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RESUMO - A presente pesquisa da suporte ao desenvolvimento de um biorreator
de bandejas para a produgdo do fungo entomopatogénico Metarhirzium anispliae
por Fermentacdo em Estado Soélido, utilizando residuos agroindustriais como
substratos. O objetivo deste trabalho foi produzir lipases do fungo M. anisopliae
utilizando bagaco de coco de babacu e arroz tipo I como suportes a fermentagao.
Fermentagdes preliminares foram realizadas para determinar a concentracdo de
suporte a ser utilizado. As fermentacdes foram realizadas em frascos de
erlenmeyer com 10g de meio de cultura, a 28°C durante 14 dias. Posteriormente, a
atividade lipolitica (U. mL-1) foi determinada pelo método titulométrico. De
forma geral, as fermentagdes realizadas revelaram que o tratamento somente com
arroz tipo I teve maior atividade lipolitica, com valor de 8,33 U. mL-1, e a mistura
bagac¢o do coco babagu - arroz tipo I, em relacdo 8:2, teve uma atividade lipolitica
consideravel de 5,57 U. mL-1.

1. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam, entre
outras reagdes, a hidrolise das ligacdes éster de lipideos gerando alcoois e acidos graxos
(Freire et al., 1997). As lipases de origem microbiana constituem um importante grupo de
enzimas com alto potencial biotecnoldgico no setor industrial, porém sua aplicag@o ¢ bastante
reduzida devido ao seu alto custo de producdo (Colla ef al, 2012). Esta poderia se tornar
economicamente viavel se realizada por processos de Fermentagdo em Estado Sélido (FES)
(Castilho et al.,2000), no qual o crescimento dos microrganismos se realiza sobre substratos
solidos (residuos agroindustriais) e sem a presenca de agua livre, minimizando assim, 0s
custos de producdo (Oliveira e Pinotti., 2015). Outra vantagem apresentada por este tipo de
processos ¢ a economia de espaco para a realizagdo das fermentacdes e a simplicidade dos
equipamentos utilizados (Mahadik et al., 2002).

A cadeia produtiva do babagu (Atalleia spp.) ¢ uma das mais representativas do
extrativismo vegetal no Brasil, em razdo da area de abrangéncia da palmeira babacu (13 a 18
milhdes de hectares em 279 municipios, situados em 11 Estados), bem como das inumeras
potencialidades e atividades econdmicas que podem ser desenvolvidas a partir dela (Carrazza
et al.,2012). Os residuos gerados apos o processamento do babacu podem ser aproveitados
como substratos em processos FES, pois a matéria organica presente neste material pode ser
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usada como fonte de energia para o crescimento de microrganismos € para a sintese de
biomassa celular e dos produtos do metabolismo microbiano (Santana, 2012).

Por outra parte, o fungo filamentoso Metarhizium anisopliae ¢ um bom produtor
proteases, quitinases e lipases (Saxena et al., 1999; Silva, 2005). Silva et al (2005) e Shaukat
(2009) realizaram estudos utilizando o fungo M. anisopliae, a partir de diferentes fontes de
lipideos e encontraram uma boa producdo de lipases. Assim, ¢ possivel supor que o bindmio
microrganismo-substrato: M. anisopliae-bagaco de babacu, possa se tornar um sistema
produtor de lipases promissorio. Pelos motivos mencionados, este trabalho propde analisar a
produgdo de lipases utilizando o fungo Metarhizium anisopliae ¢ empregando residuos de
coco de babacu e arroz tipo I como substratos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

Microrganismo: O fungo entomopatogénico M. anisopliae cepa ICBC 425 foi adquirido
sob a forma de esporos puros em pod e foram armazenados a temperatura de -4 °C. A cepa foi
comprada no laboratério Biocontrol, localizada na cidade de Sertdozinho-SP. A repicagem do
microrganismo foi feita por um periodo de 7 dias a 28°C no meio de batata-dextrose-agar.

Bagaco do coco de babacu: o bagaco foi o resultado final do processo de compressao da
retirada do sumo da améndoa do coco babagu ¢ armazenado em freezer a -12 °C até o
momento da sua utilizagao.

Arroz tipo I: O arroz Tipo I foi adquirido em beneficiadora de grios localizada na
cidade de Palmas-TO.

