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1. INTRODUCAO

E inegavel que os combustiveis fosseis foram importantes para o
crescimento da economia mundial, mas é impossivel excluir o fato de que estes
contribuiram para o aumento da concentracdo dos Gases de Efeito Estufa
possivelmente acelerando o aquecimento global, e que tais emissdes possam ter
contribuido para o avanco de doencas respiratorias (ALVES, 2017). A substituicao
desses combustiveis por fontes renovaveis de energia € um passo importante
para a sustentabilidade do planeta. Energias a partir de fontes como a edlica, a
solar e através de biomassas sdo uma possibilidade para tal demanda. Porém, a
utilizacado de biomassas, por exemplo, ndo pode vir a comprometer a seguranca
alimentar (SACHS, 2011).

Como uma alternativa surgem o0s biocombustiveis gerados a partir de
microrganismos como fungos e bactérias, € o caso do biodiesel de 32 geracdo a
partir de 6leos microbianos (BUSIC et al, 2018) e do etanol de 22 geracéo a partir
da hidrélise enzimética realizada por fungos (SANTOS, 2012; OKEKE, 2014). Os
fungos sdo como biodegradadores naturais, possuem a capacidade de
degradacdo de macromoléculas insoliveis em unidades monomeéricas sollveis.
Para isso, esses organismos secretam enzimas especificas para o meio exterior,
conseguindo reduzir o tamanho das moléculas e aumentar a sua solubilidade
(OLIVEIRA; LEMOS; BARROS; LEITE, 2008). Neste sentido, os resultados
apresentados por OKEKE (2014) indicam que as cepas fungicas de Trichoderma SG2
possuem potenciais para a producdo interna de enzimas celuloliticas e xilanoliticas
para sacarificacdo da biomassa lignocelulosica.

Tendo em vista o potencial de atividade enzimética da Trichoderma SG2
descrita nos estudos realizados por Okeke (2014) surge o objetivo de verificar a
possibilidade de atividade enzimatica a partir da degradacéo do residuo de pescado e
residuo de papel. O uso do papel por ser uma biomassa lignoceluldsica e a utilizagdo
do residuo de pescado justifica-se pela grande quantidade em que é gerado e pelos
dados ambientais que pode ocasionar qguando descartado incorretamente. Estima-se
gue a producao pesqueira mundial tenha atingido 171 milhdes de toneladas no ano de
2016 (FAO, 2018) gerando pelo menos 85,5 milhdes de toneladas de residuos, pois,
em meédia, de 50% a 70% do pescado é descartado como residuo durante seu
processo de beneficiamento (DECKER, 2016. AGUIAR; LIMBERGER; SILVEIRA,
2014). Alem disso, o0 uso de residuo para a producao de energia € uma alternativa que
nao afeta a disponibilidade de alimentos.
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Para atingir este objetivo, delineou-se o experimento que sera apresentado
neste trabalho. Cabe aqui ressaltar que este trabalho apresenta o processo de
construcdo do método experimental com suas variaveis e ndo os resultados dos
experimentos, pois estes ainda estdo em processo de realizacao.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho busca descrever o delineamento de um experimento
que serd realizado no laboratério de quimica ambiental da Universidade Federal
de Pelotas no projeto em parceria com a Universidade Federal do Rio Grande do
Sul e a Auburn University at Montgomery. A idealizacdo do delineamento
experimental foi possivel a partir das leituras realizadas em artigos e livros,
caracterizando esta pesquisa também como bibliogréfica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Pré-tratamento das biomassas

O papel escolhido para realizacdo do experimento é papel utilizado apés
impressfes e que seria descartado. O papel sera picotado e tera seu tamanho
diminuido para que aumente a superficie de contato e acelere as reacfes. Além
disso, tendo em vista que o material utilizado para coloracdo apds impressao
possa alterar os resultados, o papel ficara de molho na agua por dois dias e sera
lavado cinco vezes com agua da torneira. Apds passara por um processo de
secagem em estufa com circulacao de vento e temperatura de 30°C.

O residuo de pescado ndo sera selecionado por espécie, sera coletado de
acordo com a disponibilidade das peixarias e pescadores na Colonia de
Pescadores Z-3. Sera armazenado em caixa térmica e encaminhado para o
Laboratério de Quimica Ambiental (Ceng — UFPEL) onde serd separado em
porcBes de 0,500 kg ou 1 kg e logo apés sera congelado para que se mantenham
suas principais caracteristicas. Os residuos passardo por um processo de
extracao de 6leo a partir do método utilizado por MEDEIROS et al. (2019), pois a
intencdo é que o experimento seja realizado com o residuo gerado a partir da
extracao de 6leo do residuo do pescado, tendo em vista que este 6leo ja tem sua
utilidade conhecida para a producéo de biodiesel.

