sacarose. Como resultado desta reacdo ocorre a
formacédo de D-frutose e D- glicose que sdo chamados de agUcares invertidos. Este tipo
de acucar tem um potencial elevado para sua utilizacdo na industria de alimentos e
bebidas (NUNES et al., 2013). A hidrolise da sacarose da origem ao chamado xarope
invertido, que € formado por glicose e frutose em igual concentracdo. Este xarope faz
parte da formulagdo de diversos produtos alimenticios como compotas, doces, cremes
ndo cristalizantes e mel artificial. Sua atuacdo é de umectante, auxiliando na retencédo de
umidade destes produtos (TASKIN et al., 2016).

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma triagem para selecionar o fungo com maior potencial para
producdo de invertase. Os fungos empregados neste teste foram inoculados em placas
de petri, contendo meio BDA e mantidos a 4°C. Para a inoculagdo no meio de cultivo
submerso os fungos reativados foram incubados em estufa de crescimento bioldgico em
tubos inclinados com meio BDA por trés dias, apds este prazo, realizou-se o in6culo por
meio de uma suspensdo de esporos com agua destilada. Um ml da suspenséo de esporos
foi pipetado em erlenmeyers contendo meio de sais de Vogel (VOGEL, 1956). Como
fonte de carbono e nitrogénio utilizou-se inulina e extrato de levedura respectivamente.
O tempo de cultivo para a selecdo teve duracdo de cinco dias, em shaker rotativo e as
condigdes de cultivo foram mantidas em 28°C e 180 rpm de temperatura e agitacéo.
Com o termino da fermentacdo o caldo fermentado foi filtrado e armazenado a -12°C

para posterior realizacdo de atividade enzimatica.
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Posteriormente realizou-se o teste para selecdo da fonte de carbono pura onde
empregou-se somente o fungo selecionado anteriormente. As condicdes de cultivo para
realizacdo de tal teste foram as mesmas empregadas para a selecdo fungica. Os extratos
proteicos filtrados utilizando, kitassato, funil de Buchner e bomba de vacuo e como
filtro tecido Musseline, armazenados a -12°C. A utilizacdo de fonte de carbono
complexa seguiu 0 mesmo protocolo das analise anteriores para indculo, condi¢fes de
processo e fonte de nitrogénio, no entanto o cultivo foi realizado em trés e cinco dias, 0
procedimento para os extratos proteicos filtrados seguiu os procedimentos anteriores.
Incubou-se a biomassa fungica retida nos filtros em estufas de secagem por 24 horas a
60°C para pesagem e analise do peso seco.

Para atividade enzimaética adicionou-se 800 puL de uma solucéo de sacarose 2%
com tampdo Mcilvaine em pH 5,0 em tubos de ensaio. Os mesmos foram mantidos a
50°C por 5 minutos. Apds este prazo adicionou-se 200 pL do extrato proteico nos tubos
contendo a solugdo de sacarose, foram retirados 200 pL da reacdo que foram pipetados
em tubos contendo 200 uL de solugdo de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para cessar a
reacdo. Os 200 pL foram retirados em tempos de 0, 5 e 10 minutos apds o inicio da
reacdo. Os tubos contendo DNS e a reacdo enzimatica foram fervidos a 90°C por 5
minutos para que pudesse acontecer a reacdo de coloracao, apds o termino do tempo de
fervura, pipetou-se 2 ml de &gua destilada nos tubos. As leituras foram realizadas em

espectrofotdbmetro a 540 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a selecdo do fungo o que se pode observar através dos resultados obtidos e
demonstrados na Tabela 1, é que o PC-4, apresentou os valores mais elevados tanto para
atividade enzimatica 3,47 U/ml que foi tratado como o parametro principal, quanto para
parametros tidos como secundarios, produtividade 0,46 U/h, rendimento 277,80 U/g. Os
demais testes foram realizados com o PC-4.
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Tabela 1. Atividade enzimatica e rendimento para triagem do fungo com maior

potencial para producéo de invertase.

Fungo U/ml Yp/s Pp Peso
seco(g/L)
PC-1 1,86 163,17 0,27 5,72
PC-2 1,23 110,90 0,18 5,56
PC-3 1,06 95,20 0,16 2,67
PC-4 3,47 277,80 0,46 5,54
PC-5 1,96 151,82 0,25 5,37
PC-6 1,30 97,28 0,16 6,02
MC-1 N/D N/D N/D 1,64
MC-2 N/D N/D N/D 1,39
Rizhopus 1,76 171,15 0,29 1,75
QF-1 N/D N/D N/D 4,04
PR-12 0,91 70,83 0,12 577

Condicoes de cultivo: cultivos realizados em sais de Vogel, pH 6, a 180 rpm, 28 °C por

120 horas.

A Tabela 2 assim como a tabela anterior apresenta dados sobre atividade

enzimatica, rendimento, produtividade e peso seco. A rafinose foi a fonte de carbono

pura, com a qual o PC-4 alcancou os melhores niveis de producdo da enzima com

atividade enzimatica de 1,26 U/ml, com destaque também para a inulina que obteve
atividade de 0,95 U/ml.

Tabela 2. Selecdo da melhor fonte de carbono pura para inducao de invertases.

Fonte de Carbono
Inulina

Lactose

Frutose

Glicose

Xilose
Celobiose
Maltose
Sorbitol

U/ml
0,95
0,12
0,10
0,62
0,19
0,19
0,40
0,17

Yp/s

75,97
13,27
9,93

47,75
10,91
12,80
19,11
14,59

Pp

0,13
0,02
0,02
0,08
0,02
0,02
0,03
0,02

Peso seco(g/L)

6,68
6,30
5,27
5,61
6,02
6,21
6,27
6,56
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Glicerol 0,32 27,37 0,04 3,64

Rafinose 1,26 100,51 0,16 451
Celulose 0,28 23,80 0,04 9,51
Sacarose 0,23 17,47 0,03 6,79

Condigdes de cultivo: cultivos realizados em sais de VVogel, pH 6, a 180 rpm, 28 °C por
120 horas.
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Figura 1. Producéo de invertase utilizando fonte de carbono complexa (A) 3 dias e (B)
5 dias de cultivo

10 15

Na Figura 1 estdo representados os dados para atividade enzimatica e peso seco,
em cultivo utilizando fonte de carbono complexa em trés e cinco dias. A coroa de
abacaxi demonstrou-se como a fonte que melhor induziu a produgdo de invertase nos
dois tempos de cultivo. Para o crescimento fingico determinado pelo peso seco a palha
de milho superou as demais fontes. Sendo a atividade enzimatica o parametro principal

para selecdo da fonte de carbono, a coroa de abacaxi foi a fonte selecionada.
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CONCLUSOES

Dentre as fontes de carbono puras testadas a rafinose se destacou, e para as
fontes de carbono complexas 0 bagaco de abacaxi teve os valores mais elevados para
atividade enzimatica de invertase. Comparando as fontes de carbono puras e complexas,
as ultimas foram superiores para inducdo da producdo da enzima de interesse. Um
resultado interessante por oferecer uma utilidade para tais residuos que normalmente
seriam descartados, podendo baratear 0s custos para obtencdo de invertase para
industria.
AGRADECIMENTO

Os autores agradecem a Universidade Federal do Tocantins e a incubadora de
empresas de base biotecnologica (HABITE) por proporcionar o desenvolvimento do

presente trabalho.

REFERENCIAS

KULSHRESTHA, S. et al. Invertase and its applications - A brief review. Journal of
Pharmacy Research, v. 7, n. 9, p. 792-797, 2013.

NUNES, J. et al. Production of Invertases by Anamorphic ( Aspergillus nidulans ) and
Teleomorphic ( Emericela nidulans ) Fungi under Submerged Fermentation Using Rye
Flour as Carbon Source. Scientific Research, v. 2013, n. September, p. 421-429, 2013.

TASKIN, M. et al. Invertase production and molasses decolourization by cold-adapted
filamentous fungus Cladosporium herbarum ER-25 in non-sterile molasses medium.

Process Safety and Environmental Protection, v. 103, p. 136-143, 2016.

VOGEL, H. J. A convenient growth medium for Neurospora crassa (medium N).
Microbiology Genetic Bulletim, vol. 13, p. 42-43, 1956.

168



Revista

Ciéncia, Tecnologia 8 Ambiente

ISSN 2359-6643

Producdao de frutosiltransferase por Aspergillus sp em cultivo
submerso

Gustavo do Nascimento?; Ryhara Batista?; Rafael Silva'; Ezequiel M. da Silva3; Alex de Almeidal*

!Habite — Incubadora de Empresas de Biotecnologia, Universidade Federal do Tocantins, Gurupi-TO, Rua
Badejos, chacaras 69/72, Zona Rural, CEP 77.402-970. *alexfernando@uft.edu.br

2Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal do Tocantins,
Palmas-TO

3 Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, Universidade Federal do Tocantins, Gurupi-TO

RESUMO

Os frutooligossacarideos tém ampla aplicacdo industrial com destaque na inddstria de
alimentos. Frutooligossacarideos sdo usados na producdo de alimentos funcionais, pois
apresentam caracteristicas prebidticas. As frutosiltransferases (FTase) sdo capazes de
formar acucares invertidos e frutooligossacarideos, respectivamente. Neste trabalho, o
objetivo foi a producdo de frutosiltransferase por uma linhagem de Aspergillus sp.
isolada de frutos em conserva, avaliando tanto fontes de carbono puras quanto fontes
complexas de origem agroindustriais. Entre as fontes de carbono puras, a rafinose foi a
fonte de carbono pura que melhor induziu a producdo das enzimas de FTase (3,07
U/mL). A utilizacdo de residuos agroindustriais promoveu maior producao de FTase
(17,36 U/mL) apds 5 dias de cultivo utilizando bagaco da coroa de abacaxi. A utilizacdo
de residuos agroindustriais € uma alternativa viavel para a producao de FTase e a coroa
de abacaxi um residuo com pouca aplicagdo em processos industriais, 0 que favorece a
reducdo nos custos da producdo da enzima.

Palavras-chave: frutooligossacarideos, frutosiltrasferases e residuos agroindustriais.

