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ABSTRACT

Biological control has been studied as an alternative replacement of chemicals in agriculture . One of the
microorganisms used in this system is the fungal species Trichoderma sp. In this work, media formulations were
tested by replacing glucose babassu mesocarp (Orbignia sp.) Which has 69.46% starch in the composition. These
culture media were used to cultivate three strains of the fungus Trichoderma . It was observed that the composition
of the medium did not affect the growth of which statistically tested concentrations did not differ . For the time of
72h was no significant difference (p < 0.05) in diameter growth of strain 63 for the other however to the total time
of the experiment the standard species proved stronger for longer, staying in log phase to the time 96 hours. The
concentrations of immediate substituted carbon source (dextrose) at babassu mesocarp did not affect the growth of
the fungus suggests that the mesocarp babassu is a good carbon source for the production of growth medium.
Key-words: Phaseolus vulgaris L., abiotic stress, germination, vigor.

Mesocarpo de coco babacu (Orbignya sp.) como fonte de
carbono para producio de meios de cultura para
Trichoderma

RESUMO

O controle bioldgico vem sendo estudado como alternativa substitutiva de agentes quimicos na agricultura. Um dos
microrganismos utilizados neste sistema € a espécie fingica Trichoderma sp. Neste trabalho foram testadas
formulacdes de meios substituindo-se glicose por mesocarpo de babagu (Orbignia sp.), o qual possui 69,46% de
amido em sua composi¢do. Estes meios de cultura foram utilizados para cultivar trés linhagens do fungo
Trichoderma. Observou-se que a composicdo do meio ndo afetou o crescimento sendo que estatisticamente as
concentragdes testadas ndo diferiram entre si. Para o tempo de 72h houve diferenca significativa (p <0,05) no
didmetro de crescimento da linhagem 63 para as demais entretanto para o tempo total do experimento a espécie
padrdo mostrou-se mais vigorosa por mais tempo, permanecendo na fase log até o tempo de 96h. As concentracdes
substituidas da fonte imediata de carbono (dextrose) pelo mesocarpo babacgu ndo interferiram no crescimento do
fungo sugerindo que o mesocarpo de babagu é uma boa fonte de carbono para produgdo de meio de crescimento.
Palavras-chaves: Amido, controle bioldgico, crescimento microbiano.
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INTRODUCAO

O controle biolégico vem sendo estudado como
alternativa substitutiva de agentes quimicos na
agricultura. E uma técnica ecologicamente correta,
mas susceptivel as variacdes de solo, condi¢bes
climaticas entre outras, o que vem aumentando os
esforcos dos pesquisadores na tentativa de criar
metodologias que aumentem a permanéncia e
eficiéncia no solo dos agentes de controle
bioldgico (Tortora et al., 2012). A descoberta de
muitos biopesticidas € advinda de programas de
investigacdo apoiadas pela esfera politica,
laboratérios de universidades e por programas de
iniciacdo préprios de algumas pequenas empresas
(Coutinho et al.,, 2010). Sendo assim a
disponibilidade destes no mercado trds grandes
vantagens ao equilibrio do meio ambiente em face
aos pesticidas convencionais, evitando assim a
destruicdo de organismos benéficos a planta, ja
que possuem acgdo especifica ao contrario dos
pesticidas sintéticos. O Trichoderma harzianum é
um potencial gerador de celulases, biopesticidas,
antibidticos, compostos flavorizantes e proteina
microbiana (Bianchi et al., 2001). A produgdo de
celulases é importante para a industria de papel,
biopesticidas no controle biolégico na agricultura,
producido de antibidticos de grande interesse na
industria farmacéutica e compostos flavorizantes
como o odor de coco produzido por uma das
espécies de Trichoderma. O Trichoderma é um
fungo de crescimento rdpido, dai a grande
vantagem de utilizacdo como agente de
biocontrole em larga escala (Peres e Melo, 1995).
O carbono participa, junto com o nitrogénio, o
hidrogénio, o oxigénio e em menor proporcio o
fosforo e o enxofre, na composicdo elementar da
biomassa de todo ser vivo. Sua participagdo em
uma alta percentagem na composi¢do da biomassa
faz do carbono o macroelemento mais
quantitativamente importante em um meio de
cultivo. Os hidratos de carbono sdo a fonte de
carbono por exceléncia, utilizada pelos fungos
para o seu crescimento (Galvagno e Forchianssin,
2010).