3.2 Condic¢bes para Producdo Enzimatica de Trichoderma SG2

Sera preparado um meio (EPM1) ja conhecido de enriquecimento para
producdo de enzimas composto por (em g.L-1): 1,0 g de peptona, 0,5 g de extrato
de levedura, 0,5 g de Tween 80, 2 g de KH2PO4, 1,2 g (NH4) 2S04, 0,5 g de
MgSO4 7H20, 0,1 g de CaCl2, 0,003 g de CaCl2, 0,003 g de FeSO4 7H20
(Okeke, 2014) e 2 mL de solucéo de elemento mineral. A solu¢cdo mineral contém:
169mg MnSO4H20; 288 mg de ZnS0O4 7H20, 250 mg de CuS0O4 5H20; 26 mg
de NiSO4 6H20; 28 mg de CoSO4 e 24 mg de NaMoO4. Porém, em alguns dos
tratamentos realizados esse meio de producdo de enzimas sofrera alteracdes
com a finalidade de descobrir a influéncia das biomassas selecionadas. O EPM2
sera composto sem: sulfato de aménio (NH4S04), extrato de levedura e peptona.
E o EPM3 sem extrato de levedura e peptona.

O desenho do experimento serd composto por quatro diferentes
possibilidades variando concentracdo de papel, residuo de pescado e meio
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enriquecido. Em erlenmeyers de 125 mL serdo adicionados 0s meios
enriquecidos e depois serdo autoclavado em 121°C por 20 minutos. Apoés
resfriarem até temperatura ambiente, sera inoculada em cada erlenmeyer uma
porcdo de agarbatata-dextrose de cultivo de Trichoderma SG2 com tamanho
aproximado de 1lcm2. Estes erlenmeyers serdo incubados de 5 a 6 dias a
temperatura de 30°c e agitagéo de 200rpm.

Apo6s as enzimas serdao recuperadas por centrifugacao (10 min; 5000 rpm),
e 0s sobrenadantes serdo utilizados para os ensaios de atividades enziméticas
celulase e xilanase.

3.3 Analises de Atividade Enzimatica

Para o ensaio de celulase serdo preparados 12 tubos contendo 0,033 a
0,035 gramas de papel de filtro cada. Apds serdo adicionados 0,5 ml de enzima e
0,5 ml de &cido acético 0,1 M pH 5. Para controle serdo preparados mais 3 tubos,
estes contendo 0,033 a 0,035 gramas de papel filtro, 0,5 ml de 4gua destilada e
0,5 ml de acido acético 0,1 M pH 5.

12 tubos também serdo preparados para ensaio de xilanase, ambos
contendo 0,01g de xilanase, 0,5 ml de enzima e 0,5 ml de acido acético 0,1 M pH
5. Além dos 12 tubos, mais 3 servirdo como controle. Nestes serdo adicionados
0,01 gramas de xilanase, 0,5 ml de agua destilada e 0,5 ml 0,5 ml de acido
acético 0,1 M pH 5.

O calculo para determinar a atividade enzimatica sera realizado com a
seguinte férmula:

Atividade enzimatica (U.mL-1) = (A/mol) x Fd, onde:

A = concentracdo calculada a partir da curva;

Mol = massa molar de glicose (0,18 mg);

Fd = fator de diluicdo em relacdo ao meio de reacado (0,5 mL de enzima + 0,5 mL
de tampé&o, meio de reacgéo total 1 mL). Fd = 2

4. CONCLUSOES

A utilizacédo da Trichoderma SG2 € um passo importante para otimizacao
e diminuicdo dos custos para fabricacdo de biocombustiveis (OKEKE, 2014).
Acredita-se que o método elaborado e aqui descrito, por ja ter tido aplicacdes
semelhantes com outros tipos de residuos, seja adequado para o experimeto. E
gue a partir das analises de celulase e xilanase seja possivel determinar a
atividade enzimatica produzida por meio da Trichoderma SG2 com a
combinacdo do uso de papel e residuo de pescado. Além disso, verificar a
possibilidade de substituicdo da fonte de nitrogénio do meio enriquecido, o
sulfato de amodnio, por residuo de pescado. Dessa forma, espera-se que a
realizacdo do experimento possa vir a contribuir para 0 avango dos usos e
implementagbes da Trichoderma SG2 dando uma finalidade mais branda para
residuos que se descartados incorretamente podem trazer danos ao meio
ambiente.
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