2.2. Metodologia

Obtencdo do indculo: A cepa foi cultivada em meio de batata-dextrose-agar (BDA) em
erlenmeyers de 250 mL, fechados com tampdes de algoddo revestidos por tecido do tipo
“tecido ndo tecido” (TNT) e esterilizados a 121°C por 20 minutos. Apos, o meio solidificar,
com os frascos inclinados, o fungo foi incubado durante 07 dias em camara climatizada BOD
marca Adamo a temperatura de 28 + 1 °C.

Preparagdo da solugfo nutriente ¢ suspensdo inoculante: Apos 07 dias de incubagéo,
foi preparada a suspensdo de conidios adicionando ao erlenmeyer uma solucdo nutriente,
previamente esterilizada, composta por 100 mL de agua destilada, 0,065g de Cloreto de
Potassio (KCI), 0,033g de extrato de levedura e 100uL Tween 80 (Dallastra, 2016). A
concentragdo dos conidios foi determinada em cimara de Neubauer, padronizada em 10’
conidios/mL e reservada para posterior inoculacao dos substratos.

Preparo dos Meios de Cultivo: O arroz tipo I foi cozido por imersdo em agua a 80 °C
durante 4 minutos, e posteriormente, deixado a temperatura ambiente por duas horas sobre
papel kraft até atingir de 40%. O bagago do coco de babagu foi deixado descongelar até a
temperatura ambiente.
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Fermentacdes: Em erlenmeyers tampados foram colocados 10 g de substrato e os
conjuntos (erlenmeyer+substrato) foram esterilizados em autoclave a temperatura de 120 °C
por 20 minutos. Posteriormente, o conjunto foi deixado resfriar até a temperatura ambiente e
foi inoculado 1mL da solugdo nutriente e da suspensdo inoculante. O sistema foi mantido em
incubadora BOD a 28°C por 14 dias.

Extracdo da enzima: Uma vez concluida a fermentacdo, a enzima foi extraida do
material fermentado com uma solugdo composta por 20 mL de tampao Mcllvaine pH 7,0 ¢
0,25% de espelhante adesivo Tween 80 . A mistura de sélido fermentado (10 g) e a solucdo
extratora (20 mL) foram submetidas a agitacdo manual até homogeneizacdo e desprendimento
dos conidios que continham as lipases na sua superficie. Em seguida, o material foi filtrado
em TNT, conforme a Figura 1. Esse filtrado ou extrato enzimatico bruto foi congelado até a
determinagdo de atividade lipolitica.

Figura 1- Extrato bruto enzimatico sendo filtrado.

Atividade enzimatica: A atividade lipolitica foi determinada de acordo com o método
descrito por Freire et al. (1997) com algumas alteragdes. Em frascos erlenmeyer de 125 mL
foram adicionados 19 mL de emulsdo (1% de triton X-100 e 5% de azeite de oliva) em
tampao Mcllvaine pH 7,0. Essa emulsdo foi homogeneizada em shaker por 3 min a 37 °C e
200 rpm, em seguida foi adicionado 1 mL do extrato enzimatico bruto e¢ incubada por 30 min
a 28 °C e 200 rpm. Apos a incubagdo, a reagdo foi detida com 20 mL de solucdo de acetona:
etanol 1:1 (v/v) e os acidos graxos liberados foram titulados com solugdo de NaOH 0,1 M até
pH final 11. A atividade enzimatica (U. mL-1) foi determinada de acordo com a Equagao 1:

(e, =Vi;)x100x Fd x M
t

Atividade.enzimatica =

(D
Onde:
Vi€ o volume de NaOH apos a reagédo, Vz;€ o volume de NaOH usado para titular o

branco, M ¢é concentragdo normal de NaOH, ¢ ¢ o tempo total de reacdo e Fd € o
fator de diluicdo.

Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1 pmol de acido graxo por minuto, nas condi¢des descritas.

Planejamento experimental e andlise estatistica: Os experimentos foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado, sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo
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teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa Computacional Assistat, versdo 7.7. Os niveis das variaveis analisadas
se encontram na Tabela 1. No total foram realizados 06 tratamentos, com 03 repeticdes, para
um total de 3 parcelas.

