Hidrolisado de Proteina de
Soja em Meio de Cultivo
para a Producao de Agente
de Controle Biolégico

Soybean Protein Hydrolysate as
a Low Cost Culture Media for
Production of Biocontrol agent

Resumo

Os produtos de controle biolégico devem ser produzidos com custo
competitivo em relacao aos sintéticos para que seu uso se torne
generalizado. A fermentacado é uma das etapas mais caras para o
escalonamento da producao por causa do valor dos ingredientes dos
meios de cultura. Neste trabalho, Pichia kudriavzevii L9, um agente
de controle de podridao pds-colheita de frutas, foi utilizada como
modelo para a avaliacdo de hidrolisado de proteina de soja como
fonte de nitrogénio em meio de cultura liquido. Foram testadas cinco
concentracGes de proteina de soja (50 L"a 250 g L") em solugéo
aquosa contendo concentragdes de H,SO,de O a 1,0 N, tratadas
em autoclave a 121 °C e 1,0 atm de pressdo. Apds o resfriamento,
o produto obtido foi alcalinizado com KOH até atingir o pH de 6,0

— 7,0. Nas condicdes do experimento, a melhor condicao para a
hidrélise do proteinato de soja e obtencao de maior concentracao de
aminoéacidos no meio, foi de 200 g L' de proteinato em solucao de
HCI 0,5 N, produzindo 32,1 g L' de aminoécido livre, quantificado
pelo método da ninhidrina. O hidrolisado foi utilizado para o
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crescimento de P. kudriavzevii L9, obtendo-se a maior produtividade
de células viaveis de levedura com a adicdo de 2% do hidrolisado
obtido no meio de cultura, na faixa entre 0,2 a 0,5 N de HCL.

Palavras-chave: controle biolégico; fermentacao; Pichia kudriavzevii;
leveduras.

Introducao

A aplicacao de leveduras para o controle de podridoes de frutas é
uma alternativa promissora por se tratar de microrganismos nao
toxigénicos, comumente encontrados na superficie de frutos (FIALHO,
2010) e com relatos de sucesso em diferentes culturas a exemplo

de pera, maca e citros (ABRAHAM et al., 2010; YU et al., 2012).
Apesar de também produzirem antibiéticos, a inducao de resisténcia
e a competicao por nutrientes e espaco fisico com os patégenos é o
mecanismo de controle mais comum entre as leveduras (BAUTISTA-
ROSALES et al., 2013).

Uma etapa muito importante para a aplicacao generalizada de
agentes de controle biolégico é o desenvolvimento de processos
economicamente viaveis de producao e formulacdo em escala
industrial. O produto final deve apresentar eficiéncia agronémica,
mas também ser competitivo economicamente com os produtos
convencionais, sob o risco de ndo encontrar aplicabilidade.

A ampliacao de escala de elaboracdo em bioprocessos é condicionada
aos ensaios iniciais de bancada em laboratério, para que estes sejam,
em seguida, submetidas a testes piloto e semi-piloto. Somente
depois desses estudos preliminares é que se inicia o processamento
industrial. O aumento de escala deve ser realizado apés a
determinacao das condicdes 6timas de trabalho que favorecerao de
forma segura, os fatores que podem vir a intervir nas velocidades e
rendimentos dos processos (BEZERRA, 2006).

Neste trabalho, testou-se a substituicao de reagentes de elevado
custo por proteina de soja como substrato alternativo para a producao
em escala de leveduras previamente selecionadas para o controle da
podridao pés-colheita de frutas, a fim de se obter valor de producéao
mais competitivo em relacdo aos produtos convencionais.
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Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle
Biolégico da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE. Os isolados de
leveduras L9 e LF foram obtidos por meio de isolamentos em frutos
nativos ou coletados em areas comerciais no Polo Petrolina/Juazeiro.
O isolado Pichia kudriavzevii L9 foi obtido a partir de epiderme

de manga cultivada no Submédio do Vale do Sao Francisco, e
selecionado para o controle de patégenos causadores de podridoes
pés-colheita nessa cultura.

O proteinato de soja comercial passou por tratamento em solucao

de HCI em diferentes concentracdes (O N; 0,1 N; 0,2 N; 0,5 N; 1,0
N). Nas solucdes, adicionou-se diferentes massas de proteinato de
soja (1%, 2%, 5%, 10% e 20%). As misturas HCI + proteinato
foram acondicionadas em erlenmeyers de 125 mL e, em seguida,
autoclavado a 121 °C e 1 atmosfera. Apds resfriamento, neutralizou-
se o composto hidrolisado com KOH 1M até atingir pH na faixa

6,0 — 7,0. Em seguida, realizou-se a analise do teor de aminoéacidos
liberados da termo-hidrélise pelo método da ninhidrina (ROSEN,
1957).

