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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia de Processos
Universidade Federal de Santa Maria

PRODUCAO DE ACIDO GIBERELICO POR FERMENTACAO EM
ESTADO SOLIDO EMPREGANDO SUBSTRATOS

AGROINDUSTRIAIS
Autor: Upiragibe Vinicius Pinheiro
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Luiz Jahn
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 27 de Marco de 2015

O acido giberélico (GA3) é um hormbnio natural presente em algumas plantas,
sendo empregado em formulagbes agricolas como regulador de crescimento,
apresentando grande importancia econdémica e industrial. Atualmente, sua producéo
em escala industrial é realizada por fermentacdo submersa (FSub) empregando o
fungo Gibberella fujikuroi. O maior problema no processo submerso esté relacionado
aos baixos rendimentos de GA3, fazendo com que o processo de purificacdo
apresente elevados custos. Uma alternativa a este processo é a fermentacdo em
estado solido (FES) que permite a obtencdo deste produto em concentracdes
maiores. A maior vantagem da FES frente a FSub esta relacionada a maior
producdo de GA3 empregando substratos de baixo custo, como por exemplo,
residuos e subprodutos da agroindustria. Dado o fato de que o Brasil é destacado
como um dos mais prosperos paises em termos da producado agricola, e que o Rio
Grande do Sul é responsével por cerca de 30 a 40% da producao de arroz e cevada,
no pais, avaliou-se a utilizacdo de Farelo de Arroz Bruto (FAB) e Residuo de
Cervejaria Umido (RCU), residuos do processamento de arroz e da industria
cervejeira, como substratos para a producdo de GA3 pelo fungo Gibberella
fujikuroi. Foram realizados dois planejamentos experimentais, linear do tipo 2" e
DCCR, ambos para duas variaveis. O primeiro planejamento, em trés niveis, avaliou
o efeito da umidade, na faixa de 50 a 70%, e a composi¢cdo do meio, com o teor de
FAB variando entre 30 e 70% do total de massa do substrato (massa de FAB e de
RCU). Por sua vez, o segundo planejamento, em 5 niveis, avaliou o efeito da adi¢édo
de glicose, fonte de carbono na faixa de O a 80 g/L, e do Nitrato de Amdnio
(NH4NOs3), fonte de nitrogénio, na faixa entre 0 a 5 g/L, na produtividade de GA3,
fazendo uso das melhores condi¢gbes do primeiro planejamento. Foi verificado que,
para sete dias de fermentacdo, o maior rendimento obtido, para a primeira
investigacao proposta, foi no ensaio realizado com composi¢céo do meio 30% FAB e
70% RCU e umidade do meio de 70%. No segundo planejamento constatou-se que
a maior concentracao de NH4NO; favoreceu a formacao de GA3 pelo fungo, para um
valor intermediario do teor de glicose. Por fim, a investigacdo da cinética demonstrou
um comportamento de crescimento na producdo de GA3, com 0 pico no sétimo dia,
com producdo méxima de 10,10 g/Kg de substrato, e posterior tendéncia a
estabilizacéo.

Palavras-chave: Acido Giberélico, Farelo de Arroz Bruto, Residuo de Cervejaria
Umido, Fermentagdo em Estado Sélido, Gibberella fujikuroi.
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ABSTRACT
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The gibberellic acid (GA3) is a natural hormone found in some plants, this hormone
has been used in agricultural formulations, as growth regulator, highly relevance both
economic and industrial. Currently, its industrial scale production is achieved by
Submerged Fermentation (SF) using the fungus Gibberella fujikuroi. The main
problem in the industrial process is related to the low yield of GA3, causing the
purification process presents high costs. An alternative to this process is the Solid-
State Fermentation (SSF) that allows to obtain higher concentrations of this product.
The greatest advantage of the SSF front SF is related to increased production of
GA3 using low cost substrates such as waste and by-products of agroindustry. Given
the fact that Brazil is highlighted as one of the most prosperous countries in terms of
agricultural production, and the Rio Grande do Sul accounts for about 30-40% of rice
and barley production in the country, this research evaluated the use of Raw Rice
Bran (RRB) and Wet Brewery Waste (WBW), rice processing and brewing industry
residues, as substrates for GA3 production by the fungus Gibberella fujikuroi. Two
experimental designs, a linear type 2" and CCRD, both for two variables were
performed. The first design evaluated, on three levels, evaluated the effect of
moisture content in the range of 50 to 70%, and the composition of the medium, with
RRB content ranging from 30 to 70% of the total substrate mass (RRB and WBW
mass). In turn, the second planning in 5 levels, evaluated the effect of the addition of
glucose, the carbon source over the range 0 to 80 g/L, and ammonium nitrate
(NH4NO3), the nitrogen source, in the range 0 - 5 g/L, by making use of the best
conditions of the first planning. It was found that, for seven days of fermentation, the
greater yield for the first research proposed, was at the test carried out with medium
composition of 30% RRB and 70% WBW and moisture content equals 70%. At the
second design It was observed that the highest concentration of NH;sNO3 favored the
formation of GA3 by the fungus, towards intermediate value to the glucose content.
Finally, investigation of the kinetic behavior showed an increase in production of
GA3, with the peak on the seventh day with maximal production of 10,10 g/kg of
substrate, and subsequent tendency for stabilization.

Keywords: Gibberellic acid, Raw Rice Bran, Wet Brewery Waste, Solid State
Fermentation, Gibberella fujikuroi.
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1. INTRODUCAO

A importancia do setor agricola para a economia nacional traz a tona a
procura de alternativas para o aumento da producéo de alimentos e matérias primas.
Os hormoénios vegetais passam a ser vistos, entdo, como um importante insumo
para aumentar a eficiéncia técnica e econémica dos sistemas de producéo agricolas.
O &cido giberélico (GA3) é um fitormbnio natural, da classe da giberelinas, regulador
de crescimento de grande importancia econdmica e industrial (RODRIGUES, 2010).

No Brasil, ndo ha registro de produtores desse fitormbnio, que originalmente é
obtido pelo processo de Fermentacdo Submersa (FSub), com alto custo de
producédo que limita suas aplicacées. A FSub apresenta diversas vantagens, tais
como espaco reduzido e controle de parametros operacionais precisos. A producéo
de GAS3 por FSub é baixa e o produto diluido no meio fermentado apresenta maior
dificuldade purificacdo (MACHADO, 2002; KUMAR e LONSANE, 1989).

Por sua vez, a Fermentacdo em Estado Sélido (FES) € definida como um
processo que utiliza material ndo soluvel em estado sdlido e age tanto como suporte
fisico, como fonte de nutrientes, sem a livre vazdo de liquidos. O baixo teor de
umidade desse processo significa que somente alguns poucos microrganismos
podem ser capazes de realizar esse tipo de fermentacéo, tais organismos, em sua
maioria, sdo fungos (PANDEY et. al., 2000).

A grande diferenca entre a FSub e a FES € a quantidade de liquido utilizada
nesses processos, uma vez que a FES nado contém fase liquida e na FSub, todo o
meio de fermentacdo é composto por 4gua. A FES apresenta grandes vantagens
frente & FSub, destacando-se o baixo custo de producdo (COUTO e SANROMAN,
2006; DURAND, 2003). Os custos de um produto fabricado pelo processo de FES
podem chegar a uma diminuicdo de até 47% com relacdo ao preco de mercado
(CASTILHO, ALVEZ e MEDRONHO, 2000). Isso se deve ao fato, do processo em
estado solido utilizar matérias-primas de baixo custo, como por exemplo, residuos
de producdo agricola e da agroindustria (SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

A fim de exemplificacdo, comparagdes entre a FES e FSub demonstraram
gue O primeiro processo possui capacidade de producdo de GA3 maior que 0

segundo, alcancando numeros desde 1,1 g/kg de massa seca a centenas de gramas
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por quilograma de substrato, partindo-se de substratos como residuos agricolas.
Destaca-se ainda, que a producgéo de GA3 por FES, conforme estudos recentes, tem
resultado em dados superiores numericamente a producdo de GA3 por FSub
(RODRIGUES, 2010).