Fructosyltransferases production by Aspergillus sp. under submerged culture
ABSTRACT

Fructooligosaccharides have broad industrial applications with prominence in the food
industry. Fructooligosaccharides are used in the production of functional foods, since
they have prebiotic characteristics. The fructosyltransferases (FTase) are able to
produce inverted sugars and fructooligosaccharides, respectively. In this work, the aim
was to produce of fructosyltransferase by Aspergillus sp. strain isolated from syrup
fruits, evaluating both pure carbon sources and complex sources of agroindustrial
residues. Among the pure carbon sources, raffinose was the pure carbon source that best
induced the production of FTase enzymes (3.07 U/mL). The use of agroindustrial
residues promoted higher FTase production (17.36 U/mL) after 5 days of cultivation
using pineapple crown. The use of agroindustrial residues is a viable alternative for the
production of FTase and the pineapple crown is a residue with little application in
industrial processes, which favors the reduction in the costs of the enzyme production.

Key words: Fructooligosaccharides; fructosyltransferases; agroindustrial residues

169



INTRODUCAO

Frutosiltransferases sdo responsaveis pela producdo de frutooligossacarideos
(FOS). Estas enzimas atuam clivando as liga¢des B-1,2 de uma molécula de sacarose e
realizando a transferéncia de uma molécula de frutose para um aceptor final. Este
aceptor pode ser outra molécula de sacarose, gerando como produtos finais FOS e
glicose (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2015). Os FOS apresentam uma gama de
aplicacdes tanto para fins farmacéuticos como para diagnosticos. Também possuem
funcGes nutritivas, como os oligbmeros de frutano, que sdo formados por trés unidades
de frutose que se ligam a sacarose por ligagcdes do tipo B-1,2. Os principais
frutooligossacarideos produzido s&o, 1- kestose, nistose e 1 fructofuranosilnistose
(GANAIE; GUPTA, 2014).

Frutosiltransferases podem ser produzidas por bactérias, leveduras e fungos
filamentosos. Entre os fungos filamentosos, o0 género Aspergillus possui grande
aplicacdo em processos fermentativos visando a producdo destas enzimas devido sua
adaptacdo para se desenvolver em ambientes ricos em compostos sacaroliticos
(KULSHRESTHA et al., 2013). Este trabalho teve como objetivo avaliar a producéo de
frutosiltransferase por uma linhagem de Aspergillus sp. isolada de frutos de péssego em
calda, utilizando fontes de carbono puras e residuos agroindustriais.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e condigdes de cultivo

A linhagem de Aspergillus sp. foi isolada de frutos de péssegos em calda e
mantida em meio batata-dextrose-agar. A linhagem foi reativada me tubos inclinados
contendo 0 mesmo meio de cultivo por 3 dias, a 30°C. Uma suspensao de esporos de
106 esporos/mL foi preparada e 1 mL da suspenséo foi utilizada para inocular os meios
de cultivo. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 20
mL de meio de Vogel (VOGEL, 1956), suplementado com 1% de fonte de carbono e
0.2% de extrato de levedura. O pH foi ajustado para 6,0. Os meios foram esterilizados

em autoclave e apos inoculados foram mantidos por 5 dias, a 28°C e 180 rpm.
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Suplementacédo com fonte de carbono pura

Os cultivos foram preparados adicionando-se 1% (m/v) de fontes de carbono
puras: frutose, glicose, rafinose, celulose, celobiose, sorbitol, inulina, sacarose, maltose,

lactose e xilose para avaliar as caracteristicas indutiva ou constitutiva da enzima.

Suplementacédo com residuos agroindustriais

Os cultivos foram preparados adicionando 1% (m/v) dos seguintes residuos
agroindustriais: bagago da coroa de abacaxi, farinha de batata doce, bagago de cana de
acucar, sabugo de milho, casca de mandioca, casca de soja, farelo de soja, palha de
milho, casca de bacaba, sorgo e farelo de trigo. Os cultivos foram realizados nas

mesmas condigdes anteriores, no periodo de 3 e 5 dias.

Atividade enzimatica

A atividade de FTase foi realizada seguindo a metodologia descrita por
(RAWAT et al., 2015). Formulou-se uma solugéo de sacarose 20% com tampdo acetato
de sodio em pH 5,0. Desta solugéo pipetou-se 400 puL em tubos de ensaio. A reagdo foi
iniciada com a adi¢do de 100 puL do extrato proteico nos tubos contendo a solucdo de
sacarose. Os tubos foram mantidos em banho maria a 50°C por 1 hora. Para
interrromper a reacdo ferveu-se a mesma por 10 minutos em temperatura de 90°C. Em
seguida, 10 pL da solucdo reagida foram pipetados em tubos contendo 1 ml da solucdo
de GOD-POD (glicose oxidase peroxidase) e levou-se novamente ao banho maria a uma
temperatura de 37 °C por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro a 510 nm. Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade

enzima que libera um micromol de produto por minuto de reacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito de fontes de carbono puras

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados para a produgdo de
frutosiltransferase (FTase). O uso de rafinose como fonte de carbono promoveu uma
producdo de 3,07 U/ml, enquanto que a inulina de 1,47 U/ml. O rendimento e a

produtividade destas fontes de carbono foram 143,34 U/g e 0,24 U/), respectivamente.
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Tabela 1. Fontes de carbono puras usadas para a producdo Ftases por Aspergillus sp.

Fonte de Carbono Peso seco FTase
(g/L) U/ml
Inulina 6,68 1,47
Lactose 6,30 0,16
Frutose 5,27 0,40
Glicose 5,61 0,92
Xilose 6,02 0,45
Celobiose 6,21 0,54
Maltose 6,27 1,09
Sorbitol 6,56 0,54
Glicerol 3,64 0,82
Rafinose 4,51 3,07
Celulose 9,51 0,17
Sacarose 6,79 0,47

Nunes et al. (2013) demonstram resultados onde a inulina obteve o melhor
resultado como indutor na sintese desta enzima a partir de E. nidulans, ja para
Aspergillus nidulans a sacarose se destacou como melhor fonte de carbono. Rustiguel et
al (2015) avaliaram a producéo de invertase por Aspergillus phoenicis, com trés tipos de

fontes de carbono pura, glicose, sacarose e rafinose, com destaque para a rafinose.
Efeito de fontes de carbono complexas

A Tabela 2 apresenta valores para producdo de FTase apds 3 e 5 dias de cultivo,
bem como a producdo de biomassa fungica. A maior producdo de FTase foi observada
utilizando coroa de abacaxi ap6s 3 e 5 dias de cultivo (13,38 U/mL e 17,36 U/mL,
respectivamente). O farelo de trigo foi a segunda melhor fonte de carbono para a
producdo de FTase apds 5 dias de cultivo (14,42 U/mL), seguido da farinha de batata
doce (12,19 U/mL). O bagaco de cana de acucar promover a maior producdo de FTase
apos 3 dias de cultivo (11,54 U/mL).
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Tabela 2. Residuos agroindustriais usados para a producéo de FTases por Aspergillus
sp.

3 dias 5 dias
Fonte de carbono Biomassa u/ml Biomassa U/ml
(/L) (/L)
Coroa de abacaxi 6,70 13,38 7,88 17,36
Farinha de Batata doce 5,24 4,28 5,76 12,19
Farelo de soja 5,61 9,40 5,21 9,82
Casca de bacaba 9,80 0,12 9,99 0,80
Sabugo de milho 9,04 9,47 9,08 10,19
Farelo de trigo 6,47 9,00 6,78 14,42
Casca de soja 9,67 0,12 10,57 1,21
Bagaco de cana-de-agucar 9,10 11,54 9,93 9,57
Sorgo 571 3,52 6,48 5,92
Casca de mandioca 6,78 4,60 6,34 5,61
Palha de milho 10,98 0,29 11,63 3,25

Muniz-Marquez et al. (2016) realizaram estudos para obtencdo de FTases por A.
oryzae, onde também se analisou o melhor tempo para produgdo em intervalos de 2
dias. O melhor tempo de cultivo foi de 42 horas. O meio de cultivo utilizado no artigo
foi &gua mel que é um liquido rico em agUcares, que é extraido de uma planta conhecida
como Maguey originaria do México, a fermentacdo foi conduzida em estado solido.
Mussato e Teixeira (2010) avaliaram a producdo de FTase por A. japonicus em
fermentacdo em estado solido, onde foram testadas 3 diferentes fontes de carbono:
sabugo de milho, café sobreiro e silverskin. O melhor resultado obtido no trabalho foi

para o sabugo de milho.

CONCLUSOES

A rafinose foi a fonte de carbono pura que melhor induziu a producdo das
enzimas de FTase por Aspergillus sp. PC-4. As fontes de carbono complexas
alcancaram valores muito superiores as fontes de carbono puras, sendo a alternativa
mais vidvel para obtencdo de tais enzimas, 0 que é interessante por se tratarem de
residuos agroindustriais que normalmente seriam descartados, podendo diminuir 0s
custos da producdo em larga escala que normalmente é elevado. O bagaco de abacaxi se
mostrou uma boa fonte de carbono para producdo de FTases. O melhor tempo de cultivo

para a FTase é de 5 dias.
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RESUMO

Considerando a variedade de compostos encontrados em produtos de origem
natural, o estudo da biodiversidade de um pais é de interesse tanto cientifico quanto
econdmico. Dessa forma um melhor conhecimento dos ecossistemas marinhos é
essencial para o desenvolvimento de diversas areas da ciéncia, ja que estes apresentam
biodiversidade comparavel as florestas tropicais. Os organismos marinhos exibem
caracteristicas bioquimicas diferenciadas apresentando grande potencial para
bioprospecgdo, levando possivelmente a descoberta de novas substancias com
atividades bioldgicas, importantes para o0 desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. As algas vermelhas por exemplo destacam-se dentre os seres aquéticos,
sendo conhecidas como as maiores produtoras de compostos halogenados, apresentando
diversos metabdlitos secundarios com atividades biolégicas. Assim como muitos
organismos, estas algas podem apresentar relacdo de simbiose com fungos, conhecidos
como endofiticos, sendo estes também uma importante fonte de substancias bioativas.
Levando em consideracdo a importancia do estudo de organismos marinhos e os estudos
realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa, este trabalho apresentou como
objetivo aprofundar a prospeccdo quimica do fungo endofitico do género
Nodulisporium, isolado anteriormente da alga vermelha Asparagopsis taxiformis,
buscando otimizar a producdo de dois metabolitos secundarios de interesse, a N-(2-
feniletil)acetamida e o (2E,6E)Nona-2,6,8-trieno-4,5-diol através da variagdo de alguns
fatores na metodologia utilizada para o crescimento do mesmo. Assim pode-se observar
apos analises dos extratos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e comparacédo
com um padrdo, constituido por uma mistura das substancias de interesse, que 0 extrato
obtido pelo cultivo do fungo em meio de malte por 28 dias apresentou maior producéo
dos compostos desejados.