O meio de cultura liquido foi preparado adicionando-se 2% dos
hidrolisados obtidos nos diferentes tratamentos e 2% de sacarose.
A levedura L9 foi inoculada com 1TmL de suspensao contendo

103 células mL" em frascos contendo 30 mL do meio. Os frascos
foram incubados sob agitacdo constante a 120 rpm em camara de
crescimento com temperatura controlada a 28 °C por 48 horas. O
crescimento das leveduras foi avaliado por contagem de células em
camera de Neubauer.

O experimento foi conduzido em arranjo fatorial. As variaveis
independentes foram as concentracdes de HCI e proteinato na termo-
hidrélise e as dependentes a liberacdo de aminoéacidos e a producao
de células de levedura. Todos os experimentos foram realizados duas
vezes, com tratamentos em triplicata. Os resultados apresentados sdo
médias dos dois experimentos.

Resultados e Discussao

Os meios de cultivo comumente utilizados para a multiplicacao de
agentes de controle biolégico sao a base de glucose (dextrose ou
hexose) e extrato de leveduras, ambos muito caros para uso em
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escala industrial. Nesta fase do trabalho, testou-se a viabilidade

da hidrélise acida parcial do proteinato de soja como substituto do
extrato de levedura.

O proteinato de soja, apesar de ser muito mais barato que o de
levedura, apresenta complexos proteicos ligados ao amido e a
lipideos, bem como lipo-polipeptideos, que podem ser de acesso
restrito as enzimas envolvidas na pré-digestao de peptideos antes
da absorcao microbiana (KENNEDY; KROUSE, 1999). Nas condicdes
utilizadas, o tratamento com doses crescentes de extrato de soja e
de acido cloridrico resultou em uma curva de resposta (Figura 1a) na
qual as condicOes 6timas para a obtencao de aminoéacidos foi de 200
g L' de proteinato e concentracédo de 0,5 N de HCI, com faixa 6tima
entre 0,2-0,5 N. Nestas condicdes, o rendimento de aminoéacidos
liberados para a solucdo foide 24,6 gL"a 31,2 gL".

Os tratamentos com maior teor de extrato de soja entre 100 g L'e
200 g L' e de &cido resultaram em maior crescimento do isolado L9
(Figura 1b), embora a hidrélise nas maiores concentracdes de &cido
nao tenham resultado em liberacao mais acentuada de aminoécidos.
Este resultado pode ser explicado por duas hipdteses: a primeira seria
de que a determinacao de aminoacidos pode apresentar limitacoes,

ja que o método da ninhidrina quantifica grupamentos aminicos e
amidicos no meio, fragmentos maiores de peptideos e proteinas
liberados pela hidrélise seriam subestimados (RYDON; SMITH, 1952).
Jé a segunda hipoétese, seria de que a hidrélise em concentracdes de
HCI resultaria, também, na hidrélise de amido e liberacdo de aclcares
no meio. Em ambos os casos haveria maior crescimento microbiano.

Am'\r\oécidos (gL
UFC (log10)

Figura 1. Teor de aminoacidos em solucédo de hidrolisado de proteina de soja em meio

acido com aquecimento a 121 °C e 1 atm (a) e crescimento de P. kudriavzevii L9 (b) em
meio de cultivo preparado apés a neutralizacéo.
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De forma geral, a maxima produtividade de levedura foi alcancada
entre 0,2-0,5 N de HCI, coincidindo também com o maior teor de
aminoacidos no meio. A menor concentracao de acido (0,2 N) é

a mais interessante por causa do menor consumo de KOH para
neutralizacado, resultando também em menor salinidade do meio.
Nestas condicGes, a producdo de células ficou entre 108 a 10° células
mL".

A busca por novos meios de cultura para a fermentacao de
microrganimos tem sido uma constante na ciéncia de fermentacdes
(BUSTOS et al., 2004). Neste trabalho, o uso de proteina de soja
para substituir o extrato de levedura no meio para producao em
escala mostrou-se como uma alternativa para reduzir o custo do
escalonamento da producao.

Conclusao

A melhor condicao para a hidrélise de proteinato de soja para a
liberacdo de aminoacidos no meio foi de 200 g L' de proteinato
em solucao de HCL 0,5 N. De forma similar, a maior produtividade
de células viaveis de levedura foi atingida com a adicao de 1% do
produto hidrolisado nas concentracdes de 0,2 a 0,5 N de HCI.
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