A grande variedade de substratos empregados no processo de FES depende
de fatores como custo e disponibilidade. Residuos agricolas e de agroindustrias sédo
gerados em grandes quantidades e s&o ricos em nutrientes, principalmente fontes
de carbono e nitrogénio, podendo ser largamente utilizados no processo de FES.
Isso ndo somente reduz os custos de producdo, mas também diminui as fontes
geradoras de poluicado (CASTILHO, ALVEZ e MEDRONHO, 2000; DURAND, 2003).

Interessa evidenciar que, dentre os principais produtos de origem agricola do
Brasil, o arroz sofreu um aumento de 4% em relacdo a safra anterior e a cevada teve
sua producao aumentada em 21,1%, ao se comparar as safras de 2012 e de 2013
(CONAB, 2013). Um dos principais residuos do beneficiamento do arroz € o Farelo
de Arroz Bruto que representa de 10% do gréo inteiro (EMBRAPA, 2004). Na
industria cervejeira, principal emprego da cevada, o Residuo de Cervejaria Umido
(RCU) é residuo do processo de fabricacéo da cerveja (JORGE, 2003).

Dessa forma, diferentes estratégias estdo sendo estudadas de modo a
aumentar a producdo de GA3 por FES, destacando-se o estudo da influéncia de
diferentes variaveis no processo e o uso de diversos substratos provenientes da
agroindustria (MACHADO et. al., 2000; SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003). Em
vista disso, estabelece-se o0 problema de pesquisa, a partir das seguintes
constatagoes:

- O Rio Grande do Sul é responsavel por mais de 30% da producédo de arroz
do Pais (CONAB, 2014);

- As arrozeiras da regiao disponibilizam uma grande quantidade de farelo;

- O Estado do RS é responsavel pela produgcédo de mais de 40% da cevada do
Brasil (CONAB, 2014);

- As cervejarias da regiao produzem RCU em grande quantidade.

Essa grande quantidade de residuos agroindustriais tem potencial para ser
aproveitada como substrato na producdo de GA3 por FES? A partir dessa
indagacéo, estabelece-se o problema de pesquisa: E viavel, tecnicamente, produzir
GA3 por FES empregando FAB e RCU como substratos?

16



2. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal € investigar a producdo do hormonio vegetal Acido

Giberélico, por Fermentacdo em Estado Sdlido, utilizando como substratos o

Residuo de Cervejaria Umido e o Farelo de Arroz Bruto, pelo fungo Gibberella

fujikuroi.

2.1 Objetivos especificos

Como especificidades deste trabalho, destacam-se:

1)

2)

3)

Estudar a influéncia da composicao do meio de fermentagéo, contendo os
substratos Residuo de Cervejaria Umido e Farelo de Arroz Bruto e do teor
de umidade do meio, em condi¢des de processo definidas;

Estudar a influéncia da glicose, como fonte de carbono e do Nitrato de
Amonio (NH4NOs3), enquanto fonte de nitrogénio, adicionados ao substrato
no processo de FES para producédo de GA3, partindo-se da composi¢cao
do meio de fermentacgé&o e teor de umidade, nas condi¢des definidas;
Investigar a cinética de producdo de GA3, partindo-se de condigcbes
definidas das seguintes variaveis: composicdo do substrato e teor de
umidade do meio de fermentacao, de concentracéo de glicose, a fonte de
carbono, e de NH4sNOj; a fonte de nitrogénio, na solucdo de

suplementacao adicionada ao meio de FES.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Antes de qualquer estudo de bioprocessos, notadamente a Fermentagcdo em
Estado Sélido (FES) por meio de substratos sélidos com fungos patégenos, como o
Gibberella fujikuroi, se faz necessario entender como este microrganismo passou a
ser utilizado dessa forma. Adicionalmente, torna-se necessdria a compreensao
sobre o processo de producdo de Acido Giberélico por Fermentagdo em Estado
Solido com substratos oriundos de residuos da agricultura e agroindustrias, a partir
do destaque dos grupos de fitohormonios giberalinas.

3.1 Breve historico

Inicialmente, ndo se conheciam as giberelinas como horménios de plantas,
mas sim como metabolitos secundarios produzidos pelo fungo Gibberella fujikuroi,
gue causa uma patogenia tipica do arroz e de outras plantas. Em 1917, o fungo foi
descrito como Lisea fujikuroie, identificado como o causador da doenca “bakanae”,
ou “doenca da plantinha boba”. Em 1926, no Japao, descobriu-se que a doenca era
causada por uma substancia secretada por esse microrganismo, um sélido que foi
chamado de giberelina A. Logo aplOs tais descobertas o fungo passou a ser
conhecido como ¢ atualmente, Gibberella fujikuroi (BOMKE e TUDZYNSKI, 2009).

Um grande numero de microrganismos €é conhecido como produtor de
giberelinas, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias (MACMILLAN,
2002). Industrialmente, os microrganismos utilizados para producdo de GA3 séo
Gibberella fujikuroi (estagio sexuado) e Fusarium moniliforme (estagio assexuado),
para os quais, recentemente, foi proposta uma reclassificagdo, com a nomenclatura
Fusarium verticillioides (LESLIE e SUMMERELL, 2006).

Morfologicamente, ndo ha diferencas visiveis entre as caracteristicas de
Gibberella fujikuroi ou Fusarium moniliforme. A cor e forma de crescimento destes
fungos podem variar de acordo com o meio de crescimento utilizado, temperatura e

rotina de manutencédo das cepas. Em meio BDA (Batata Dextrose Agar), usado
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nesta investigacdo, a cultura apresentou caracteristicas como as destacadas na
literatura por Leslie e Summerell (2006), ou seja, as culturas tém micélio branco,
mas podem desenvolver pigmentos violeta ao longo do tempo.

No inicio dos anos 50, as giberelinas comecaram a ser aplicadas na
agricultura. Nesta mesma década, através de pesquisas de fermentac6es em escala
de laboratério com Gibberella fujikuroi, uma giberelina foi isolada, passando a ser
denominada Acido Giberélico, com formula molecular C19H2,0¢ (TAKAHASHI, 1986).

3.2 O grupo de fitohormadnios giberelinas

Com base em trabalhos ja realizados, destacando-se, entre eles Rodrigues
(2010), as giberelinas (GAs) sdo um grupo de fitohormdnios que concentram sua
producéo na zona apical nos frutos e nas sementes. Sao fitohormoénios identificados
também em fungos e bactérias, resultando em 136 compostos dessa classe
conhecidos e catalogados com a sua nomenclatura. A classificagdo das giberalinas
varia de GA1 a GA136, seguindo a ordem de descoberta. Os dois compostos, dentre
as 136 giberelinas conhecidas que apresentam a maior relevancia sdo as GAl e
GA3 e as GA4 e GA7, cujos efeitos biolégicos acentuados as tornam
comercialmente importantes (BOMKE e TUDZYNSKI, 2009). O composto GA3 é o
de interesse deste trabalho.

As giberelinas exercem diversos efeitos sobre o0 crescimento e
desenvolvimento de plantas, tais como germinacdo, expansédo das folhas,
desenvolvimento das flores, incremento do crescimento dos talos, interrupcdo do
periodo de laténcia das sementes fazendo-as germinar, inducdo da brotagdo de
gemas e promocao do desenvolvimento dos frutos, além do estimulo a atividade de
transferéncia causando maior formacado de xilema e floema em plantas lenhosas
(TUDZYNSKI, 1999; BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2000; TUCKER e
ROBERTS, 2000; DAVIES, 2004).