Palavras-chave: Fungos, marinho, Otimizacdo, N-(2-feniletil)acetamida, (2E,6E)Nona-
2,6,8-trieno-4,5-diol.

Chemystry prospection of Nodulisporium sp: growth conditions optimization

ABSTRACT

Seeing the variety of compounds found in natural products, study the
biodiversity of our country have great matter on scientific and economic field.
Therefore, research marine ecosystems it is essential to development of many areas,
since the marine environment has a biodiversity comparable to tropical forests.
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Moreover, marine organisms exhibit distinct biochemistry character, showing great
potential for bioprospecting, leading possibly to the development of new therapeutic
compounds. The red algae for example stand out as producer of halogenated substances,
with many biological active secondary metabolites. Besides that, as many organisms,
algae could exhibit a symbiotic relationship with endophytic fungus, there are also
important as source of bioactive compounds. Seeing the importance of marine
organisms research, and the previous studies of this research group, this work have as
target increase the chemistry prospection of the endophytic fungus Nodulisporium sp,
isolated previous from the red algae Asparagopsis taxiformis, looking for optimize the
production of two secondary metabolites diversifying some factors of the methodology
used on the fungus growth. So it can be noted by the analysis of the extracts in High-
performance liquid chromatography and using a pattern, made by the mixing of the two
compounds of interest, that the extract obtained of the fungus growth in malt for 28
days show better results.

Keywords: Fungus, marine, optimization, N-(2-phenylethyl)acetamide, (2E,6E)Nona-
2,6,8-triene-4,5-diol.

INTRODUCAO

A grande diversidade estrutural e bioatividade de substancias obtidas a partir de
produtos de origem natural representam fatores importantes para seu uso no
desenvolvimento de farmacos e outros bioprodutos. (Bolzani, 2016)

Além das plantas, outros organismos como fungos, insetos, organismos
marinhos e bactérias sdao também fontes importantes de substancias biologicamente
ativas, sendo que a maioria dos farmacos em uso clinico sdo de origem natural ou foram
desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de ou inspirada em produtos
naturais. (Barreiro and Bolzani, 2009). Dentre estes organismos as algas recebendo
destaque devido a sua biodiversidade, sendo comparavel a observada nas florestas
tropicais, esta riqueza de espécies torna as algas fonte de uma enorme variedade de
estruturas quimicas com potencial elevado para descoberta de novos farmacos.
(Machado et al., 2010).

As algas vermelhas (Rhodophyta) por exemplo sdo reconhecidas como as
maiores produtoras de substancias halogenadas no meio marinho, destacando-se como
uma fonte de novos produtos naturais. Amplamente distribuidas em mares temperados-
quentes e tropicais do mundo, o género compreende mais de 130 espécies
morfologicamente complexas. (Pereira, 1999)

Juntamente aos organismos marinhos os fungos endofiticos, encontrados em
simbiose com plantas e algas, tem-se destacado na producédo de metabdlitos bioativos.
Sabe-se que alguns destes seres sdo capazes de produzir metabolitos caracteristicos de

176



seus hospedeiros, sendo uma propriedade importante para a utilizacdo de produtos
naturais ja que pode levar a reducdo da coleta de plantas ou algas que apresentem
crescimento lento ou ameaca de extingdo. Além disso a fermentacdo microbiana como
meio de producdo de substdncias bioativas apresenta muitas vantagens sobre a
utilizacdo de plantas ou algas, em vista da possibilidade de variacdes nas condi¢des de
cultivo, buscando otimizar vias biossintéticas desejadas, maior facilidade em aumentar a
producdo e melhor resposta a técnicas rotineiras de cultura. (Specian et al., 2015)

Diversas substancias naturais de uso terapéutico ja foram identificadas e isoladas
de espécies de fungos, como por exemplo penicilinas e cefaloporinas, utilizadas como
antibioticos, a mevinolina um agente redutor de colesterol, bleomicinas, daunorubicinas
e anélogos utilizados como agentes antitumorais, entre outras. Além disso os fungos
filamentosos, grupo no qual estdo incluidos os fungos endofiticos, tém como
caracteristica a capacidade de biossintetizar uma grande quantidade de metabolitos
secundarios, podendo ser 73% mais produtivo que outras classes de microrganismos.
(Caféu et al., 2005)

Em um trabalho realizado anteriormente no grupo de pesquisa a mestra Camila
Souza Santos verificou a producdo e identificou em mistura duas substancias
produzidas pelo fungo Nodulisporium sp, a N-(2-feniletil)acetamida e o (2E, 6E) Nona-
2,6,8-trieno-4,5-diol, moléculas importantes pois estudos envolvendo compostos
semelhantes relataram atividades bioldgicas como antimicrobiana, no caso de algumas
ariletilamidas (Maskey et al., 2002), e inibitéria contra a enzima isocitrato-liase,
antifingica contra candida albicans e citotdxica frente a células de carcinoma de célon
para alguns poliois alifaticos insaturados, isolados da bactéria Streptomyces sp (Bae et
al., 2013). Porém, os compostos ndo apresentaram massa significativa, dificultando seu
isolamento e impedindo a realizacdo de testes bioldgicos. Com base nessas informacgoes
este trabalho visa identificar como variagdes no meio e no tempo de cultivo podem
afetar a producéo de metabolitos secundarios, bem como das substancias citadas a cima,
buscando aumentar a producdo das mesmas facilitando os estudos quimicos e

bioldgicos.
MATERIAL E METODOS

Para realizacdo do planejamento experimental as variaveis escolhidas foram:

tempo de fermentacdo (7, 14, 21 e 28 dias) e meio de cultivo liquido pobre e rico em
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nutrientes, respectivamente, (Czapeck e Extrato de Malte), totalizando 8 experimentos
realizados em duplicata.

O fungo Nodulisporium sp foi cultivado em placas de Petri contendo PDA e
incubada por 7 dias a 25°C, a fim de se obter maior massa micelar.

Apobs este periodo, 1/3 de cada placa foi inoculado em frascos de Erlenmeyers de
500 mL (5 cm diametro) contendo 200 mL de meio de cultivo, sendo mantidos sob
temperatura de 25°C, em modo estético.

Ao final dos periodos de crescimento, separou-se o micélio do caldo fermentado
através do processo de filtracdo a vacuo. O caldo foi submetido a trés particdes
liquido/liquido com acetato de etila (AcOEt). Apds evaporacdo do solvente foram
obtidos os extratos brutos, que em seguida foram submetidos a etapa de preparo de
amostra (clean-up). Todas as amostras foram preparadas na concentragdo 2 mg.ml* e
analisados por CLAE-DAD, visando obter os perfis quimicos dos mesmos, podendo
assim, comparar a producdo metabdlita do fungo em diferentes condicbes de
crescimento.

As analises foram realizadas em coluna analitica Luna Phenomenex tipo octadecil
silano (C-18) e eluicdo em gradiente H.O/MeOH (95:05—0:100) por 40 min.,
permanecendo nesta condicdo por mais 10 min., com fluxo de 1,0 mL/min. e

comprimento de onda de 254 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisarmos os resultados obtidos dos cultivos da linhagem AT-02, verificou-
se que os perfis quimicos dos extratos se mostraram semelhantes, apresentando diversos
picos com mesmo tempo de retencdo e espectros de UV/Vis ( Figural). A principal
diferenca entre os extratos se deu quanto a intensidade dos picos. Ao observar, por
exemplo, o pico eluido no tempo de retencdo 31,5 minutos nota-se um aumento
significativo na sua producdo conforme aumentamos o tempo de fermentacéo, o que nos
ajuda a confirmar que, a variacdo dos parametros propostos afeta consideravelmente a

producdo metabdlica do micro-organismo em estudo.
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Figura 2: Cromatogramas correspondentes aos diferentes extratos obtidos pela variacdo do meio
de cultivo e tempo de crescimento do fungo Nodulisporium sp e a mistura utilizada como

padrdo para identificacdo das substancias de interesse.

A fim de verificar se houve producdo/aumento dos compostos N-(2-feniletil)
acetamida e (2E, 6E) Nona-2,6,8-trieno-4,5-diol, comparou-se 0s cromatogramas dos
extratos com o da mistura das substancias obtida no trabalho realizado anteriormente.
Pode-se observar que a mistura eluiu em 16,03 minutos, sendo possivel confirmar a
presenca dessas substancias em todos os experimentos realizados além de significativas
variagdes em relacdo a suas quantidades.

