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Isolamento e caracterizacao de fungos com
atividade lignocelulolitica destinado a
decomposicao de substratos de interesse
agricola

RESUMO

O objetivo desta pesquisa é bioprospectar, avaliar e identificar microrganismos com agao
lignocelulolitica a partir da cama de aviario. Para o isolamento, foram coletadas amostras
de cama de aviario com seis diferentes tipos de composicdo. Posteriormente os isolados
foram submetidos a avaliagdo quanto a seu potencial de degradacdo da cama de frango.
No total foram 18 linhagens isoladas e submetidas a testes quanto a sua capacidade
lignolitica e celulolitica. Dentre estas, apenas trés ofereceram degradagdo consideravel,
sendo avaliadas quanto a sua capacidade enzimatica celulolitica. No teste da celulase, as
linhagens submetidas a temperatura de 45°C obtiveram um melhor resultado geral, o que
nos permite deduzir que ha uma capacidade termofilica das linhagens.

PALAVRAS-CHAVE: Bioprospeccao. Lignocelulolitico. Termofilico.
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1. INTRODUCAO

Um dos setores agropecudrios de maior destaque no Brasil é o setor avicola,
gue nos ultimos anos teve um crescimento expressivo, gerando importantes
receitas para o Brasil (OECD-FAQ, 2015; TEIXEIRA et al, 2008).

Entretanto, a producdo de carne de frango e a geracdo de residuos
poluidores sdo diretamente proporcionais, dando a este setor um certo carater
desafiador quanto a adocdo de medidas de aproveitamento destes de forma a
preservar o meio ambiente.

O tipo de residuo mais comum do sistema de producdo avicola é a cama de
avidrio. Embora este residuo possa ser reutilizado em média até oito vezes, o
destino final de grandes quantidades ainda é um grande problema.

Uma das alternativas de reutilizacdo é seu uso como adubo, porém existem
problemas quanto 4 sua composicao que acabam dificultando sua decomposicao.
Por possuir elementos como maravalha e serragem, que por sua vez sdo residuos
com grandes quantidades de celulose e lignina, sua decomposi¢cdo microbiana se
torna muito lenta ou quase ineficaz (PAGANINI, 2004; HAHN, 2004).-

Uma ferramenta quanto & decomposicdo da cama de frango pode ser a
bioprospeccdo de microrganismos lignoceluloliticos para a otimizacdo deste
processo, atuando como indéculo, que por sua vez pode ser usado pelos
agricultores diversas vezes.

2. METODOS

Para o isolamento de fungos filamentosos, foram coletadas amostras de seis
diferentes tipos de cama de avidrio: cama de peru (CP); cama de avidrio com 15
dias de compostagem (C15); cama de aviario com 45 dias de compostagem (C45);
cama de avidrio com 85 dias de compostagem (C85); cama de avidrio mista (CM)
e cama de frango com casca de ovos (CO).

As amostras foram levadas ao laboratério de microbiologia da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand, campus Dois Vizinhos, pesadas e diluidas em agua
peptonada 0,1%. Apds as diluigcdes, aliquotas de 100uL foram distribuidas em
placas de petri contendo meio de cultura sélidos CMC por um periodo de 7 dias.

A avaliacdo da atividade celulolitica, foi realizada de acordo com Ruegger &
Tauk-Tornisielo (2004). Discos de micélio-dgar com diametros de 5mm foram
retirados de culturas puras e inoculadas em novas placas. Apds um periodo de
incubacdo de 7 dias a temperatura de 28°C, a atividade celulolitica pode ser
verificada pela adicdo de 10mL de solu¢do corante de vermelho congo. O
resultado foi uma correlagao entre o tamanho do halo formado e a capacidade
de degradagdo dos microrganismos.