Esses fitohormdnios compdem a familia de acidos dipertendides, sendo que
todas as giberelinas possuem um esqueleto estrutural conhecido como ent-
giberelano, mostrado na Figura 1. Esse esqueleto pode ter 19 ou 20 unidades de

carbono, as quais podem formar quatro ou cinco sistemas de anéis. Salienta-se que
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todas as giberelinas bioativas possuem 19 carbonos, entretanto nem todas as
giberelinas que possuem 19 carbonos s&o bioativas (BOMKE e TUDZYNSKI, 2009).

Figura 1 - Estrutura do esqueleto ent-gibrelano.

Fonte: Bomke e Tudzynski, 2009.

A maioria dos hormonios giberelinas, entretanto, sdo precursores de menor
importancia ou formas biologicamente inativas. Nesse contexto, o Acido Giberélico
(GA3) é considerado o mais importante membro da familia das giberelinas, que age
como um horménio de crescimento, controlando a maioria dos processos de
desenvolvimento numa planta (RODRIGUES et. al.,, 2009). Dentre as principais
aplicacoes deste fitohormonio estédo a contribuicdo sobre os processos de malteacéo
da cevada, a atividade promotora de desenvolvimento em parreirais, 0 aumento das
distancias internodais em algumas plantas, a reducdo do periodo de laténcia em
sementes (PIEROTTY, OTALVARO e ALGECIRA, 2006), dentre outras, que o
fizeram ganhar especial atencdo, devido aos seus efeitos benéficos na agricultura.

Além do numero de carbonos, as giberelinas diferem quanto ao nimero e
posicdo dos grupos hidroxila, quanto ao estado de oxidacdo do C20 e com a
presenca ou auséncia da ponte de lactona entre C10 e C19. Normalmente é dificil
guantificar as GAs, pois elas possuem baixa absor¢cdo no ultravioleta (UV), n&o
apresentam nem fluorescéncia e nem boa distingdo entre suas caracteristicas
guimicas, o que seria a base de ensaios quimicos especificos (TAIZ e ZEIGER,
1998; TUCKER e ROBERTS, 2000).
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A producdo industrial de GAs é realizada através de Fermentacdo Submersa
do fungo ascomiceto Gibberella fujikuroi. Mas, embora a quimica, biossintese, modo
de acéo, relacdo entre estrutura e atividade e utilizacdo das GAs ja tenham sido
investigados (BRUCKNER e BLECHSMIDT, 1991; HOLLMANN et. al., 1995; LU et.
al., 1995), sabe-se pouco sobre a producdo de GAs por FES, e até mesmo em
fermentacdo em meio liquido (GELMI et. al., 2000).

3.2.1 Biossintese do Acido Giberélico

Rodrigues (2010) destaca que a biossintese do Acido Giberélico no fungo
Gibberella fujikuroi foi determinada, inicialmente, na década de 60, por meio da
incorporagdo de acetato e mevalonato com carbono marcado. Segundo essa
pesquisa, a sintese de giberelinas ocorre a partir do acetil-CoA pela via do acido
mevalbnico (via MVA), o qual é produzido pela condensacdo de trés moléculas da
acetil coenzima A (CoA). O MVA é entdo convertido via isopentenil, dimetilalil,
geranil e difosfato de farnesila em difosfato de geranil geranila (GDPP)
(TUDZYNSKI, 1999). As enzimas ent-copalil difosfato sintase (CPS) e ent-caureno
sintase (KS) estdo envolvidas na conversédo do GDPP para o ent-caureno.

CHy . ~

CH3—C-S-CoA —> CH3—C —CH2— C-§-CoA —> mo~[__ oM
| I I i
) 0 S.CoA

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA 3-hidroxi-

3-metilglutaril-CoA

|
‘:?\\U:/OPP < gopp < Lo <—?$’Cgﬁ°“

Pirofosfato de Pirofosfatode  Acido Melavénico
dimetilalila isopentila
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Figura 2 - Biossintese de formacédo do ent-caurano no Gibberlla fujikuroi.
Fonte: Tudzynski, 1999.
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Como se observa na Figura 2, a descoberta dos genes, que codificam as
enzimas da biossintese de GAs em plantas e fungos, demonstra que a rota de
biossintese de GAs é diferente entre as plantas e os fungos em niveis quimicos,
enzimaticos e genéticos.

Na Figura 3, a seguir, nota-se que o ent-caureno sofre modificactes
sucessivas pelas citocromo P-450 oxigenases (P450) até formar o GAl2-aldeido.
Importa destacar que todas as etapas da rota biossintética até a formacdo GA12-
aldeido sédo idénticas em plantas e fungos. No entanto, a partir do GAl12-aldeido,
ocorre uma alteracdo nas vias de biossintese de giberelinas, tornando-as diferentes

em plantas e em fungos.
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Figura 3 - Biossintese de giberelinas em Gibberella fujikuroi e em plantas.

Fonte: Yamagushi, 2008.
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A Figura 3 revela a formagédo do GAS3 a partir da rota de interesse no fungo e
em plantas. Em varias espécies de plantas, o0 GA12-aldeido é convertido em GA12.
Por meio de oxidacédo, forma a giberelina GA9 ou 13-hidroxilado para formar GA53.
A etapa final da via de formacao de giberelinas em plantas, GA9 e GA53, formam
GA4 e GAl, respectivamente. Por sua vez, em fungos, o GAl2-aldeido é 3b-
hidroxilada a GAl4-aldeido que, quando oxidado forma o GA14. Este, por sua vez,
sofre oxidacao para formar o GA4.

Conforme as informacdes de Yamagushi (2008), na Figura 3, a partir de uma
dessaturagédo no GA4 forma-se o GA7, que ao ser convertido por hidroxilagdo forma

0 composto de interesse deste trabalho: o GA3.

3.2 O Acido Giberélico (GA3): propriedades fisicas e quimicas e interacdes

bioldgicas

Em relacdo as propriedades fisicas e quimicas, o GA3 € considerado um
solido cristalino, de férmula molecular C;9H2,06 € massa molecular 346,37 g/mol.
Seu ponto de fusdo € igual a 233 - 235 °C. Esse acido de pH 4,0 ndo possui odor e
apresenta uma densidade de 600 mg/ml a 28 °C. O GA3 é ligeiramente soluvel em
éter dietilico, também é soltvel em etanol, metanol, acetona, solu¢do de bicarbonato
de sdédio, solugcédo de acetato de sddio e solugdes alcalinas. Em acetato de etila €
moderadamente sollvel e insoluvel em cloroformio. “Em agua, a solubilidade do
GA3 é de 5000 mg/L a 25 °C” (RODRIGUES, 2012).

Seguindo as afirmacfes da autora, o0 GA3, na Figura 4 (ANVISA, 2007), é
quimicamente caracterizado como um acido tetraciclico dihidroxi-g-lacténico,
contendo duas liga¢oes duplas carbono-carbono e uma carboxila livre. Para Kumar e
Losane (1989) essa estrutura foi obtida pelo estudo da decomposi¢éo de produtos
acidos e sua estereoquimica absoluta foi deduzida de dispersao rotatoria, dicroismo

circular e anélises de raios-X.
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Figura 4 - Estrutura quimica do GAS.

Fonte: ANVISA (2007).