Assim, visando maior producdo das substancias de interesse, o cultivo do fungo
em Extrato de Malte fermentado por 28 dias foi selecionado para o cultivo em escala
ampliada de forma a evitar gastos desnecessarios de tempo e material, poupando recurso

e diminuindo o impacto ambiental da pesquisa.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que as diferentes metodologias utilizadas
neste trabalho resultaram em variagdes na concentracdo e quantidade de metabolitos
secundarios produzidos, demonstrando assim a importancia de verificar as melhores
condicdes de cultivo para cada micro-organismo. Além disso, foi possivel confirmar
que o uso de planejamento experimental € uma ferramenta excelente para otimizacéo da
producdo de compostos bioativos de interesse com maior reprodutibilidade dos
experimentos e melhora nos resultados obtidos. Estes resultados demonstram ainda a
importancia da investigacdo das algas marinhas e seus fungos associados, uma vez que
estes ainda foram pouco estudados e podem trazer grandes avangos no ambito da

pesquisa brasileira.
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RESUMO

O estudo da enzimologia abrange uma vasta gama de enzimas de origem animal e
vegetal, contudo as de origem microbiana apresentam grande potencial para aplicacdo
industrial, ja que podem ser produzidas em larga escala, via processos fermentativos.
Contudo, a producdo destas exigem o isolamento e identificacdo de microrganismos
capazes de produzir de forma eficiente o bioproduto de interesse. O objetivo deste
trabalho foi obter a avaliacdo da atividade enzimatica e caracterizacdo da tanase
produzida por Fusarium sp. e Aspergillus sp. isolados a partir da casca de café. As
cepas foram cultivadas meio a fermentacdo submersa utilizando meio mineral
suplementado com &cido tanico 1%, a 28°C e 180 rpm durante 10 dias. Em intervalos de
24 horas as amostras foram recolhidas para obtencdo do extrato enzimatico bruto. A
quantificacdo foi feita meio a técnica de precipitacdo de proteina modificada e o
sobrenadante foi lido a 260 nm. Uma unidade de enzima tanase equivale a 1 umol.mL-1
min-1 de &cido galico. Pelos resultados obtidos observou-se que, Fusarium sp.
apresentou uma atividade tanasica de 1,5+0,032 U/mL apés 8 dias de fermentacéo,
enquanto Aspergillus sp. alcangou valor méaximo de 1,2 + 0,003 U/mL ap6s 5 dias. Por
fim, foi feita a caracterizacdo da enzima frente a diferentes variacbes de pH e
temperatura, da cepa de melhor produtividade, obtendo melhor producdo tanésica de
1,88+0,009 U/mL em pH ideal 5,0 e 1,61+0,019U/mL em temperatura de 40°C. Entéo,
conclui-se que tais fungos apresentam um potencial promissor para a producdo da
tanase, utilizada em diferentes processos biotecnolédgicos industrias.

Palavras-chave: Tanase, Casca de café, Fusarium sp, Aspergillus sp.

Characterization of the tannase activity produced by fungi isolated from biomass
ABSTRACT

The study of enzymology encompasses a wide range of enzymes of animal and
vegetable origin, but those of microbial origin present great potential for industrial
application, since they can be produced in large scale, via fermentative processes.
However, the production of these requires the isolation and identification of
microorganisms capable of efficiently producing the bioproduct of interest. The
objective of this work was to obtain the evaluation of the enzymatic activity and
characterization of the tannase produced by Fusarium sp. and Aspergillus sp. isolated
from the coffee husk. The strains were grown under submerged fermentation using
mineral medium supplemented with 1% tannic acid at 28 ° C and 180 rpm for 10 days.
At 24 hour intervals the samples were collected to obtain the crude enzyme extract.
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Quantification was done using the modified protein precipitation technique and the
supernatant was read at 260 nm. One unit of enzyme tannase is equivalent to 1
umol.mL-1 min-1 of gallic acid. From the results obtained it was observed that,
Fusarium sp. showed a tanase activity of 1.5 £ 0.032 U / mL after 8 days of
fermentation, while Aspergillus sp. reached a maximum value of 1.2 + 0.003 U / mL
after 5 days. Finally, the enzyme characterization was performed against different pH
and temperature variations of the best yield strain, obtaining a better tanase yield of 1.88
+ 0.009 U / mL at ideal pH 5.0 and 1.61 £ 0.019U / ML at 40 ° C. Therefore, it is
concluded that such fungi present a promising potential for the production of the
tannase, used in different biotechnological processes industries.

Keywords: Tannase, Coffee husk, Fusarium sp., Aspergillus sp.

INTRODUCAO

Diversas técnicas e produtos biotecnoldgicos vem possuindo aplicacdes nas mais
diferentes areas como a da saude, industria, ambiente e agropecuaria. As enzimas, por
exemplo, sdo excelentes bioprodutos que podem ser originados dos mais diversos tipos
de animais, vegetais e micro-organismos, sendo utilizados nos mais variados processos
bioldgicos existentes. A tanase mais especificamente € uma enzima que hidrolisa ésteres
e ligacdes laterais de taninos hidrolisaveis, como o acido tanico, gerando glicose e acido
galico (Battestin, 2004).

Na natureza encontra-se uma ampla gama de fungos capazes de produzir
enzimas de interesse biotecnoldgico, tais fungos permitem o isolamento e selecdo de
linhagens fangicas com grande potencial biotecnoldgico. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi a avaliacdo da atividade enzimética da tanase produzida por fungos
filamentosos isolados a partir da casca de café, bem como a caracterizacdo da mesma

frente a diferentes valores de pH e temperatura.

MATERIAL E METODOS

Producéo de extratos enzimaticos por fermentacéo submersa

As coldnias dos fungos previamente isolados e inoculados em placas foram
inoculados retirando discos com didmetros de 7 mm de cada placa e colocados em
erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido mineral e &cido tanico 1%
(p/v) como unica fonte de carbono. O meio mineral foi composto de KH2PO4 0,7%
(p/v), NaH2PO4 0,4% (p/v), MgSO4 0,02% (p/v), (NH4)2SO4 0,1% (p/v) e extrato de
levedura 0,06% (p/v) o qual foi previamente autoclavado a 120 atm. por 15 min. Os

frascos foram colocados em um agitador sob temperatura de 28 °C e rotacdo de 180
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rpm. As amostras da fermentacdo foram coletadas com o auxilio de uma micropipeta,
em intervalos de, aproximadamente, 24h durante 10 dias de fermenta¢do. As mesmas
foram transferidas para um microtubo tipo eppendorf, e centrifugadas a 10.000 xg
durante 5 min. O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir do sobrenadante e

encaminhado para analise posterior.

Quantificacao da atividade da enzima tanase

A atividade tanasica dos extratos enzimaticos brutos foi quantificada utilizando a
técnica de precipitacdo de proteina modificada (Deschamps; Otuk; Lebeault, 1983). A
mistura da reagédo foi formada por 250 pL de acido tanico 1% (p/v) e 250uL do extrato
enzimatico da cultura em tampéo de fosfato de pH 6,0. A mistura foi incubada a 40°C
durante 30 min em um banho Maria. A reacdo foi parada adicionando uma solucéo de 1
mL de 2% (c/v) de albumina de soro bovino (BSA) antes da incubacéo. Todos os tubos
foram conservados a temperatura ambiente por 20 min e centrifugados a 3.000 xg
durante 20 min. Posteriormente, a leitura da absorbancia do sobrenadante foi feita em
espectrofotobmetro (Bioespectro SP 22®), a 260 nm. As concentraces do &cido galico,
produzido pela hidrélise do acido tanico, foram calculadas utilizando uma curva padrao
de acido gélico previamente construida. Uma unidade de enzima (U) corresponde a
liberacdo de 1 umol de &cido galico por mL por min sob condi¢des padrdes de ensaio.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Caracterizacéo da enzima tanase produzida pelos fungos isolados.
Efeito do pH e temperatura na atividade enzimatica

A especificidade da enzima foi estudada frente a diferentes valores de pH entre
4,0 e 8,0. A variacdo do pH foi realizada utilizando os tampdes fosfato-fosfato a 0,2M
para a caracterizagdo da enzima. O ensaio foi realizado conforme descrito no item da
quantificacdo da enzima, alterando apenas o pH do tamp&o na qual o ensaio foi
incubado.

Por sua vez, a atividade da enzima tanase foi avaliada nas temperaturas de 30 a
60°C. Analogamente, o ensaio foi realizado conforme descrito no item da quantificacao

da enzima, alterando apenas a temperatura na qual o ensaio foi incubado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O método da fermentagdo submersa foi utilizado para os estudos cinéticos, tendo
como parametros o crescimento celular e a quantidade de enzima produzida pelos
microrganismos. Iniciou-se o experimento determinando a atividade da enzima tanase
dos fungos Fusarium sp. e Aspergillus sp. presentes no meio de crescimento. No perfil
da curva de crescimento dos fungos (Figuras 1), observa-se uma rapida adaptagdo dos

mesmos no meio liquido enriquecido com &cido tanico 1%.
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Figura 1: Producdo de tanase por Fusarium sp. e Aspergillus sp. em funcdo do
tempo de cultivo.

Segundo a Figura 1 observou-se que, a producdo da enzima tanase pelo fungo
Fusarium sp. foi maxima ap6s 8 dias de fermentacdo, sendo que a sua atividade
enzimatica foi de 1,5+0,032 U/mL. Da mesma forma, a maxima atividade de tanase
produzida pelo fungo Aspergillus sp. foi alcancada ap6s 5 dias do cultivo, apresentando
um valor de 1,2 + 0,003 U/mL. A partir dos resultados obtidos observou-se que, 0
fungo Fusarium sp. obteve uma atividade tanasica 25% maior que a atividade méaxima
observada no caso do fungo Fusarium sp.

Conforme apresentado pela literatura, Riul, (2011) relatou que os fungos que
apresentaram maiores produgdes enzimaticas extracelulares foram Aspergillus phoenicis
com 0,42 U/mL e Aspergillus ochraceus com 0,39 U/mL. Segundo Costa, (2012)
Aspergillus sp. apresentou por fermentacdo em estado sélido atividade de 1,44 U/mL
em folhas de jamum e 0,36 U/mL em casca de café.

Posteriormente foi feito a caracterizacdo enzimatica do fungo de género
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Fusarium sp., a cepa que mostrou uma melhor producdo da enzima tanase. Os dados
obtidos sob diferentes valores de pH e temperatura nos ensaios estdo representados na
Tabela 1.

Tabela 1: Atividade enzimatica da tanase obtida a partir do fungo Fusarium sp. em diferentes

valores de pH e temperatura.

pH Atividade Tanasica (U/mL) Temperatura (°C) Atividade tanasica (U/mL)

Atividade Tanasica U (pmol/mL.min)

4 1,14+0,013 30 1,44+0,006
5 1,88+0,009 40 1,61+0,019
6 1,50+0,011 50 1,400,021
7 0,96+0,019 60 1,360,012
8 0,89+0,023
A Figura 2 descreve a influéncia do pH e temperatura na atividade enzimética da
tanase.
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Figura 2: Caracterizagdo da tanase em distintas variacdes de temperatura e pH, respectivamente.

Pode-se observar analisando a Tabela 1 e a Figura 2, que a enzima tanase
presente no extrato enzimatico apresentou atividades maximas de 1,88 + 0,009 U/mL e
1,61 + 0,019 U/mL em pH o6timo de 5,0 e temperatura 6tima de 40°C, respectivamente.