Para a avaliacdo da atividade lignolitica, foi realizada a metodologia descrita
por Castro & Kriigner (1984). Coldnias foram cultivadas em meio extrato de
malte-acido-tanico-agar (extrato de malte; 15,0 g.L'"; 4cido téanico; 5,0 g.L."; 4gar;
20,0 g.L'"). A avalicdo final é baseada no teste de Bavendamm quanto a formac3o
de um halo marrom, considerando como reagdao positiva para produgdo de
fenoloxidases (NOBLES, 1965).
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Os microrganismos que apresentaram atividade celulolitica e lignolitica,
foram submetidos ao crescimento em meio contendo Cama de Frango Agar (CFA-
Cama de frango; 20 g.L'’;; Agar-Agar; 15 g.L™). Para este meio, 10g de cama de
aviario foram autoclavados em Erlenmeyer e posteriormente adicionado micélio
e células dos isolados, foram incubados por 10 dias as temperaturas de 25 e 45°C.
Apds a incubacgao, foi feita a adicdo de dgua destilada e em seguida o material
filtrado. O filtrado foi centrifugado e o sobrenadante utilizado para determinagao
da atividade celulolitica.

Para determinacdo da atividade enzimatica celulolitica, a metodologia
empregada foi a mesma descrita por Ghose (1987), substituindo o papel filtro por
cama de aviario tratada e ndo tratada com NaOH 4% (m/v) e H,0, 1% (v/v)
reduzindo o tempo de incubagdo para 50 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total 18 linhagens foram isoladas dos seis diferentes tipos de cama de
aviario, como indicado no quadro 1.

Quadro 1 — Amostras coletadas e suas linhagens obtidas

Cama de Peru / (CP) CP-1 CP-2 CP-3

Cama de aviario (15 dias C15-1 C15-2 C15-3
compostagem) / (C15)

Cama de aviario (45 dias C45-1 C45-2 C45-3
compostagem) / (C45)

Cama de aviario (85 dias C85-1 C85-2 C85-3
compostagem) / (C85)

Cama de aviario (Mista) / (CM) CM-1 CM-2 CM-3
Cama de aviario com casca de Cco-1 CO-2 Cco-3
ovos / (CO)

Fonte: Autoria propria (2017).

A avaliagdo quanto a capacidade celulolitica e lignolitica, permitiu a selecdo
de 3 linhagens com maior capacidade de degradacdo (CP-2), (C15-3), (C0-2). Estes
isolados ao serem submetidos ao crescimento em meio de cultura CFA
apresentaram nitidas estruturas miceliais, caracteristicas de fungos filamentosos.

A atividade enzimatica celulolitica foi avaliada através das taxas de agucares
liberados, considerando que os testes foram feitos em diferentes parametros tais
como: amostras inoculadas e ndo inoculadas, estéreis e ndo estéreis, substrato
tratado (NaOH 4% (m/v), (H,0, 1%) (v/v) e ndo tratado (H,0, 1%) (v/v em
temperaturas de 28 e 45°C. Ver, Grafico 1. e Grafico 2.
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Grafico 1 — Atividade da celulase a 45°C
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Fonte: Autoria propria (2017).

Grafico 2 — Atividade da celulase a 25°C
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Fonte: Autoria propria (2017).

4. CONCLUSOES

Observou-se grande incidéncia fungica nas amostras de cama de aviario
coletadas na regido sudoeste do Parand. Os isolados obtidos apresentaram
grande capacidade quanto a degradacdo de celulose e lignina, revelando étimos
resultados quanto a sua a¢do enzimatica em residuo sdlido, tendo maior énfase a

temperatura de 45°C em substrato tratado com NaOH 4% (m/v) e H,0, 1% (v/v).

As analises quanto a temperatura puderam nos mostrar uma capacidade

termofilica dos isolados em questao.
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Isolation and characterization of fungi with
lignocellulite activity for the decomposition
of substrates of agricultural interest

ABSTRACT

The objective of this research was to bioprospect, evaluate and identify lignocellulolytic
microorganisms from the aviary bed. For the isolation, avian litter samples were collected
with six different types of composition. Subsequently the isolates were submitted to the
evaluation of their degradative potential in chicken litter. In total, 18 isolated strains were
tested for lignolytic and cellulolytic capacity. Of these, only three presented considerable
degradation capacities, being evaluated for their cellulolytic enzymatic capacity. Of the 18
lines obtained, only 3 stood out in the degradation tests. In the cellulase test, the strains
submitted to the temperature of 45 ° C obtained a better overall result, which allows us to
deduce that there is a thermophilic capacity of the strains.

KEY WORDS: Bioprospecting. Lignocellulolytic. Thermophilic.
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