Quanto as interacdes bioldgicas, nas plantas, a quantidade de giberelinas
(GAs) varia de 0,001 a 1,0 mg/kg. Na perspectiva de Takahashi (1986) e Machado
(2002), diferentes GAs podem ser encontradas na mesma planta e a proporgéo
entre elas pode mudar dependendo de seu estagio de desenvolvimento. Em folhas
jovens sao sintetizadas grandes quantidades de giberelinas, assim como nas
sementes imaturas e raizes. Cabe salientar que as folhas jovens transportam
giberelinas para o caule via floema. Afirmam os autores que um decréscimo
acentuado € observado na concentracdo de giberelinas das partes aéreas podendo
ser percebido por meio de remocoes de parte do sistema radicular. Isso demonstra
gue uma parcela significativa das giberelinas desses 6rgaos € suprida pelas raizes.

Ja4 em relagdo ao fungo Gibberella fujikuroi, a producdo de GA3 e outras
giberilinas é superior as existentes em plantas. Bruckner e Blechschmidt, 1991
destacam que a germinagdo de esporos e o0 alongamento das hifas podem ser
influenciados pela acdo do GA3. Com isso, pode-se inferir que a funcdo dessa

giberelina é a mesma nos fungos e nas plantas.
3.3 Producao de GA3 por Fermentacédo Submersa (FSub)

No processo de fermentacdo submersa, comumente utilizado na producéo de
GAZ3, sdo empregados vasos cilindricos com a relacédo altura/diametro igual a 2:1 ou
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3:1, onde todos os nutrientes estdo dissolvidos no meio fermentativo. A presenca do
produto em forma diluida no meio € o maior obstaculo, dado que o custo da
separacao por tecnologias como centrifugacdo ou microfiltracdo, pode envolver de
50% a 75% do custo total de producéo por FSub (KUMAR e LONSANE, 1989).

Os resultados expostos na literatura alcangam um maximo de produtividade
gue esta entre 0,1 a 2 g/L, empregando meios contendo desde sacarose a agua de
maceracgao de milho e farinha de arroz, em fermentadores de producdo em batelada
(BERRIOS, PYLE e AROCA, 2010; CHAVEZ-PARGA et. al., 2008; SHUKLA,
CHAND e SRIVASTAVA, 2005). Em algumas patentes publicadas pode-se observar
resultados relevantemente maiores que 0s encontrados nas referéncias citadas para
a producdo de GA3 por FSub, por exemplo, nas patentes do Reliance Life Sciences
Private Limited (2008) e da Universidade Federal do Parana (2012), o primeiro,
utilizando-se de meio industrial de cultura e o segundo utilizando de extratos
aguosos de frutas citricas, chegou-se a uma produtividade de cerca de 15 g/L.
Contudo, apesar de toda a tecnologia disponivel, no fim da década de 70, ja sabia-
se que este processo estava muito proximo da saturacdo, da mesma forma que
reducdo de custos estava muito préxima do seu limite (JEFFERYS, 1970; KUMAR e
LONSANE, 1989).

3.4 Producéo de GA3 por Fermentagcdo em Estado Solido (FES)

As rotas para a obtencdo do GA3 sdo: sintese quimica, extragdo de plantas e
fermentac&o. O baixo rendimento das duas primeiras rotas faz com que estas sejam
economicamente invidveis. Como ja citado no item anterior, industrialmente, a
producédo de GA3 é realizada através da FSub (RODRIGUES et. al., 2011). Porém, a
FSub apresenta algumas desvantagens, se comparada com a FES, notadamente,
os custos de producdo do meio de fermentagdo, de operacdo do processo e de
separacdo do metabdlito de interesse.

E corrente nas pesquisas desenvolvidas na area, entre elas as de Pandey
(2003) e Soccol e Vanderberghe (2003) que a FES caracteriza-se pelo
desenvolvimento de microrganismo em um ambiente com auséncia de agua livre,

sobre e no interior de particulas porosas Umidas denominadas suporte ou matriz
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soOlida. Essa matriz sélida tem a fungdo de suporte fisico e/ou fonte de nutrientes.
Segundo Del Bianchi, Moraes e Capalbo (2001) a matriz solida possui
caracteristicas capazes de gerar maior rendimento do processo. Evidenciam como
produtivos o alto grau de acessibilidade do microrganismo, a reproducéo das
condicdes de alta atividade de &gua e alta transferéncia de oxigénio, tais condi¢cdes
podem ser obtidas por meio do uso de materiais inertes impregnados com solucao
nutritiva.

Em vista disso, por um lado podem ser elencadas vantagens, dentre as quais
se destacam: as condi¢cfes da cultura em FES (préximas das que se desenvolvem
em meios naturais), a simplicidade no preparo do meio fermentativo, a reducao da
geracao de efluentes liquidos, o uso de residuos da agroindustria de baixo custo
(SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003). Por outro lado, a utilizagdo industrial &
dificultada por problemas gerados pela remocéo de calor e obstaculos na medicao
de varidveis como pH, oxigénio dissolvido, quantidade de agua e concentracdo do
substrato no estado solido. Essas limitagbes aumentam as dificuldades no
monitoramento do processo de FES.

Diversos tipos de fermentadores tém sido utilizados para FES em modelo de
batelada ou até em continuo. Uma caracteristica comum em quase todos esses
modelos tem sido sua simplicidade no funcionamento. Nesta pesquisa a producao
de GA3 por FES é abordada por meio da utlizacdo de escala laboratorial
conduzidos em frascos Erlenmeyer, béqueres e placas de Petri. Esses fracos séo
apropriados por possuirem abertura larga e oferecem facilidade na manipulacéo
durante o processo (SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

Os residuos de processos agricolas, gerados em abundancia no Brasil,
causam graves problemas ambientais quando dispostos na natureza (SOCCOL,
1996a; PANDEY et. al., 2000b). O reaproveitamento destes residuos como
substrato/suporte, além de ser uma alternativa em processos fermentativos, auxilia
na reducdo dos problemas de poluicdo ambiental (SOCCOL e VANDENBERGHE,
2003). Diversos residuos e subprodutos da agroindustria tém sido estudados como
substrato/suporte em FES. Nesta investigacdo, optou-se por utilizar os Residuo de
Cervejaria Umido e Farelo de Arroz Bruto.

A necessidade de reduzir os residuos gerados, no Brasil, no Século XXI tem
demonstrado que a utlizacdo de subprodutos da agroindustria, como os do
processamento de café, de frutas citricas, de trigo, de mandioca (RODRIGUES et.
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al.,, 2009; MACHADO et. al., 2001, PASTRANA et. al., 1995; MACHADO et. al.,
2002), polpa de frutas e cascas de vegetais como tomate e batata (COUNCIL OF
SCIENTIFIC AND INDUSTRIAL RESEARCH, 2006; UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA, 2012) e arroz e cevada (residuos pesquisados neste trabalho), atingem
producoes de GA3 em processo de FES na faixa de 0,1 a 9,0 g/kg de substrato,
demonstrando assim, uma produtividade até oito vezes maior que no processo de
FSub. Isso revela que ha alternativas tecnicamente viaveis para diminuir o impacto

da geracao de residuos da agroindustria nos processos produtivos.

3.4.1 Residuo de Cervejaria Umido (RCU)

A mosturacdo compreende 0 processo que envolve a mistura do malte moido
com agua quente, e por extracdo a quente, obtém-se o mosto: solugdo aquosa de
acucares, aminodcidos, peptideos, contendo sais de calcio e com um pH
ligeiramente acido. No processo de mosturacdo, pode-se obter a extracdo de 65%
dos sdlidos totais do malte. A filtracdo é feita em um equipamento chamado filtro
prensa, onde as cascas e 0s bagacos sdo separados do liquido agucarado (mosto).
Em seguida, a camada de cascas retidas no filtro é borrifada com agua a
aproximadamente 75°C por diversas vezes, de modo que, quando o residuo se
apresenta com menos de 1% de extratos sollveis, é considerado totalmente
esgotado.O bagaco de malte, nomeado Residuo de Cervejaria Umido (RCU) é
constituido basicamente pelas cascas da cevada malteada (JORGE, 2003). A
composicéo do RCU é apresentada na Tabela 1.