Segundo Lekha e Lonsane (1997), as tanases séo proteinas acidas com pH 6timo
em torno de 5,5. Da mesma forma Sabu et al. (2005) também descreveram um pH 6timo
inicial de 5,5 para a produgéo de tanase por Aspergillus niger ATCC 16620. Por sua
vez, em relacdo a temperatura, Pinto (2003) observou temperatura 6tima entre 32 e 40°C
utilizando Aspergillus niger 3T5B8. Da mesma forma, uma temperatura 6tima de 40°C
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foi observada em Aspergillus caespitosum, Penicillium charlesii e Penicillium

crustosum.

CONCLUSOES

Conclui-se que os fungos Fusarium sp. e Aspergillus sp., isolados de uma fonte
lignocelulbsica, a casca de café, apresentaram uma atividade tanésica promissora apos 8
e 5 dias de cultivo, com atividade tanadsica de 1,5+0,032 e 1,2+0,003 U/mL
respectivamente. Visando alcancar condi¢cdes 6timas de atividade, a caracterizacdo da
enzima em estudo exibiu pH o6timo de 5,0 com atividade de 1,88+0,009 U/mL e
temperatura de 40°C com atividade de 1,61 +0,019 U/mL.
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RESUMO

Atualmente pouco se tem conhecimento da deteccdo de enzima B-glicosidase utilizando
o0 cacau (Theobroma cacao) como fonte. O objetivo dessa trabalho € avaliar o potencial
biotecnoldgico das bactérias lacticas do cacau de diferente mesorregifes do estado do
Pard e fazer a deteccdo da enzima de diferentes tempos de fermentacdo. Para o
isolamento bacteriano utilizou-se amostras do 2° ao 7° dia de fermentacdo e a
inoculacdo foi realizada em meio de cultura seletivo MRS &gar 36°C/48h. Apd6s o
isolamento foram realizados testes de Gram e catalase para caracterizacdo da bactérias.
Para a deteccdo da enzima, transferiu-se a colnias para placas de Petri contendo LB
agar com 0,1% de esculina sesquihidratada, 0,05% de citrato de ferro (111) amoniacal e
2% de agar. A cada 24h era analisado a producdo de enzima, que se da pela formacéo de
um halo negro envolta da colnia bacteriana, devido a hidrolise da esculina. Apenas
28,8% das coldnias achadas, produziram o halo de BGL sendo a bactéria de nimero 59
de maior halo, com 6,4 cm de didmetro.

Palavras-chave: cacau, enzima, forasteiro, biotecnologia.

Detection of B-Glycosidase produced by bacteria isolated during the fermentation
of Theobroma cacao almond.
ABSTRACT
Currently little is known about the detection of B-glucosidase enzyme using cocoa
(Theobroma cacao) as the source. The objective of this work is to evaluate the

biotechnological potential of the lactic acid bacteria of cacao from different

187



mesoregions of the state of Pard and to detect the enzyme of different fermentation
times. For the bacterial isolation samples were used from the 2nd to the 7th day of
fermentation and the inoculation was carried out in medium of selective culture MRS
agar 36°C / 48h. After isolation, Gram and catalase tests were performed to characterize
the bacteria. For detection of the enzyme, colonies were transferred to Petri dishes
containing LB agar with 0.1% sesquihydrate esculin, 0.05% ammoniacal iron (1)
citrate and 2% agar. Every 24 hours the production of enzyme was analyzed, which
occurs by the formation of a black halo enveloped by the bacterial colony, due to the
hydrolysis of esculin. Only 28.8% of the colonies found produced the halo of BGL
being the bacterium of number 59 of greater halo, with 6.4 cm of diameter.

Keywords: cocoa, enzyme, forasteiro, biotechnology

INTRODUCAO

As bactérias lacticas na fermentacdo do cacau, sdo resposnsaveis por degradar o
acucar da polpa e converter acido citrico e malico em éacido lactico (Mozzi et al., 2010).
E sdo constituidas por um grupo de bactérias gram positivas, na forma de cocos ou
bacilos, catalase negativa ndo patogénica e anaerobias facultativas (Axelsson, 2004)

A B-Glicosidase (B-D-gluciside glucohidrolase, EC 3.2.1.21) pode ser
encontrada em bactérias, fungos, plantas e animais. Esta enzima exerce funcdes
fundamentais em muitos processos bioldgicos. Em microorganismos celuloliticos, o
BGL esta envolvido na inducéo da celulase e na hidrolise da celulose (Tomme et al.,
1995). Normalmente, todos os microorganismos celuloliticos sdo produtores de -
Glicosidases. A BGL possuem ampla especificidade de substrato e exercem papéis
indispensaveis a natureza, incluindo a fragmentacdo de flavonodides glicosilados em
plantas (Singhania and Patel, 2017).

O presente trabalho teve como objetivo isolar as bactérias encontradas nas
améndoas de cacau de 3 regifes do Para e em 7 dias de fermentacdo. A caracterizagdo
foram segundo sua morfologia e coloracdo de Gram e teste de catalase e sua produgéo

de enzimas como a B-glicosidase em placa.

MATERIAL E METODOS
Para o presente estudo foram coletados sementes de cacau da variedade

Forasteiro no periodo de agosto a outubro de 2015, oriundos de trés municipios
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paraenses distintos: Placas que esta situado na mesorregido do Baixo Amazonas,
Medicilandia situado na mesorregido da Transamazbnica e Tomé-Ac¢l situado na
mesorregido do Nordeste Paraense.

A Fermentacéo ocorreu logo ap6s a quebra dos frutos de cacau e remogédo das
sementes e da polpa. Em seguida a polpa foi homogeneizada de forma manual para
obter a massa de cacau. Apds esse processo, preencheu-se o local de fermentacédo
comumente conhecido como cocho, onde ocorreu a fermentagdo por uma semana.

Realizaram-se as retiradas de 300g de amostras em todos os dias de fermentacéo
de forma asséptica e armazenadas embalagem de plastico estéril sob refrigeracao a -
18°C. Porém o primeiro revolvimento ocorreu a partir 48 horas de fermentacdo para
escoacdo do mel e aeracéo.

TABELA 1. Tempo de fermentacéo

Revolvimento Descricéo Fermentacéo
1° 48 h apds o preenchimento do cocho 3° dia
2° 24 h apds o primeiro revolvimento 4° dia
3° 24 h apds o segundo revolvimento 5° dia
4° 24 h apds o terceiro revolvimento 6° dia
5° 24 h apds o quarto revolvimento 7° dia

Fonte: elaborado pelo autor

Apbs a realizacdo das 7 coletas de diferentes dias de fermentacdo, a amostra foi
transportada até Belém-PA e as analises foram desenvolvidas no Centro de Valorizacédo
Agroalimentar e Compostos Bioativos da Amazénia (CVACBA).

Para o isolamento das bactérias acido lacticas, foram necessario 25¢g do cacau e
se realizou a diluicdo seriada até 107 e em seguida, aplicou-se a técnica de semeadura
por superficie em meio agar MRS transferindo-se 0,1 ml de cada diluicdo e
homogeneizada com alca de Drigalski. Para a incubacdo, utilizou-se jarras de
anaerobiose onde se armazenou as placas de Petri com 0 meio MRS Agar e juntamente
com o kit de anaerobiose a 36 °C por 48h. (Papalexandratou et al., 2011).

Coloracéao diferencial de Gram. Preparou-se um esfregaco da cultura da seguinte
forma: Sobre uma lamina de vidro colocou-se uma gota da solucdo de agua glicerinada
a 10%, onde emulsionou-se uma algada da colonia com o auxilio da al¢a de platina. A
fixacdo é feita passando a lamina de brevemente sobre a chama do bico de Biinsen até
secar (Silva et al., 2001).
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Gram Negativa — As ceélulas sdo descolorizadas por solucdo de alcool-acetona e
assumem uma cor rosa a cor vermelha contrastada com o corante safranina. Gram
Positiva — As células retém o corante cristal violeta e permanecem roxas a azul-escuro
(Woodland, 2004).

O Teste de catalase foi realizado, retirando-se as coldnias com auxilio de uma al¢a
metalica e homogeneizar em solucdo de Perdxido de Hidrogénio (H202) a 3% (v/v) em
uma lamina de vidro. Formacéo de bolhas de gas indica reacdo de catalase positiva, isso
acontece quando o oxigénio molecular é libertado na reacdo. As bactérias lacticas ndo
reagem com o Peroxido de Hidrogénio, isto é, ndo possuem a enzima catalase (Peh and
Pyah, 2014).

Para a deteccdo de bactérias produtoras de pB-Glicosidase. Apds o
iIsolamentos das coldnias, transferindo do meio MRS e inoculando em placas de Petri
contendo agar LB (Luria-Bertani). A composicdo do meio incluiu 0,1% de esculina
sesquihidratada, 0,05% de citrato de ferro (111) amoniacal e 2% de agar. Em seguida,
para o crescimento bacteriano, as placas foram incubadas em estufa a temperatura de
36° C. A producdo de BGL é identificada pelo surgimento de halo escuro ao redor da
colbnia. Isso se deve a clivagem enzimatica da esculina, conforme a reacgéo ilustrada na
figura 1. A avaliacdo do desenvolvimento da col6nia e formacao de halo foi realizada a

cada 24 horas de incubacao.

FIGURA 1. Reacdo de hidrolise da Esculina, aplicada para deteccdo de atividade
enzimatica da [-glicosidase.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 52 col6nias encontradas, apenas 15 coldnias (28,8%) distribuidas em 3
municipios diferente, hidrolisaram a esculina e evidenciada através dos halos de B-
glicosidases, no qual mediu-se o didmetro. As tabelas 2, 3 e 4 mostram a deteccéo de
halo da enzima das 3 regides distintas, produzidas por bactérias do cacau. De todos 0s
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halos formados a maioria foi por bactéria com o formato de bacilo e apenas uma com o
formato cocos.
TABELA 2. Municipio de Tomé-Agu

Dia de MO Catalase Gram Morfologia Crescimento BGL
fermentacao (horas) (cm)
32 3 - + Bacilo 48 2,1
4 - + Bacilo 24 2,3
4¢ 10 + - Bacilo 48 2,6
18 + - Cocos 48 1,3

TABELA 3. Municipio de Medicilancia

Dia de MO Catalase Gram Morfologia  Crescimento BGL
fermentacdo (horas) (cm)

20 31 - + Bacilo 48 15

32 - + Bacilo 24 15

33 - + Bacilo 24 1,3

36 - + Bacilo 48 15

37 - + Bacilo 48 2,2

40 42 - + Bacilo 24 3,6

TABELA 4. Municipio de Placas

Dia de MO Catalase Gram Morfologia Crescimento BGL
fermentacéo (horas) (cm)
40 59 - + Bacilo 24 6,4
60 - + Bacilo 24 3,1
61 - + Bacilo 24 1,7
7° 75 - + Bacilo 24 2,5
76 - + Bacilo 24 23

Todas as regides tiveram bactérias formadoras de BGL no 4° dia de fermentacgéo
do cacau. Em relacdo a coloragdo de Gram, a maioria encontrada foi de Gram negativo
e o formato de bacilo, sendo caracteristicas de Lactobacillus. A bactéria de numero 59
demonstrou ser excelente produtora da enzima BGL, onde, em 24 horas produziu um
halo de 6,4 cm de enzima, evidenciado na figura 2.