Os meios de cultivo variam de acordo com sua
complexidade e podem ser classificados quanto a
procedéncia dos constituintes em naturais ou
complexos, quando usa ingredientes com
composi¢do quimica ndo definida, tais como
extratos de vegetais (Galvagno e Forchianssin,
2010). O mesocarpo de babagu, um extrato
vegetal, subproduto do coco babacu (Orbignya
sp.) representa 20% do corpo do fruto (Barros,

2011). Vem sendo estudado como biossorvente
alternativo para remocdo do corante téxtil
ftalocianina de cobre de solugdes aquosas em
trabalho conduzido por Vieira et al. (2009) e para
remog¢do de cobre de aguardente para enquadrar
nos requisitos maximos da legislagdo brasileira
(Vieira et al, 2010). O mesocarpo de coco babacu
de acordo com Nascimento (2004), possui cerca de
68,30% de amido e possui propriedades anti-
inflamatdrias e analgésicas (Souza et al., 2011) . E
também um alimento rico em vitaminas e sais
minerais. De acordo com Teixeira (2008), o Brasil
produz cerca de 372,6 ton.ano-1 de mesocarpo
babacu com destaque para o estado do Maranhdo,
onde essa fonte gerada é maior. O mesocarpo
babacu € encontrado na forma de pé inerte e é
solivel em 4gua, caracteristica que lhe
proporciona possivel possibilidade na producdo de
biopesticidas ja que estes s3o encontrados
comercialmente segundo Machado et al. (2012) na
forma de pé molhavel. Este trabalho teve como
objetivo verificar a eficiéncia de crescimento de
linhagens de fungo Trichoderma, em diferentes
concentracdes de meio modificado utilizando
mesocarpo de coco babacu.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi determinada a composi¢do
centesimal do mesocarpo de coco babagu utilizado
na preparacdo dos meios de cultura para
crescimento dos fungos Trichoderma no
Laboratério de Bioquimica de Alimentos da
Universidade Federal de Lavras. A umidade foi
determinada segundo a técnica gravimétrica,
extrato etéreo por extracdo com solvente organico
(éter etilico) com o auxilio de um aparelho extrator
do tipo Soxhlet; teor de nitrogénio por destilacio
em Microkjedahl (semi-micro), procedido do
célculo do teor de proteina bruta e determinagdo
da fracdo de cinzas gravimetricamente segundo
AOAC (1998) e determinagdo de fibra bruta feita
por hidrdlise acida, pelo método gravimétrico
descrito por Von de Kamer e Van Ginkel (1952).
As linhagens de Trichoderma (Linhagem 63 e
Linhagem 92 foram obtidas da micoteca do
Laboratério de Microbiologia, Incubadora de
Empresas, Campus de Gurupi, Universidade
Federal do Tocantins, consistindo de duas espécies
nativas isoladas da regido de Lagoa da Confusao,
Tocantins, e como padrio a cepa de Trichoderma
harzianum fornecido pela empresa de inoculantes
JCO.
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Foram comparados trés meios de cultura contendo
dextrose, peptona e 4gar alterados do padrdao com
reducdo de 50%, 25% e 10% de dextrose em

substitui¢do pelo mesocarpo babagu como fonte de
carbono. As formulacdes encontram-se na Tabela
1.

Tabelal. Formulacido dos meios de cultura, utilizados para o cultivo das linhagens de Trichoderma sp.

Meios* Dextrose (%) Peptona (%) Agar (%) Babacu (%)
Meio Padrio (MP) 61,54 15,38 23,08 0,00
Meio 50% (M1) 30,77 15,38 23,08 30,77
Meio 25% (M2) 46,15 15,38 23,08 15,39
Meio 10% (M3) 55,38 15,38 23,08 6,16
* o pH dos meios foram ajustados em 5,6.
Os ensaios foram realizados em placas de Petri de  umidade, 1,97% de lipideos, 3,85% de cinzas,

9 c¢cm, um disco de 5,8 mm de didmetro contendo
micélios das culturas fungicas de Trichoderma
foram retirados das culturas puras, com 8 dias de
cultivo em meio BDA (batata, dextrose e agar) e
colocados no centro das placas de petri de acordo a
Tabela 1, mantidas em camara de crescimento,
com temperatura de 25°C, fotoperiodo de 12
horas, sendo realizadas avaliagdes de crescimento
micelial em 24, 48, 72 e 120 horas apds a
inoculagdo. Para tal, foram tracadas duas retas
perpendiculares no fundo das placas de petri
passando pelo centro do disco de 5,8 mm; as
leituras foram realizadas pelas medidas do
didmetro de crescimento hifal. O tamanho da
coldnia foi dada pelo didmetro médio da coldnia
feita em paquimetro digital 6” marca Zaas
Precision. Segundo Esposito e Azevedo (2010) o
crescimento hifal pode ser avaliado pelo
incremento, no tempo do raio de uma coldnia
circular, entretanto esse método tem como
desvantagem n@o levar em conta a producgdo de
micélio aéreo.