'0s dados das Tabelas 1 e 2 foram obtidos por meio de analises especificas nos laboratérios do
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, da UFSM, para os residuos RCU e FAB,
investigados neste trabalho (Anexo A).

27



Tabela 1 — Composi¢éo do RCU.

Propriedades Composicéao (%)
Matéria Seca 93,92
Proteinas 19,35
Extrato etéreo 14,48
Teor de amido 15,69
AcUcares totais 13,92

Fonte: Autor.

3.4.2 Farelo de Arroz Bruto (FAB)

O gréo de arroz é composto por aproximadamente 20% de casca, 70% de
endosperma e 10% de farelo e germe. Nas camadas do farelo e germe, esta
concentrada a maior parte dos lipideos do grao de arroz. Durante o descascamento,
obtém-se o farelo (pericarpo e gérmen) que representa de 10% do grao inteiro
(CONAB, 2014). O farelo contém entre 12-18% de 6leo, o que significa que o gréo
de arroz potencialmente possui apenas 0,8% de 6leo. Durante o beneficiamento do
arroz varias partes dos graos sdo removidas e ha a concentragdo dos principais
elementos nutritivos no farelo, o que o torna 6tima matéria-prima para processos
industriais e para alimentacdo (ORTHOEFER, 1996). A composi¢cdo do FAB é

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Composigéo do FAB.

Propriedades Composicéao (%)
Matéria Seca 93,92
Proteinas 13,09
Extrato etéreo 14,54
Teor de amido 36,74

Fonte: Autor.
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3.5 Fatores que influenciam a producao de GA3

Existem fatores que devem ser levados em consideracdo no processo
fermentativo por FES, através do fungo Gibberella fujikuroi, como por exemplo, a
aeracdo, a temperatura, a umidade, além das fontes de nutrientes disponiveis ao
microrganismo (fontes de carbono, fontes de nitrogénio e sais minerais). Esses
fatores devem ser estudados e, sua influéncia na producdo de GA3 deve ser
compreendida, com 0 objetivo de se alcancar os melhores resultados possiveis
dentro do processo.

3.5.1 Aeracao

A aeracdo é um fator critico, na producdo de GA3, devido ao fato do processo
de biossintese do fungo Gibberella fujikuroi compreender varios passos oxidativos.
Porém, como o espessamento do meio causado pela biomassa e a sintese de
polissacarideos, no meio, tendem a diminuir a transferéncia de oxigénio, isso afeta
drasticamente o aumento da producdo de GAs (VASS e JEFFERYS, 1979;
BANDELIER, RENAUD e DURAND, 1996). Os resultados obtidos refletem a
afirmacéo dos autores, uma vez que o aumento da parcela de FAB na composi¢céo
do meio aumenta sua compactagcdo e reduz a transferéncia de oxigénio. A

consequéncia desses resultados é a reducao da producédo de GAS.

3.5.2 Temperatura

O efeito da temperatura na produgcédo de GA3 parece ser independente do
microrganismo utilizado, embora a maioria dos estudos sejam desenvolvidos
utilizando cepas de Gibberella fujikuroi. Temperaturas muito elevadas afetam
consideravelmente o desenvolvimento do microrganismo, podendo inclusive ocorrer

a perda total das cepas. Varios estudos relatam que as pesquisas sao desenvolvidas
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utilizando diferentes condi¢des de temperatura. Ha relatos de variagdes entre 25°C e
30°C (OLIVEIRA, 2010).

3.5.3 Umidade e atividade de agua (aw)

A literatura aborda teores de umidade que, em geral, variam entre 30 e 85%
dependendo do substrato (OLIVEIRA, 2010). A guantidade maxima de agua no meio
é funcdo da capacidade de absorcdo do substrato. Porém, o teor de &gua nao
diferencia a agua disponivel aos microrganismos da agua de ligagdo ao substrato,
nao disponivel aos microrganismos. A quantidade de agua que realmente esta
disponivel ao metabolismo do microrganismo pode ser avaliada pela atividade de
agua (ay). O teor de umidade do substrato € uma das principais variaveis que
influencia o sucesso de uma FES. O liquido no seio da matriz ndo deve ser muito
abundante para nao reduzir a porosidade e, consequentemente, limitar as trocas
gasosas. Valores importantes de crescimento de Gibberella fujikuroi e produtividade
de GA3 estdo relatados com a, acima de 0,99 (KUMAR e LOSANE, 1990;
CORONA, SAEZ e AGOSIN, 2005). De fato, em concordancia com a explanagéo
acima, valores de a,, acima de 0,99 foram abordados nesta pesquisa, com teores de
umidades dos substratos em valores na faixa de 50% a 70%.

3.5.4 Fontes de Carbono

O Carbono € um dos elementos essenciais a sustentacdo e ao crescimento
do microrganismo. Entre as fontes de carbono mais utilizadas para producédo da GA3
por FES, destaca-se a glicose. Neste processo, as concentracbes de glicose
superiores a 20% podem causar repressdo catabdlica (TUDZYNSKI, 1999),
acarretando a paralisacdo do metabolismo do microrganismo. Outras fontes também
podem ser utilizadas para a produgcdo do GA3, podendo ser citadas as farinhas de
origem vegetal ou misturas com diferentes fontes de carbono como glicerol, glicose

e galactose e até mesmo 6leos vegetais (GELMI et. al., 2000; MACHADO et. al.,
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2001; SHUKLA, CHAND e SRIVASTAVA, 2005). A influéncia das fontes de carbono
no metabolismo do fungo produtor do GA3 torna-se clara quando se observa o
decréscimo nas concentra¢ces dessa fonte (glicose) com o aumento da producéo de
GAZ3 e posterior estabilizagdo da curva.

3.5.5 Fontes de Nitrogénio

Diferentes fontes de nitrogénio foram avaliadas em relacdo ao seu efeito
sobre a producdo de GA3. Sado consideradas fontes de nitrogénio favoraveis o
nitrato de amonio, o sulfato de aménio, o cloreto de amdnio, a uréia, o tartarato de
amonio e a agua de maceracédo de milho (CHAVES-PARGA et. al. 2008; BERRIOS,
PYLE e AROCA, 2010). Considerando-se que, na analise do experimento, 0s
maiores valores propostos para as fontes de nitrogénio geraram também os maiores
valores para a producdo de GA3, corroborando, assim, as informagbes de
Tudzynski, 1999.

3.5.6 Sais minerais

Os sais minerais exercem funcdo chave na biossintese de metabdlitos
secundarios. Os compostos frequentemente utilizados nos processos de FES, para
producédo de GA3 por Gibberella fujikuroi, sdo Sulfatos de Magnésio, de Ferro e de
Zinco, podendo chegar a concentracdes de 5 g/L de solugdo de suplementacéao,
bem como Fosfatos de Potassio (CHAVEZ-PARGA, 2008; BERRIOS, PYLE e
AROCA, 2010; PEREZ-CORREA e AGOSIN, 2002; CORONA, SAEZ e AGOSIN,
2005; RELIANCE LIFE SCIENCES PRIVATE LIMITED; 2008).
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3.6 Extracdao e purificagao do GA3

3.6.1 Purificacéo

O GAZ3 oriundo do processo de FES pode ser recuperado por adsor¢ao ou por
extracdo com solventes, purificado através de repetidas extragfes liquido-liquido e
concentrado em condi¢bes de vacuo (SHUKLA, SRIVISTAVA e CHAND, 2003).
Dentre os solventes organicos que solubilizam o GA3, o acetato de etila é utilizado
neste tipo de extracdo por ser imiscivel em agua. No processo de purificacao
Rachev et. al. (1993) relatam que utilizaram o processo de extragdo liquido-liquido
com acetato de etila, para obtencéo do cristal de GA3 do caldo fermentado. Mais
recentemente, Rangaswamy, Mumbai e Balu (2008) purificaram o GA3 produzido
por fermentacao utilizando o processo de extragdo com acetato de etila e, a partir de
sucessivas concentracdes, por evaporacao e posterior cristalizagdo. Esse processo
serviu para a extracdo do GA3 presente no filtrado obtido da extracdo com solucdo
tampao fosfato adicionada ao meio de fermentagao.