FIGURA 2. Presenga/auséncia da hidrolise da esculina
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CONCLUSOES

Atualmente existem poucos estudos que avaliem a producdo da enzima BGL por
bactérias &cido lacticas ou que associem a producao dessa enzima com o cacaul.

De acordo com os resultados, demonstrou-se ter poténcia biotecnoldgico e sendo
possivel produzir a enzima B-Glicosidase a partir de bactérias acido-lacticas do cacau.

Sendo essa por sua vez, uma bactéria muito resistente a pH baixos.
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RESUMO

A mancha bacteriana, causada por Xanthomonas vesicatoria € uma das doencas mais
importantes da cultura do tomate. O controle quimico da mancha bacteriana tem sido
feito com antibioticos para uso em agricultura e produtos a base de cobre. No entanto,
varios relatos apontam para a baixa eficiéncia dos mesmos, tendo como uma possivel
causa o aparecimento de individuos resistentes nas populacfes bacterianas, assim como
a acumulacdo de material quimico no ambiente, e consequentemente perdas de area
plantada. Uma alternativa no controle da X. vesicatoria ¢ a descoberta de novos
compostos produzidos por fungos isolados de sedimentos marinhos da Antartica. Nesse
sentido, os metabolitos secundarios foram obtidos utilizando 39 fungos filamentosos
isolados de sedimentos marinhos da Antartica com potencial atividade contra X.
vesicatoria. Os fungos foram inoculados nos frascos Erlenmeyer contendo 2% de meio
liguido de malte e mantidos durante 20 dias sob agitacdo constante (150 rpm) a 15°C. A
biomassa microbiana e o sobrenadante foram separados. O sobrenadante foi submetido
a extraccdo liquido-liquido com acetato de etila para extracdo de metabolitos
secundarios extracelulares. A fraccdo organica foi concentrada e submetida a bioensaio
contra X. vesicatoria, utilizando o ensaio em microplaca com resazurina (REMA). A
partir dos dados obtidos nesta analise, foi determinado que 8 amostras apresentaram
atividade significativa contra a bactéria, com uma percentagem média de inibicdo do
crescimento bacteriano de 96,12%, superior ao controle positivo utilizado no teste
(Canamicina) que foi de 94,02%.

Palavras-chave: Metab6litos secundario, mancha bacteriana, tomate, bioatividade.

Secondary metabolites produced by fungi from Antartica and evaluation of
activity against Xanthomonas vesicatoria

ABSTRACT

The bacterial spot caused by Xanthomonas vesicatoria is one of the most important
diseases of the tomato crop. Chemical control of the bacterial spot has been made with
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antibiotics for use in agriculture and copper-based products. However, several reports
point to the low efficiency of the same, having as a possible cause the emergence of
resistant individuals in bacterial populations, as well as the accumulation of chemical
material in the environment, and consequently losses of planted area. An alternative in
the control of X. vesicatoria is the discovery of new compounds produced by fungi
isolated from Antarctic marine sediments. In this sense, secondary metabolites were
obtained using 39 filamentous fungi isolated from Antarctic marine sediments with
potential activity against X. vesicatoria. The fungi were inoculated into Erlenmeyer
flasks containing 2% malt liquid medium and kept for 20 days under constant stirring
(150 rpm) at 15°C. The microbial biomass and the supernatant were separated. The
supernatant was subjected to liquid-liquid extraction with ethyl acetate for extraction of
extracellular secondary metabolites. The organic fraction was concentrated and
submitted to bioassay against X. vesicatoria using the resazurin microplate assay
(REMA). From the data obtained in this analysis, it was determined that 8 samples
presented significant activity against the bacterium, with a mean percentage of
inhibition of bacterial growth of 96.12%, higher than the positive control used in the test
(Kanamycin), which was 94, 02%.

Keywords: Secondary metabolites, bacterial spot, tomato, bioactivity.

INTRODUCAO

Xanthomonas sdo bactérias Gram-negativas fitopatogénicas distribuidas
mundialmente e sdo responsdveis por doencas em diversas espécies vegetais
economicamente importantes (Ryan et al., 2011; Rodriguez et al., 2012). Espécies do
género Xanthomonas podem ser facilmente espalhadas em agua, pela movimentacao de
material infectado, tais como sementes ou plantas de propagacdo, e por meios
mecanicos, tais como ferramentas de poda infectados. Ao entrar em contacto com um
hospedeiro suscetivel, as bactérias entram através de feridas ou aberturas naturais das
plantas, como um modo para infectar (Ritchie, 2002). No Brasil muitas doencas
causadas por bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas afetam culturas de
grande importéncia econdmica e social tais como: citros, mandioca, tomate, feijéo,
maracuja, cana-de-acucar (Ryan et al., 2011; Rodriguez et al., 2012).

A mancha bacteriana, causada por X. vesicatoria € uma das doencas mais
importantes da cultura do tomate para o processamento industrial no Brasil (Malavolta
Junior, 2004). Esta doenca tem causado grandes perdas no cultivo do tomate reduzindo
a produtividade pela destruicdo de tecido foliar e pela derrubada de frutos em formacéo,
além de comprometer a qualidade e o valor comercial dos frutos (Lopes e Quezado-
Soares, 2000).

O controle quimico da mancha bacteriana tem sido feito com antibioticos para

uso em agricultura e produtos a base de cobre (Lopes e Quezado-Soares, 2000). No
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entanto, varios relatos apontam para a baixa eficiéncia dos mesmos, tendo como uma
possivel causa o aparecimento de individuos resistentes nas populacBes bacterianas
(Nascimento et al. 2013), assim como a acumulagdo de material quimico no ambiente, e
consequentemente perdas de area plantada.

Considerando a necessidade atual de novas alternativas no controle a X.
vesicatoria que visam substituir os produtos quimicos a0 mesmo tempo minimizar
danos ao meio ambiente.

A adaptabilidade dos fungos as condi¢Ges oceanicas na Antartica pode ser
considerada um ponto de interesse no campo da biotecnologia marinha, uma vez que as
condicBes nestes ambientes extremos podem contribuir para a descoberta de moléculas
ainda desconhecida produzidas por esses micro-organismos.

O conhecimento da sua diversidade fungica e o potencial biotecnolégico destes
micro-organismos sdo de extrema relevancia e estratégico para o conhecimento da
dindmica dos ecossistemas antarticos e para a obtencdo de compostos naturais de valor
agregado (Pikuta et al., 2007). Dessa maneira o0 presente trabalho apresenta a obtengéo
de metabdlitos secundarios produzidos por fungos isolados de sedimentos marinhos da
Antartica e avaliacdo antibacteriana destes metabolitos contra a bactéria X. vesicatoria,

causadora da mancha bacteriana no tomate.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados 39 fungos filamentosos isolados de sedimentos
marinhos coletados na Antartica. Os fungos foram replicados em placas de Petri
contendo meio malte 2% e incubados em B.O.D. a 15°C por 10 dias e transferidos para
frascos Erlenmeyer contendo o meio liquido malte 2% e foram mantidos pelo periodo
de 20 dias em agitacdo constante (150 rpm) a 15°C.

Apos crescimento flngico, a biomassa microbiana e o0 sobrenadante (meio
metabdlico) foram separados. O sobrenadante foi submetido a extragdo liquido-liquido
com acetato de etila para extracdo de metabolitos secundarios extracelulares. Apds a
evaporacao do solvente da fracdo organica, as amostras (extratos extracelulares) foram

submetidas aos bioensaios contra a bactéria X. vesicatoria.

O bioensaio antibacteriano foi realizado empregando o ensaio em microplaca de
96 pogos com resazurina (REMA) (Silva e Ferreira, 2013). Para controle do veiculo foi

utilizado dimetilsulfoxido 1%, controle positivo a Canamicina e controle negativo
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apenas inoculo. Nos demais pocos foram testados diferentes concentraces dos extratos.
A inibicdo do crescimento bacteriano foi medida através da emissdo fluorescéncia
ocasionada pela transformacdo da resazurina em resorufina, sendo que os dados foram
obtidos pelo espectrofotdmetro de fluorescéncia. Todos os testes foram realizados em

triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito em materiais e métodos foram produzidos extratos
extracelulares de 39 fungos. Estes extratos foram submetidos ao bioensaio, a fim de
verificar qual dos extratos apresentava atividade antibacteriana contra a X. vesicatoria.
Os resultados obtidos mostraram que dos 39 extratos testados 9 apresentaram uma
porcentagem média de inibicdo do crescimento bacteriano maior que 90%, como pode
ser observado na Tabela 1, que apresenta as porcentagens de inibi¢do do crescimento de

X. vesicatoria obtidas para os 9 extratos bioativos na concentracdo de 3,0 mg/mL.

Tabela 1. Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano dos extratos bioativos

Cddigo do Media de inibicdo de
fungo células (%)

2B-1C115l111 95,82
4A-1C115111 94,70
3A-1C315l111 97,03
2A-1C1111 96,35
6DC415I 96,08
3A-1C215111IC 97,81
2D-3C1151111 96,98
6DC215l111 94,24
5B-1C315l111 94,01

Observando a Figura 1, que apresenta a média de inibicdo de células (%)
obtidas pelos extratos em relacdo a média de inibicdo de células do controle positivo
(%), e possivel verificar também que 8 extratos apresentaram porcentagens de inibicdo

maior que o controle positivo que foi de 94,02%.
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Figura 1. Média de inibicdo celular (%) dos extratos bioativos em relacdo com a média

de inibig&o celular do controle positivo.