Os tratamentos foram dispostos de forma
inteiramente casualizada, com trés repeti¢es e
em esquema fatorial 4 x 3 x 4, sendo quatro
formulacdes de meio, trés fitopatégenos e quatro
tempos de avaliagdo. Foi feita a andlise de
varidncia para verificacio dos efeitos de
tratamentos, utilizando a andlise de regressdo para
avaliar a porcentagem de crescimento micelial do
microrganismo, em relagdo ao tempo e a
formulacdo do meio, utilizando o programa
Assistat versdo 7.6 beta 2012.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na composicdo centesimal do mesocarpo de
babacu, constatou-se um conteido de 14,05% de

3,77% de proteina, 6,90% de fibra bruta e 69,46%
de amido em porcentagem. Silva (2011) encontrou
percentagens de amido variando de 61,41 a
66,05% em quatro marcas comerciais do
mesocarpo babacu. Em comparacdo a outras
fontes de carbono como amido de milho, batata e
mandioca descritos por Alexandrino (2006) a
proporcdo de amido descrita foram de 77,60; 70,81
e 78,67% respectivamente. O mesocarpo de
babacgu apresenta-se um pouco abaixo da média
com diferenca de conteido de amido de
aproximadamente 6,23% em contrapartida com
quantidades significativas de proteina em que nas
fontes de carbono citadas podem ser consideradas
despreziveis variando de 0,01 a 0,26%. Os
carboidratos sdo, a principal fonte de carbono-
energia de que se utilizam os fungos. Assim, por
um lado, como fonte de C, usam metabdlitos
precursores com fins biossintéticos (anabolismo)
e, por outro, também o usam como fonte de
energia (formagdo de AcCoA ou ATP) quando sdo
catabolizados em moléculas simples tais como o
CO,, H,O ou etanol (Galvagno e Forchianssin,
2010).

As Figuras 1, 2 e 3 apresentam o comportamento
de crescimento nos diferentes meios para cada
linhagem testada no experimento. Os gréficos
mostram um crescimento polinomial de ordem 2
em um tempo total de crescimento de 120 h.
Pode-se observar no periodo entre 24 e 72 h
crescimento na fase log e apds 96 h o crescimento
entra na fase estaciondria para o Trichoderma
harziano enquanto que para a linhagem 63 a
partir de 72 h, pelo ajuste da curva € possivel
observar o inicio da fase estaciondria, 0 mesmo
ocorrendo para a linhagem 92.
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Figura 1 - Crescimento para linhagem padrdo Trichoderma harzianum em fungdo do tempo em diferentes
concentragdes de meio a base de mesocarpo de coco babagu.

Lopéz-Isunza, Larralde-Corona e Viniegra-
Gonzilez (1997) propuseram um modelo de
transferéncia de massa e cinética de crescimento
para fungos filamentosos onde testaram quatro
concentracdes de glicose sendo 10, 40, 70 e 120
gL onde a cinética de crescimento observou-se

melhor em menores concentragdes do substrato, o
que ndo foi observado neste trabalho, onde a
substituicdo da fonte imediata de carbono
(dextrose) por mesocarpo de coco babagu ndo
influenciou na diferenca estatistica dos meios
elaborados.
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Figura 2 - Crescimento para Trichoderma sp. linhagem 63 em fun¢ido do tempo em diferentes concentragdes de

meio a base de mesocarpo de coco babagu.
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Figura 3 - Crescimento para Trichoderma sp., linhagem 92, em fung¢do do tempo em diferentes concentracdes de

meio a base de mesocarpo babacu.

A Figura 4 apresenta a cinética de crescimento
depois de 72h, onde os conjuntos seguidos da
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Os meios ndo diferiram entre si, entretanto a

1 T.harzianum
I Linhagem63
I Linhagem92

NS
N
\\\‘\
W

linhagem 63 diferiu das demais apresentando
crescimento superior ao Trichoderma harzianum
e a linhagem 92.

‘0
6o
S0
<0
T
2

Diametro de crescimento (mm)

70

Figura 4 - Cinética de crescimento para as linhagens de Trichoderma nos diferentes meios em 72h.

Pelo observado, podemos perceber que a espécie
padrdo se mostrou mais vigorosa que as espécies
nativas, pois o tempo em que permaneceu na fase
log foi maior que nas demais sendo de 96 h para a
espécie padrao enquanto que para as demais foi até
72 h, entretanto estatisticamente ao nivel de
significancia de (p<0.05) a espécie 63 diferiu em

crescimento dentre as demais. Quanto as
concentracdes de meio, estatisticamente ndo houve
diferenca significativa sugerindo que o mesocarpo
babacu nio interferiu nas propriedades e condigdes
de crescimento em relagdo ao meio padrao,
subtendendo-se que este € uma boa fonte de

carbono. No entanto, é necessario verificar outras
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combinacgdes de formulagdo no que se refere a
fonte de nitrogénio, ja que este em relagdo a outras
fontes de carbono, apresenta quantidade
significativa de proteina.

O trabalho sugere estudos posteriores em meio
liquido e sdlido e estudo de campo para
formulacdes de biopesticida tendo como base o
mesocarpo de babacu o que traria beneficios ndo
s6 a agricultura bem como ao desenvolvimento
social sustentdvel ja que este subproduto é advindo
de uma cultura auto sustentavel.

CONCLUSAO

O crescimento das linhagens 63 e 92 do fungo
Trichoderma nas diferentes concentragdes do meio
de cultura, utilizando como fonte de carbono o
mesocarpo do coco babagu, foi eficiente quando
comparado com o meio de cultura padrdo ndo
diferindo estatisticamente.
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