Rodrigues (2010) destaca que na fase soélida a extragdo dos compostos de
interesse é retido por meio de um agente de sorcdo sélido e posterior eluicdo por
solvente adequado. Dentre os agentes de sor¢ao disponiveis, os mais utilizados sao
as alquil-silicas, particularmente as C8 e as C18 (cadeias de 8 ou 18 atomos de
carbono ligados covalentemente aos grupamentos silanol da silica), ideais para
sorcdo de compostos de média ou pouca polaridade (CHIMELLI, 2003). A utilizacao
de carvéo ativado para purificagdo de metabdlitos produzidos por fermentacdo tem
mostrado grande potencial para a extragao de giberelinas (RODRIGUES, 2010).

O carvéo ativado € um material carbonoso poroso. A aplicagdo dos materiais
carbonosos porosos como adsorventes se baseia principalmente em suas
propriedades texturais e em sua natureza quimica. As propriedades texturais do
carvao ativado apresentam duas caracteristicas importantes: tamanho de poro e a
area superficial. Essas caracteristicas definem a utilizagdo do carvéo ativado e sua
capacidade de adsorver e dessorver moléculas. As propriedades fisicas da
superficie sdo descritas pela area superficial especifica e porosidade, enquanto que
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as propriedades quimicas dependem da presenca ou auséncia de grupos &cidos ou
basicos sobre sua superficie (MORENO-CASTILLA, 2004; RODRIGUES, 2010).

3.6.2 Extracdo do GA3 do substrato sélido

A extracdo do GA3 produzido por FES é essencial para o procedimento de
andlise e validagdo da producdo deste metabdlito em substrato sélido. A extracédo
utilizando solucdo tampdo fostato, com pH igual a 7,4 ou 8,0 € frequentemente
utilizada como precursora as analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e espectrofotometria (MACHADO, 2002; BERRIOS, ILLANES e AROCA,
2004; UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2012). A extracdo acidificada
mostra-se eficiente para as analises em espectrofotdbmetro UV, com comprimento de
onda de 254 nm, utilizando HCI para baixar o pH da solucéo de extragdo até pH 2,5
(BARENDSE et. al., 1980; BANDELIER, 1997).

3.7 Anélise do GA3

Para analise de GA3, produzido por Gibberella fujikuroi, foram desenvolvidos
métodos rapidos e simples, dentre 0s quais se destaca a analise
espectrofotométrica, utilizada nesta investigacdo. No entanto, os métodos de
quantificagdo de GA3 originalmente estavam baseados em bioensaios realizados em
plantas. Os bioensaios foram importantes na identificacdo das giberelinas, sendo
requeridos frente a necessidade de altos niveis de especificidade e sensibilidade,
mas nao sdo adequados para monitoramento da produgdo de GA3 durante o
processo de FES, quando diferentes giberelinas sdo sintetizadas e resultados
rapidos sdo requeridos (RODRIGUES et. al., 2009).
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3.7.1 Método espectrofotométrico

O método espectrofotométrico proposto originalmente por Holbrook, Edge e
Baily (1961) é o meétodo mais simples e mais amplamente utilizado para
determinacdo de GA3 em processos fermentativos, da mesma forma que € o
método que melhor compactua com a extracdo e purificacdo propostas nesta
investigacdo. O uso de FES para a produgcdo de GA3, usando o fungo Gibberella
fujikuroi, contém muitos compostos que sado fortemente absorvidos na faixa de
comprimento de onda de ultravioleta. Sendo assim, o pré-tratamento da amostra de
leitura, para a analise em espectrofotometria em UV, a 254 nm, se faz necessario.

O método espectrofotométrico baseia-se na conversdo do GA3 em &cido
giberelénico, pela acdo de &cidos fortes. A absorbancia do &cido giberelénico é
medida em 254 nm (HOLBROOK, EDGE e BAILY, 1961). A adi¢cdo de HCI a amostra
extraida do processo de FES leva o0 GA3 a reagir com este acido forte, formando
acido giberelénico, que é absorvido na faixa UV, mais especificamente em 254 nm
(BERRIOS, ILLANES e AROCA, 2004). O fato de que a conversio do GA3 a acido
giberelénico é linear, isso torna a metodologia factivel com a realidade desta

pesquisa.

3.7.2 Outros métodos

Embora existam varios métodos para analisar a producdo de GAS3, interessa
explicitar apenas aquele utilizado nesta pesquisa. Entre os outros métodos citados
na literatura, encontram-se listados a andlise fluorométrica, a andlise
espectrofluorodensitométrica, a cromatografia de camada delgada, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a espectrometria de massa (EM). A excluséo
desses métodos para a andlise do GA3, formado no processo de FES, pelo fungo
Gibberella fujikuroi se deve por razbées tais como: indisponibilidade de
equipamentos, incompatibilidade com os métodos de extracdo e purificacdo

utilizados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Microrganismo

Para o desenvolvimento do presente trabalho, foi utilizada uma cepa liofilizada
do fungo Gibberella fujikuroi, cedida pelo United States Departmentof Agriculture—
Agricultural Research Service (USDA - ARS) da ARS culture collection of National
Center for Agricultural Research Unity em Peoria, lllinois, nos Estados Unidos da
América. A cepa foi, entdo, inoculada em tubos de vidro contendo o meio sintético
elaborado conforme solugéao apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Composi¢do do meio sintético.

Substrato Concentracgéao (g/L)
Glicose 10
Peptona 10

Extrato Levedura 7,5
(NH4)2S0,4 2
FGSO4.7H20 1

MgSO4 0,5
MnSQO,4.H,0O 1

Fonte: PARRA et. al.(2005); ZHANG et. al.(2012); SELBMANN et. al.(2002); YU et. al.(1998); KLAIC
(2014).

Apds 10 dias de manutencdo em uma estufa sob temperatura de 28°C, deu-
se inicio as repicagens em placas de Petri, contendo meio BDA (Batata Dextrose
Agar), seguindo procedimento descrito na Tabela 4. Em procedimento realizado em
capela de fluxo laminar, o fungo ja desenvolvido no meio de cultura sintético foi
inoculado nas placas contendo o meio BDA. Feito isso, passados sete dias, parte
das placas foram repicadas novamente, raspando-se 0 micélio com alca de platina,
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em novas placas com meio BDA, enquanto a outra parte das placas foi armazenada

em uma geladeira a 4°C, para futuras repicagens.

Tabela 4 — Composi¢céo do meio BDA.

Infuséo de 200 g de batata
Adicdo de 20g de agar
Adicéo de 20g dextrose

Adicdo de agua até 1000 mL
Correcao do pH para 5,0

a b~ wN B

Fonte: ROSSELL, (1972).

4.2 Substratos

Os substratos utilizados neste trabalho para a produ¢cédo dos meios de cultura
para os ensaios das Fermentacbes em Estado Sélido (FES) foram o Residuo de
Cervejaria Umido (RCU) e o Farelo de Arroz Bruto (FAB). O primeiro foi doado pela
Santa Mate Ind. e Com. Ltda., e 0 segundo, fornecido pela empresa J. Fighera e Cia.
Ltda. O RCU passou por processo de secagem em estufa, a uma temperatura de
50°C, por um periodo de trés dias.