CONCLUSOES

Dentre os 39 extratos extracelulares estudados 9 produziram atividade
significativa contra X. vesicatoria e 8 extratos apresentaram inibicdo do crescimento de
X. vesicatoria maior que o controle positivo.

Considerando que a composicdo dos extratos ndo foi ainda identificada, os
resultados obtidos revelam quais extratos contém compostos quimicos potencialmente

ativos contra X. vesicatoria.
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RESUMO

O rompimento da barragem de rejeitos de mineracdo de ferro em Mariana (MG),
resultou em um dos maiores desastres ambientais no Brasil. Aproximadamente 60
milhGes de metros cubicos de rejeitos de mineracdo foram liberados na bacia do Rio
Doce causando uma série de impactos diretos e indiretos ao longo de 663 Km. Até o
momento, a comunidade microbiana presente nas regides foi pouco abordada em
estudos. O objetivo deste trabalho foi avaliar se a diversidade bacteriana e indicadores
quimicos do solo foram alterados apds o desastre ambiental. A coleta de amostras de
solo foi realizada no distrito de Paracatu de Baixo, municipio de Mariana, em areas
afetadas pela onda de rejeitos e em areas de mata natural. Apé6s a extracdo do DNA
realizou-se 0 sequenciamento da regido do gene RNAr 16S pela plataforma Illumina
Mi-seq. Os dados obtidos foram analisados utilizando-se Uchime, MG-RAST e PAST.
Houve significativa reducdo da diversidade bacteriana nas regides afetadas em
comparagdo com as regides de mata natural e alteracbes em padrées quimicos do solo.

Palavras-chave: Rejeito de mineracdo; Metagenémica; Impacto ambiental; Shannon;

Bacterial diversity in soils after environmental disaster in Mariana, Minas Gerais.

ABSTRACT

The colapse of the iron tailings dam in Mariana (MG), resulted in one of the biggest
environmental disasters in Brazil. Approximately 60 million cubic meters of mining
tailings were released in the Rio Doce basin causing a series of direct and indirect
impacts along 663 km. Until now, the microbial community present in the regions was
little studied. The aim of this study was to evaluate if the bacterial diversity and and the
chemistry parameter was changed after the environmental disaster. Soil samples were
collected in the district of Paracatu de Baixo, Mariana, in regions affected by the tailings
wave and in natural forest areas. After DNA extraction, the 16S RNAr gene region was
sequenced by the Illumina Mi-seq platform. The data obtained were analyzed using
Uchime, MG-RAST and PAST. There was a significant reduction of bacterial diversity
in the affected regions compared to natural forest regions and changes in soil chemical
patterns were observed

Keywords: Mine tailings; Metagenomics; environmental impact; Shannon;
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INTRODUCAO

O rompimento da barragem de rejeitos de mineracdo de ferro no municipio de
Mariana (MG) ocasionou um dos piores desastres ambientais j& ocorridos no Brasil. A
onda de rejeitos de mineracdo de aproximadamente 60 milhdes m?3 liberada na bacia
hidrografica do Rio Doce destruiu por completo dois distritos resultando em 19 mortes,
a remocdo de mais de 1619 hectares de mata atlantica nativa, entre outros impactos
diretos e indiretos ao longo dos 663 Km percorridos (IBAMA., 2015).

Desde o rompimento, diversas medidas foram adotadas para a avaliacdo dos
impactos causados pelo rompimento como forma de buscar subsidios para a
implementacdo de programas de recuperagdo frente ao passivo ambiental deixado.
Entretanto, muito pouco tem se abordado sobre a comunidade microbiana dos solos nas
regides afetadas, conhecimento este que pode ser essencial para o sucesso de programas
de revegetacdo e recuperacdo dos ecossistemas. O objetivo deste trabalho foi avaliar se
a diversidade bacteriana e indicadores quimicos do solo foram alterados ap6s o desastre
ambiental.

MATERIAL E METODOS

A coleta de amostras de solo foi realizada no dia 3 de margo de 2016, distrito de
Paracatu de Baixo, municipio de Mariana, zona da mata do estado de Minas Gerais e
segundo distrito afetado pela onda de rejeitos. Duas areas foram escolhidas para a
coleta, uma de mata natural e outra &rea anteriormente de mata natural mas que teve a
sua vegetacdo removida pela onda de rejeitos.

A amostragem foi realizada segundo Faoro et al. (2010) e Li et al. (2015) com
algumas modificagdes. Foram realizados transeptos de 50 metros, coletando trés
amostras compostas, numa profundidade de 0 a 15 cm com aproximadamente 0,5 Kg.
As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, armazenadas sob refrigeracdo e
levadas ao laboratério onde foram peneiras e armazenadas. Cada ponto de amostragem
foi georreferenciado com auxilio de um aparelho GPS (Garmin).

Uma amostra composta de cada regido foi utilizada para as analises das
propriedades quimicas do solo, realizados nos laboratorios do Departamento de Solos
da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

O DNA das amostras foi extraido a partir de 0,5 g de cada amostra de solo,
utilizando o Kit Nucleospin Soil (Macherey-Nagel Laboratories), de acordo com as
recomendagdes do fabricante. O DNA obtido foi analisado em eletroforese em gel de
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agarose 1,0 %, visualizado em transiluminador (Applied Biosystems) e o DNA

quantificado por Nanodrop (Thermo Scientific).

O DNA extraido foi sequenciado pela plataforma Illumina Miseq apds
amplificagéo da regido V4 do gene rRNA 16S e utilizando os primers 515f-806r, ambos
0s processos, de amplificagdo e sequenciamento, foram executados de acordo com o0s

protocolos propostos por Caporaso et al. (2012).

Os dados de sequenciamento obtidos pela plataforma Illimina MiSeq foram por
analisados pelas plataformas Uchime (http://www.drive5.com/) e carregados para o
servidor MG-RAST (MetaGenome Rapid Annotation using Subsystem Technology,
http://metagenomics.anl.gov/) sendo analisados pela pipeline padréo do servidor utilizando
0 banco de dados SILVA (https://www.arb-silva.de/).

indices de diversidade de Shannon, Margalef e dominancia de Simpsom foram
gerados e demais andlises estatisticas foram calculados através do software PAST
(HAMMER; HARPER; RYAN., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises quimicas do solo mostraram um aumento de quase
sete vezes na quantidade de ferro na regido na qual a onda de rejeitos passou, também
foi verificada a diminuicdo da matéria organica e o aumento do pH (Tabela 1). O
aumento do pH €é conhecido fator que limita o crescimento microbiano, diminuindo a
eficiéncia da revegetacdo da area (Olivares et al., 2013). A diminui¢cdo da matéria
organica, pode ser explicada pois quase a totalidade da vegetacdo presente foi lixiviada
pela onda de rejeitos nas regides afetadas.
Tabela 1. Resultados da andlise quimica* das amostras de solo coletadas nas areas que

houve deposicdo do rejeito e de mata natural, ndo afetada.

Rejeito Mata Rejeito Mata
pH (agua) 7,6 6,1 Na 11 5,1
(mg/dmd)
Ca*? (cmol/dmd) 0,5 51 ISNa (%) 8,39 0,31
K(mg/dm?3) 7 130 M.O. 0,9 5,7
(dag/Kg)
CTC(t) 0,6 6,9 Zn 2,5 4,6
(cmol/dm3) (mg/dm?)
CTC(T) 0,6 11 Fe(mg/dm3) 129,3 18,9
(cmol/dmd)
Mg*2(cmol/dm3) 0 1,5 Mn(mg/dm) 117,5 90,9
SB(cmol/dmd) 0,6 6,9 S 4,2 26,9

* Métodos de andlise: P-Na-K-Fe-Zn-Mn-Cu, extrator Mehlich I; pH em agua; B-extrator de 4gua quente, SB — soma das bases
trocaveis, H + Al — Extrator Acetato de célcio 0,5 mol/L; Ca-Mg-Al, extrator KCI 1 mol/L; V= indice de saturagdo de bases, ISNa —
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indice de saturacdo de sédio; M.O- Matéria organica, oxidacdo de Na, Cr, 4N + H,SO,. P-rem=fdsforo remanescente; S- extrator
fosforo monocalcico em acido acético.

A diversidade dos micro-organismos avaliada através do sequenciamento do
gene RNAr 16S foi avaliada a partir dos indices de diversidade de Shannon, Margalef e
dominéncia de Simpson com trés amostras para as regifes de mata natural e rejeito,
sendo utilizado o nivel de OTU (Unidade taxondmica operacional) (Tabela 2). Como
esperado, o teste “T de diversidade” do programa Past mostrou significativa redu¢ao da
diversidade bacteriana na area afetada pelo rejeito. Essa reducdo, pode ser justificada
em parte pela drastica mudanca no ambiente, ja que anteriormente se tratava de uma
area de mata e passou a ser uma regido de solo exposto com restos de rejeito de
mineracao.

O resultado aqui observado diverge do que foi observado por Segura et al.
(2016), que ao avaliar a diversidade de micro-organismos, por meio de técnicas
dependentes de cultivo, da regido de Bento Rodrigues, também afetada pela onda de
rejeitos de mineracéo, ndo encontrou diferenca significativa entre areas afetadas e ndo
afetadas. Entretanto, nossos resultados concordam com outros trabalhos quando
concluem que a atividade mineradora reduz a diversidade microbiana, principalmente a
do Dominio Bacteria (QUADROS et al., 2016; ESCOBAR et al., 2015; Li et al., 2015).

Tabela 2. indices de dominancia de Simpson, diversidade de Shannon e Margalef por

areas de Mata natural e area de solo exposto com rejeitos de mineracao.

Solo/Rejeito Solo/Mata
Simpson 0,7992 0,891
Shannon 2,88 3,406
Margalef 37,6 39,59

A reducdo da diversidade microbiana pode trazer como consequéncia a reducdo
ou perda de diversos servicos ecossistémicos como a ciclagem de nutrientes, essencial
para a recuperagdo de ambientes degradados como a bacia do Rio Doce (Jung et al.,
2016; Smith et al., 2015).