Tabela 1. Concentragoes dos substratos.

Tratamento Arroz Bagaco do
tipoI(g) coco babacu

(4]

A 10 0

B 8 2

C 6 4

D 4 6

E 2 8

F 0 10

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Figura 2 mostraram que a maior atividade enzimatica
obtida foi para o tratamento “A”, aquele realizado unicamente com arroz tipo I, sendo esta de
8,33 U. mL-1. Este valor é superior ao obtido por Silva et al. (2005), no qual a atividade

lipolitica foi de 4,48 U. mL-1 para um sistema de fermenta¢do submersa utilizando o arroz
como substrato.

Figura 2 - Media da atividade enzimatica e desvio padrao.
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No tratamento “E” (80% do bagaco do babagu mais 20% de arroz tipo I) também houve
uma atividade enzimatica consideravel, de 5,57 U. mL-1, onde o fungo M. anisopliae
apresentou uma boa adaptagdo ao bagago do coco babagu. Cordova et al., (1998) obteve 1,73
U. mL-1 utilizando bagago de cana e o agente fermentador Rhizomucor pusillus, ja Fleuri et
al. (2014) obteve uma atividade enzimatica de 14.4 U.mL-1 através do fungo Aspergillus sp.
utilizando residuo agroindustrial (farelo de trigo) ambos os autores utilizaram o processo de
FES, confirmando assim o potencial que os residuos agroindustrais possuem como meios de
cultura para a producdo de enzimas de alto valor agregado.

O valor de atividade lipolitica para o tratamento “F”, foi de 4,44 U.mL-1, quando
utilizado somente o residuo do coco do babagu. Pinheiro (2006) realizou um experimento em
fermentacdo submersa e obteve um valor de atividade lipolitica de 3,15 U.mL-1 em meio
sintético, além de ser uma atividade menor, o custo de producdo se eleva devido ao alto custo
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do meio, o que reduziria a possibilidade de produzir a enzima em escala industrial através
deste processo. Ao se comparar a produgdo de lipase por residuos em meio sintético observa-
se que, o meio de fermentagdo composto por residuos agroindustrais teve maior atividade
lipolitica, demostrando a viabilidade da producdo de lipase. O residuo agroindustrial como
substrato oferece suporte nutricional e de crescimento ao microrganismo durante a
fermentacdo, a FES apresenta-se como um processo mais vantajoso e de baixo custo em
relacdo a fermentagdo submersa, além de ter altos rendimentos e proporciona uma facilidade
na recuperagdo dos produtos gerados (Sharma et al., 2001).

Em termos estatisticos, a ANOVA revelou efeito ndo significativo para os tratamentos
(Tabela 2), indicando que ndo existem diferencas significativas entre os mesmos. Este fato
sugere que ja que ndo existe diferenga estatistica entre os tratamentos, o bagaco do coco
babagu ¢ um substrato promissério para a produgdo de lipases, devido ao baixo custo e as
vantagens ambientais, onde o residuo ¢ utilizado em vez de ser descartado no meio ambiente.

Tabela 2. ANOVA para a atividade lipolitica.

FV GL QM F P
Tratamentos 5 10,0104100 2,0557 0,1483 *
Residuo 11 4,8695

Total 16 10,3616580

CV% 47,88

* Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p >=0,05)

Os resultados demonstraram que foi possivel produzir lipases pelo processo de
fermentacdo em estado solido utilizando o bagaco do coco de babagu, porém serd necessario
realizar estudos mais aprofundados, os quais incluam maior variagdo nas concentragdes de
substrato e producdo em uma escala maior, primeiramente em escala piloto e depois em larga
escala, vencendo os desafios proprios da ampliagdo de escala.

5. CONCLUSAO

Foi possivel produzir as lipases por fermentagdo em estado sélido através do fungo M.
anisopliae utilizando arroz tipo I e bagaco do coco babacu como substratos. Os resultados
desses experimentos poderiam viabilizar a produgdo de lipases com baixo custo, porém sera
necessario realizar estudos mais aprofundados, os quais incluam maior variagdo nas
concentracdes de substrato e producdo em uma escala maior, primeiramente em escala piloto
e depois em larga escala, vencendo os desafios proprios da ampliacdo de escala.
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