Os ensaios de FES foram realizados em béqueres de vidro de 400 mL, todos
contendo 50 g de substrato, em diferentes propor¢cées de composi¢cédo, conforme
descrito no item 4.4 e solucdo de suplementacdo, elaborada de acordo com a

composicao descrita na Tabela 5.
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Tabela 5 — Composicéo da solugéo de suplementacéao.

Substrato Concentracgéao (g/L)
FGSO4.7H20 1,0
MgSO4 0,5
MnSO4.H,0 1,0
ZnS04.7H0 0,2
CUSO4.7H20 0,2

Fonte: PARRA et. al.(2005); ZHANG et. al.(2012); SELBMANN et. al.(2002); YU et. al.(1998); KLAIC,
(2014).

Os béqueres contendo o substrato, bem como a solu¢édo de suplementacao e
demais materiais necessarios para este caso, eram autoclavados por 30 min a 121°
C e levados a capela para que, entao, o indculo, preparado conforme item 4.3, fosse
adicionado ao meio de cultura, a uma taxa de inéculo de 15 % em volume/massa
(KUMAR e LOSANE 1990).

Os ensaios realizados com FAB e RCU foram realizados em uma estufa
vertical, com a temperatura em 28° C. Com o0 objetivo de manter a umidade elevada
dentro da estufa foi realizado o insuflamento de ar borbulhado em recipiente
contendo agua destilada.

A atividade da agua dos residuos agricolas utilizados como substrato foi
medida empregando equipamento AqualLab LITE. Essa variavel foi avaliada para
teores de umidade dos substratos na faixa de 30 a 70%. Os ensaios foram
realizados em triplicata. Em cada béquer contendo FAB ou RCU foi adicionado agua
e deixados em repouso por 24 horas, ap0s, as amostras eram retiradas e analisadas
no equipamento supracitado.

4.3 Producao do indculo de Gibberella fujikuroi

A cepa de Gibberella fujikuroi foi cultivada em placas de Petri contendo meio
BDA e incubada em estufa apropriada a 28°C por 168 horas. ApOs esse periodo,

certo numero de discos, contendo o micélio do fungo em questédo, foram retirados do

37



meio de cultivo através do uso de tubos de ensaios de diametro igual al2 mm. Os
discos foram depositados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL de
meio formado pela solu¢do descrita anteriormente na Tabela 1. O cultivo do inéculo
foi conduzido a 28°C sob agitagéo de 120 rpm por 96 horas (RODRIGUES, 2009).

De forma a definir o tempo e o nimero de discos a serem utilizados para a
preparacdo do inéculo foram realizados ensaios em frascos Erlenmeyer de 100 mL.
Cada um dos frascos continha 30 mL de meio, formado pela solu¢cdo descrita na
Tabela 1. Para tanto, foram depositados dois e trés discos, retirados das placas de
Petri contendo as culturas de Gibberella fujikuroi. Apds, os ensaios foram feitos em
estufas, durante tempos de 24 a 96 h, a 28 °C e 120 rpm. A determinagao de
biomassa foi realizada pelo método de matéria seca, no qual o fermentado foi filtrado
e posteriormente seco em estufa a 80°C até peso constante.

4.4 Planejamento experimental para a producao de GA3 por FES

Todos os ensaios englobados neste topico do trabalho foram realizados em
béqueres de vidro de 400 mL, em estufas verticais, com insuflamento de ar através
de recipiente contendo agua de forma a tornar a umidade no ambiente alta. A
temperatura foi fixada em 28° C.

4.4.1 Analise da influéncia da umidade e da composi¢do do substrato na producéo
de GA3 por FES

Nesta etapa do trabalho, foi definida a preparacdo do meio de cultura. As
variaveis estudadas, para tanto, foram: umidade inicial do meio de cultura,
composicdo do meio (massa de FAB/massa total de substrato, definida como a
soma das massas de FAB e RCU). O planejamento experimental foi linear do tipo 2"
e trés repeticdes no ponto central, para duas variaveis, totalizando sete ensaios
nesta etapa. A tabela 6 apresenta o delineamento experimental. O processo

fermentativo ocorreu por um periodo de sete dias.
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Tabela 6 — Planejamento experimental linear 2" para duas variaveis com trés
repeticdes no ponto central para umidade e composi¢cdo do meio.

Variavel -1 0 +1
Umidade % 50 60 70
Composicédo do meio (% de FAB) 30 50 70

Fonte: Autor.

4.4.2 Analise da influéncia da glicose e do nitrogénio na producao do GA3 por FES

Para o estudo da producdo de GA3 por FES, as variaveis trabalhadas nesta
etapa foram as seguintes: teor de glicose no meio de cultura (g/L) e teor de nitrato
de amonio no meio de cultura (g/L). O planejamento experimental foi do tipo DCCR
para duas variaveis, totalizando 11 ensaios. Na tabela 7 estdo os niveis utilizados
para cada variavel. O processo de FES ocorreu por um periodo de sete dias.

Tabela 7 — Planejamento Experimental DCCR para teor de glicose e teor de nitrato

de amonio.
Variavel -1.41 1 0 +1 +1.41
Teor de glicose no 0,00 11,63 40,00 68,37 80,00
meio de cultura (g/L)
Teor de nitrato de
amonio no meio de 0,00 073 250 4.27 5,00

cultura (g/L)

Fonte: Autor.
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4.5 Analise da cinética da producédo do GA3 por FES

O estudo da cinética da producdo de GA3 por FES consistiu em realizar
ensaios em duplicata, por doze dias. As condi¢cdes para realizacdo do experimento
de cinética a producédo de GA3, com os substratos RCU e FAB, foram as melhores
condicdbes de produtividade definidas para as variaveis dos planejamentos
experimentais dos itens 4.4.1 e 4.4.2.

As amostras a serem extraidas, purificadas e analisadas comecaram a ser
retiradas, a partir do terceiro dia, totalizando, assim, para este caso, 20
experimentos. As amostras foram preparadas contendo os substratos estudados
neste trabalho, de acordo com os melhores resultados obtidos em cada uma das
duas etapas anteriores.

Além das andlises de producdo de GA3, a variacdo da concentracdo dos
acucares simples empregados como fonte de carbono na andlise da cinética de
producdo do GA3 foi realizada através do método do &cido 3-5-dinitrossalicilico
(DNS) (MILLER, 1959).

4.6 Extracao e purificagcdo do GA3

A extracdo do metabdlito, objeto deste trabalho, foi realizada com tampé&o
fosfato pH 7,4 (razdo 3:1 volume/massa), agitacdo 20 min a 200 rpm, filtrado e
novamente extraido (MACHADO et. al., 2004, MACHADO et. al., 2002;
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA, 2012). Feito isso, acetato de etila foi
adicionado na proporcao 1:1 v/v, em funis de separacao, até que duas fases bem
distintas se formassem: a fase aquosa, com a solucdo tampéo e a fase mais leve,
contendo o acetato de etila e 0 composto de interesse. Ap0s a separagdo, um
evaporador rotatério (rota-evaporador) foi usado para evaporar o solvente acetato de
etila, a 40°C e 8 rpm, até que restasse equivalente a uma pequena parcela do
volume inicial (5%), dentro do baldo contendo o acido giberélico cristalizado,
(RANGASWAMY, MUMBAI e BALU (2008), RODRIGUES, 2009). Na sequéncia,
realizou-se a adi¢cdo de 10 mL de etanol ao contetdo do baldo de evaporacéo
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4.7 Analise da producao de GA3

Procedendo a analise da producéo de GA3 pelo processo de FES, 1 (um) mL
da amostra obtida na etapa de extracdo e purificacdo foi transferido para balédo
volumétrico de 10 mL, o volume foi completado com 9 mL de HCI 3,75 M. Como
branco, foi tomado 1 mL de etanol somado a 9 mL de HCI 3,75 M. Apds 1 hora de
reacdo, foi realizada a leitura no comprimento de onda 254 nm em
espectrofotobmetro UV-visivel Shimadzu UV 2600 (HOLBROOK, EDGE e BAILY,
1961; BERRIOS, ILLANES e AROCA, 2004).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados para o estudo da producdo de GA3, em substratos de RCU e
FAB, foram obtidos através de Planejamento Experimental linear e rotacional,
definidos conforme a necessidade de visualizar a influéncia das variaveis de
interesse no processo de Fermentacdo em Estado sélido, de modo a verificar sua
influéncia, individualmente ou como um todo, sobre a produtividade de GA3. Ao
passo que, as investigacdes envolveram, além dos ensaios dos processos de FES,
a extracgao, purificacdo e andlise do metabdlito em questéo, tal como foi esmiugado
na metodologia presente no capitulo 4.

