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RESUMO

A agroindustria constitui um dos principais segmentos da economia brasileira que gera grande variedade
e quantidade de residuos, fonte rica de compostos bioativos, o seu reaproveitamento diminui o impacto
ambiental e causa ganhos economicos. Esta utilizacgdo pode ser possivel através da fermentagao em
estado sdlido, que aproveita os sodlidos provenientes da agroindlstria para realizar o crescimento
microbiano, com producdo de enzimas e outros metabdlitos. O objetivo deste estudo foi verificar o
crescimento de Bacillus amyloliquefaciens MO-04b nos residuos, farelo de soja, farelo de milho, casca de
arroz e bagaco de cana-de-aglcar. Conhecida a composicao centesimal de cada residuo foi possivel
determinar a relagdo C/N, e a sua influencia no crescimento microbiano, que foi determinado (UFC/mL) e
visualizado por MEV. E por esses métodos foi possivel verificar o desenvolvimento do Bacillus
amyloliguefaciens MO-04b em todos os residuos estudados, confirmando seu potencial para o cultivo em
FES e sua utilizagao no aproveitamento de residuos agroindustriais.
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INTRODUCAO

A regiao Sul do Brasil é caracterizada pela economia com base na agricultura, que, gera
quantidades consideraveis de residuos solidos e liquidos, desde a extracdo da matéria prima, até
o processamento industrial e, sem alternativa de destino final definido podem ser causadores de
graves problemas ambientais!. Nos Ultimos anos alternativas biotecnolégicas vem sendo
avaliadas como tentativa de tornar eficiente a utilizagdo dos residuos, pois sendo substancias
naturais compreendem uma fonte rica de compostos bioativos, 0 seu uso pode diminuir o
impacto ambiental e ainda agregar valor a muitos produtos?.

A fermentacdo em estado solido aproveita os residuos solidos provenientes da
agroindustria para o crescimento microbiano, neste contexto, ocorre a sintese de diversos
compostos, muitos de grande interesse industrial e de elevado valor agregado como as enzimas
e outros diferentes metabdlitos® como os biossurfactantes. Este processo fermentativo consiste
no crescimento de microrganismos sobre particulas porosas Umidas, sem a presenca de agua
livre que deve estar intimamente ligada a fase sélida®. Grdos de arroz, raizes de mandioca,
farelos de soja, de arroz ou trigo, cascas de trigo ou de arroz, entre outros subprodutos
processados ou agricolas podem ser utilizados como substratos para fermentacdo em estado
solido>. Estes apresentam caracteristicas estruturais comuns sendo constituidos de amido,
celulose, pectina, lignina entre outros polimeros. Este tipo de substrato tem encontrado grande
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importancia no processo de fermentacdo em estado sodlido, pois fornecem os nutrientes
essenciais para o crescimento microbiano.

O género Bacillus apresenta elevado potencial biotecnoldgico®, possui elevada taxa de
crescimento e grande capacidade de excretar metabdlitos para o meio extracelular, estas
caracteristicas conferem a este género, potencial de aplicacdo junto aos setores industriais’.
Entre os diversos metabdlitos secundarios produzidos por esta espécie, estdo os
biossurfactantes. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de Bacillus
amyloliquefaciens MO-04b, nos residuos de farelo de soja, farelo de milho, casca de arroz e
bagaco de cana de acucar, visando a producdo de biossrufactantes.

MATERIAL E METODOS

1-MICROGANISMO: O microrganismo utilizado foi o Bacillus amyloliquefaciens MO-04b isolado e
identificado por Granzotto® e mantida em meio sdlido de Dyg’s repicada a cada trés meses.
2-CoMPOSICAO CENTESIMAL: Teor de umidade’: as amostras foram colocadas em estufa a 105 °C
até peso constante; Proteinas’: foi utilizado o método semimicro-Kjeldahl® para a determinacdo
do nitrogénio total das amostras e utilizou-se o fator 6,25 para a conversdao deste em proteina
total; Lipideos totais’: foi utilizado o método de Soxhlet, o solvente utilizado foi o éter etilico,
retirado em rotaevaporador e os lipideos determinados por gravimetria; Cinzas’: as amostras
foram queimadas em bico de Bunsen e levadas a mufla na temperatura de 550 °C por 24 horas
e os Carboidratos Totais’: A medida dos carboidratos totais® foi feita por analise de diferenca.
3-PREPARO DO INOCULO: A bactéria foi transferida assepticamente do meio de manutencdo para
Erlenmeyers de 50 mL, contendo uma solugdo de sais'®, adicionada de 0,02 g % de glucose
como fonte de carbono. Os frascos foram incubados por 24 horas a 28 £+ 2°C e 180 rpm, 200 pL
(4.10° UFC/mL) da suspensdo de células foi utilizada como indculo para os cultivos.
4-FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO: Os cultivos sélidos foram desenvolvidos em Erlenmeyers de
50 mL, contendo 1,5 g de cada residuo (bagaco de cana de acucar, casca de arroz, farelo de
soja e farelo de milho), estabelecida a umidade de 87 %, 87 %, 88 % e 76 %, respectivamente,
com adicdo de solucdo de sais™ como solucdo umedecedora. Os frascos foram inoculados com
200 pL de suspensdo de células (4.10® UFC/mL) e mantidos por 48 horas a 28 + 2 °C.
5-INTERRUPCAO DOS CULTIVOS E OBTENCAO DO EXTRATO LIVRE DE CELULAS (ELC): A interrupcdo dos
cultivos foi feita pela adicdo de 10 mL de agua destilada e os frascos foram agitados a 180 rpm,
30 min. Para a recuperagao do ELC, o material foi centrifugado a 10.000 rpm, 20 min., 4 + 2 °C.
6-CONTAGEM DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC): A partir dos ELC foram feitas diluicoes
seriadas de 107 a 10°, em salina fisioldgica, para cada uma das diluicdes 100 pL foram
plaqueados em meio Dyg ‘s e incubadas por 24 horas, 30 °C.