A andlise das mudancas na regido utilizando-se de técnicas moleculares de
avaliacdo da diversidade € uma ferramenta importante para monitoramento da
recuperacdo, como destacado por Mohapatra et al. (2011) e Escobar et al. (2015).

Resultados de estudos em areas afetadas por rejeitos da atividade mineradora relatam
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que sem intervencdes, essas areas podem levar séculos para se aproximarem de areas
naturais conservadas. Medidas como a revegetacdo podem auxiliar a recuperagdo da
diversidade microbiana, entretanto mesmo esta pode levar entre 20 e 90 anos para fazer
com que a diversidade de micro-organismos se aproxime das areas ndo afetadas (Li et
al., 2014; Quadros et al., 2016; Li et al., 2015).

CONCLUSOES

A diversidade de bacteriana foi diminuida de maneira significativa no solo nas
regides afetadas pelo rejeito de mineracéo liberado da barragem da Samarco.
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RESUMO

O presente trabalho avaliou o efeito da adicdo de vinhaca associada ao herbicida
tebutiurom na comunidade microbiana em amostras de solos cultivados com cana-de-
acucar por manejo organico. Os resultados para bactérias e fungos totais revelaram o
impacto negativo em praticamente todos os tratamentos propostos pela aplicacdo de
tebutiurom juntamente com vinhaca em diferentes volumes. Além disso, quando
adicionados ao solo separadamente, o nimero de UFC para os grupos analisados
também foi reduzido em comparagdo a amostra controle. Portanto, concluiu-se que o
herbicida tebutiurom e a vinhaca, associados ou ndo, causam um impacto direto na
biomassa microbiana do solo.

Palavras-chave: Cana-de-agUcar, herbicida, manejo orgéanico, micro-organismos e
residuo.

Microbial community in soils with vinasse and tebuthiuron application

ABSTRACT

It was evaluated the effect of vinasse addition associated with herbicide tebuthiuron in
microbial community of soils samples cultivated with sugarcane by organic
management. The results for bacteria and fungi revealed negative impact in practically
all treatments proposed by tebuthiuron application with vinasse in different volumes. In
addition, CFU number was also reduced in relation to control samples even when
vinasse and tebuthiuron were added separately. Therefore, it was concluded that the
herbicide tebuthiuron and vinasse, associated or not, have a direct impact on the soil
microbial biomass.

Keywords: Sugarcane, herbicide, organic management, microorganisms and residue.
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INTRODUCAO

A cana-de-aglcar é de suma importancia para o agronegdcio brasileiro, onde
ocupa uma area de 8.654 mil hectares e tendo uma producéo de 665.586,2 mil toneladas
na safra 2015/16. A previsdo da safra 2016/2017 ¢é de aproximadamente 694.544,8 mil
toneladas, dentro disso tem o estado de Séo Paulo como maior expoente, representando
55% da producdo (CONAB, 2017).

Contudo, a producdo de cana-de-acucar € afetada pela presenca de plantas
daninhas. Deste modo, faz-se necessario seu controle com herbicidas, cuja utilizacdo
aumentou atualmente pela proibicdo do uso de fogo na colheita (Toniéto et al., 2016).
Dentre os compostos mais aplicados no Brasil na cultura da cana-de-agucar, encontra-se
o tebutiurom, um herbicida pré-emergente e de acdo sistémica que age sob 25 tipos de
plantas daninhas (Tomlin, 1997).

Além disso, a crescente producdo de alcool combustivel gerou um aumento no
volume de residuos, visto que para cada litro de alcool, ha a geracdo média de 13 litros
de vinhaca. Uma alternativa como destinagdo deste residuo é sua aplicacdo na lavoura
que se denomina fertirrigacdo (Orlando Filho, 1981). Esta pratica se deve aos beneficios
como o fornecimento de nutrientes para as plantas e o aumento da comunidade
microbiana (Camargo, 1954).

O cultivo da cana-de-acucar geralmente € caracterizado pelo manejo
convencional, porém se observa uma crescente mundial e também nacional na utilizacdo
do manejo organico para lavouras canavieiras (Evangelista et al., 2013). Neste sentido,
ha diferencas nos atributos bioldgicos pelos diferentes sistemas de manejos que
distinguem suas qualidades como, por exemplo, a biomassa microbiana do solo (Balota
et al., 2003). Este parametro é sensivelmente afetado quando submetido a fatores de
estresse, refletindo em alteracdes na densidade, diversidade e atividade das populacdes
microbianas (Pankhurst and Lynch, 1994).

Portanto, o trabalho teve como finalidade avaliar o efeito da adi¢do de vinhaca
e/ou tebutiurom na comunidade de bactérias e fungos totais em amostras de solos

cultivados com cana-de-agUicar por manejo organico.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Faculdade de Ciéncias Agréarias e Tecnologicas
(FCAT) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Dracena.
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O solo cultivado com cana-de-acUcar e de manejo organico foi coletado na
fazenda Jacutinga (Planeta Verde) em Lucélia-SP. As amostras foram coletadas até no
maximo 30 cm de profundidade do perfil do solo. Posteriormente, as amostras de solo
foram peneiradas, homogeneizadas e acondicionadas em recipiente plastico.

A vinhaca foi coletada na usina sucroenergeética Caeté, localizada em Paulicéia-
SP, e acondicionada em um gal&o pléastico. Ja o herbicida tebutiurom foi adquirido em
estabelecimento comercial em Dracena-SP na forma do produto comercial
Combine® 500SC (Dow AgroSciences Industrial Ltda).

Foram preparadas amostras de solo para contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) de bactérias e fungos totais. Conforme a Tabela 1 abaixo, 0s seis
tratamentos foram propostos de acordo com a dose de tebutiurom recomendada pelo
produto comercial (TBT) e o volume de vinhagca comumente utilizado na lavoura

canavieira (VV), segundo Lourencetti et al. (2012).

Tabela 1. Composicgéo dos tratamentos em solo de manejo organico

Tratamentos TBT VvV
Solo (controle) - -

TBT 1x 1,0x -

VV 1x - 1,0x
TBT 1x + VV 1x 1,0x 1,0x
VV 2x - 2,0x
TBT 1x + VV 2X 1,0x 2,0x

A quantificacdo da comunidade microbiana para os dois grupos foi determinada
pela contagem de UFC no método Pour Plate. Na Tabela 2, estdo apresentados 0s

grupos microbianos, os meios de cultura, as dilui¢Bes e as condi¢des de incubacao.

Tabela 2. Pardametros de inoculacéo e incubagdo dos micro-organismos

Grupo microbiano | Meio de cultura Diluicbes Incubacéo
Bactérias PCA 10“4e 10° 35 °C por 48 h
Fungos totais BDA 103 e 10* 28 °C por 120 h

Os dados para cada tratamento foram analisados efetuando-se a anéalise de
variancia pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade para a comparacdo de médias.

Utilizou-se para a andlise estatistica o software Microcal Origin 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados demonstraram um comportamento semelhante para o numero de
UFC de bactérias e fungos totais para o solo de manejo organico cultivado com cana-de-

acucar (Figuras 1 e 2 e Tabela 3).
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Inicialmente para bactérias (Figura 1 e Tabela 3), observa-se que o solo controle
teve menor quantidade de UFC apenas para o tratamento “TBT 1x + Vinhaga 1x”.
Quando comparado as amostras com uma dose de TBT e de vinhaga separados, o solo
controle teve uma maior quantidade de colnias bacterianas. Assim, revelou-se um
impacto negativo destes compostos na comunidade de bactérias.

No entanto, quando associado os dois produtos no solo, o valor de UFC para
bactérias por grama de solo foi de 143*10% sendo maior que o tratamento controle
(94*10* UFC.g! solo). Além disso, quando adicionado o dobro do volume vinhaga (VV

2X), a comunidade bacteriana também foi reduzida.
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Figura 2. Numero de UFC de fungos totais nos tratamentos.

Com relagdo ao grupo fungico (Figura 2 e Tabela 3), observa-se que o solo

controle teve a maior quantidade de UFC entre todos os tratamentos. Entretanto, ndo
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houve diferenca significativa em comparagao com “TBT 1x” e “VV 1x”. Associando
“TBT 1x + VV 1x”, foi demonstrada uma redu¢dao na comunidade de fungos totais
significativamente diferente.

Igualmente aos dados para bactérias, os tratamentos com duas vezes o volume de
vinhaga (“VV 2x” e “TBT 1x + VV 2x”) foram aqueles com menor nimero de colonias

para fungos totais.

Tabela 3. Anélise de variancia nos dados de UFC com diferentes doses de tebutiurom e

volumes de vinhaca em solos cultivados com cana-de-agUcar

10**UFC bactérias /g solo | 103*UFC fungos totais /g solo
Solo controle 94,00+4,243 a 19,33+8,505 a
TBT 1x 46,67£2,517 b 15,67+4,041 a
VV 1x 52,33+10,970 b 10,331,528 ab
TBT 1x + VV 1x 143,00+4,243 ¢ 4,00+1,000 b
VV 2x 39,00+14,799 b 2,00£1,000 b
TBT 1x + VV 2X 52,00+13,435 ab 3,33+0,577 b
*letras mindsculas representam diferenca significativa das médias entre os tratamentos nas colunas. (teste de
Tukey a 0,05% de probabilidade)

Portanto, foi demonstrado o impacto inicial do herbicida tebutiurom e da
vinhaca na comunidade microbiana, revelando o efeito negativo destes compostos na
biomassa microbiana do solo (Pankhurst and Lynch, 1994). Apenas no tratamento “TBT
Ix + VV 1x” para bactérias teve maior quantidade de col6nias em relacdo ao solo
controle.

Estes resultados diferenciam-se dos estudos de Camargo (1954), no qual a
presenca de vinhaca proporcionou um maior crescimento fungico, e de Santos et al.
(2009), em que a aplicacdo de vinhaga aumentou imediatamente as colonias de fungos e

apos 120 dias a comunidade bacteriana.

CONCLUSOES
Concluiu-se que, excetuando-se o tratamento com uma dose de tebutiurom e um
volume de vinhaca, estes compostos causam impactos diretos na formacdo de colonias

de bactérias e fungos totais imediatamente apds sua aplicagéo.
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