6-DETERMINACAO DO INDICE DE EMULSIFICACRO: Para verificar o indice de emulsificacio (IEs)
utilizou-se a metodologia de Cooper e Goldenberg (1987) com algumas alteragdes. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata para cada um dos residuos estudados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal dos residuos foi feita para se conhecer as relagdes C/N, onde
os elementos do carbono sao utilizados como fonte de energia para que ocorra assimilacao do
nitrogénio. Existe uma influéncia significativa na utilizacdo desses residuos pelo microrganismo.
O crescimento microbiano em fermentacdo em estado sodlido tem forte correlacdo com as
quantidades de carbono/nitrogénio disponiveis. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 1 e
a partir deles foram determinadas as relagdes C/N para o farelo de soja (FS) 1:3; farelo de
milho (FM) 1:19,5; casca de arroz (CA) 1:19,5 e bagaco de cana de acucar (BC) 1:30,5.

Tabela 1: Composigao centesimal dos residuos agroindustriais

Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Carboidratos UFC/mL

Farelo de soja 24 % 4 % 5% 47 % 14 % 7.108
Farelo de milho 26 % 2 % 12 % 2 % 39 % 8.10°
Casca de arroz 22 % 14 % 12 % 2% 39 % 3.108
Bagaco de Cana de Agucar 22 % 2% 7 % 2% 61 % 3.108

O crescimento microbiano foi determinado nesses substratos apds 4 dias de cultivo
quando foram interrompidos pela adicdo de salina estéril aos fermentados e estas solucoes
foram diluidas e plaqueadas em meio Dyg’s de onde foram contadas as unidades formadoras de
colonias UFC/mL (Tabela 1). A avaliagdo desses resultados mostrou que o Bacillus
amyloliquefaciens MO-04b foi capaz de crescer em todos os substratos onde no farelo de soja e
no farelo de milho o crescimento foi de aproximadamente 7.10® UFC/mL e na casca de arroz e
no bagaco de cana de aglcar de aproximadamente 3.10® UFC/mL confirmando que este
microrganismo foi capaz de utilizar as fontes de carbono e nitrogénio contidas nos residuos,
mesmo que essas contenham proporgoes tao diferenciadas desses nutrientes.

Para todos os ELC obtidos foram também determinados o indice de emulsificacao IE,
como teste qualitativo para a producdo de biossurfactantes, mas devido a complexidade dos
substratos este teste apresentou interferentes e nao foi possivel determinar a porcentagem de
emulsao formada entre as amostras controle e cultivos. Sendo desta forma requerido outro
método para esta verificacao.

A partir dos substratos fermentados foram preparadas amostras para microscopia
eletronica de varredura (Figura 1). Os resultados mostram que o microrganismo foi capaz de se
desenvolver nos substratos sob condicdo de fermentagdo em estado sdlido (FES).
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Figura 1: Eletromicrografias de Bacillus amyloliguefaciens MO-04b cultivado nos substratos:
farelo de soja umidade 87 % (A); farelo de milho, umidade 76 % (B); casca de arroz, umidade
87 % (C) e bagago d cana de acucar, umidade 87 % (D), aumento 12.000X
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CONCLUSOES

O farelo de soja foi o substrato com maior proporcdo de proteinas e o bagaco de cana de aclcar
0 substrato com maior proporcdo de carboidratos. A partir da composigao centesimal dos residuos, foi
possivel determinar as relagées C/N para esses substratos (FS 1:3; FM 1:19,5; CA 1:19,5 e BC 1:30,5,mas
nao foi possivel estabelecer uma correlacao direta entre maior ou menor relacdo C/N com o crescimento
do microrganismo. No farelo de soja e no farelo de milho o crescimento foi duas vezes maior que nos
substratos casca de arroz e bagaco decana de aclcar. A composicdao dos substratos dada pela
composicao centesimal e os resultados de crescimento em UFC/mL sugerem para proximos experimentos
a mistura desses substratos como forma de adequar a relacdo C/N para o crescimento do Bacillus
amyloliguefaciens MO-04b e consequente produgao de biossurfactantes.
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