E importante mencionar que, observando-se unicamente o objetivo principal,
notadamente, a producdo de GA3 por meio do fungo Gibberella fujikuroi, cultivado
em meio de fermentagdo composto dos substratos RCU e FAB, os resultados foram
obtidos em escala de bancada.

5.1 Atividade de agua dos substratos

A andlise de atividade de agua (a,) dos substratos que foram utilizados no
processo de FES, como meio de fermentacdo, ou seja, o RCU e o FAB, esti
demonstrada na Figura 5. Os resultados da medicdo de a, s&o apresentados em
funcdo do teor de umidade presente nas amostras. Pode-se constatar que a
atividade de 4gua para todas as amostras foi alta em todos os valores de umidade
investigados, sendo que a amostra de FAB apresentou a, superior ao RCU no
intervalo de 30% a 70% de umidade, atingindo valores muito préximos para valores
superiores a 70% de umidade. Corroborando o resultado proposto por Qian, Preez e
Killian (1994) para a analise de a, e umidade em substratos solidos.
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Figura 5 - Influéncia da umidade na atividade de agua dos substratos RCU e FAB.

Fonte: Autor.

5.2 Preparo do in6culo

O in6culo empregado no processo de FES foi determinado, com base no
tempo e namero de discos, contendo a cultura do fungo, extraidos das Placas de
Petri, conforme definido pela metodologia descrita no item 4.3. A Figura 6 apresenta
os resultados de massa seca obtidos nos ensaios, empregando dois e trés discos,
em tempos de fermentagdo na faixa de 24 a 96 horas. Pode-se observar que o
namero de discos empregados no processo de determinagdo do inéculo afeta a
guantidade de massa seca obtida, para todos os tempos de fermentagao utilizados.
Analisando-se a Figura 6, pode-se inferir que quantidade de massa seca formada

por litro € maior nos ensaios realizados com trés discos.
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Figura 6 - Influéncia do tempo de fermentacdo na quantidade de massa seca
formada por litro de meio de fermentagéo.
Condicdes: Glicose: 80 g/L; N=5 g/L; Temperatura = 28°C; agitacdo: 120 rpm.

Fonte: Autor.

A partir das informagdes de massa seca formada por litro de meio fermentado
para diferentes tempos de reacdo, empregando dois ou trés discos, foi calculada a
taxa de formacéo de massa seca em fungédo do tempo e volume.

Os valores obtidos sdo apresentados na Figura 7. Pode-se verificar que para
0s dois ensaios a taxa maxima de formagdo atinge um apice apds 48 horas de
fermentacdo, e tende a cair para tempos maiores de fermentagdo. Tal
comportamento pode ser atribuido ao decréscimo da concentracdo de glicose no
meio de fermentacao.
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Figura 7 - Influéncia do tempo de fermentacdo na taxa de formagédo de massa seca
no meio de fermentacéo.

Fonte: Autor.

Nos ensaios de fermentacdo no estado solido foi padronizado que a
quantidade de massa seca no indculo deveria ser de no minimo 6,0 gramas por litros
(MACHADO et. al.,, 2004). Assim, na sequéncia do trabalho, a condicdo para
obtencdo do inb6culo foi determinada como sendo 96 horas de fermentacéo
empregando trés discos, obtidos das Placas de Petri contendo a cultura do fungo
Gibberella fujikuroi.

5.3 Estudo da influéncia da umidade e da composi¢édo do substrato na
producao de GA3 por FES

A sequéncia do trabalho consistiu em determinar qual o melhor percentual de
FAB misturado ao RCU e qual o teor de umidade do meio que privilegia a producao
de GA3. Para tanto, foi proposto um Planejamento Experimental linear do tipo 2" trés
repeticbes no ponto central, conforme Tabela 6. A Tabela 8 apresenta o

planejamento experimental conjuntamente com a quantidade de GA3 formado apés
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7 dias de fermentacgéo. Os resultados experimentais foram analisados empregando o
software Statistic 8.0. Os ensaios foram realizados, conforme citado na metodologia,

a uma temperatura de 28°C, em estufa vertical, com insuflamento de ar umedecido.

Tabela 8 - Planejamento experimental para determinar o efeito da umidade e
composicao do meio.

Ensaio Comp&sg:?:g\g meio, Umidade. % Produgg;)kge GA3,
1 30 50 7,10
2 70 50 4,87
3 30 70 9,22
4 70 70 5,58
5 50 60 5,48
6 50 60 5,33
7 50 60 5,78

Fonte: Autor.

A partir da analise dos dados, foram obtidas as Figuras 8 e 9, das quais pode-
se constatar que tanto o percentual de FAB adicionado ao RCU como o teor de
umidade do meio de fermentagao foram significativos na producdo de GA3 formado
no processo de FES. Além disso, a elevacdo do percentual de FAB acarretou em
reducdo na quantidade de GA3 formado, isto é, a elevagdo do teor deste substrato
ao substrato RCU é prejudicial a formacdo do metabolito desejado. Tal
comportamento pode ser atribuido a compactacdo do meio, ocasionando a
diminuicdo da porosidade, ja que o FAB torna-se muito compactado quando na
presenca de agua, prejudicando a oxigenac¢do do meio de FES.

De modo a se fazer uma abordagem comparativa, Shukla, Chand e
Srivastava (2005), utilizando outro subproduto oriundo da industria do arroz, a
farinha de arroz, para investigar a producdo de GA3 em FSub, alcangaram uma
produtividade maxima 1,68 g/L de meio. Corroborando a afirmacdo da patente do
Council of Scientific and Industrial Research (2008): a FES pode atingir resultados

de 2 a 8 vezes maiores que a FSub, em termos de produtividade de GA3.
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Com relagédo a umidade do meio constatou-se que a elevagdo da umidade do
meio favoreceu a formacdo do GA3 no meio de fermentagdo. Este resultado
contraria o exposto por Kumar e Losane (1990), onde a maior produtividade de GA3
foi alcancada com 50% de umidade, para sete dias de fermentagcdo, porém
utilizando como substrato farelo de trigo. Ja Corona, Saez e Agosin (2005) e Qian,
Preez e Killian (1994) sugerem um resultado que vai ao encontro do constatado
neste trabalho, onde a maior producdo de GA3 € atingida com o maior teor de
umidade do meio estudado. Assim, nota-se a importancia da investigagao da relagao

da atividade de 4gua com o teor de umidade dos substratos em questéo.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: GA3, g/Kg
2 factors, 1 Blocks, 7 Runs; MS Residual=,0525
DV: GA3, g/Kg

FAB, %(Q) //// 6,642857
1
(2)umidade, %(L) [ //// 6,175566

I
1

p=,

1

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 8 - Andlise da influéncia do percentual de FAB e da umidade do meio de
fermentacédo na quantidade de GA3 formado.
Condicoes: Glicose: 80 g/L; N=5 g/L; Temperatura = 28°C; tempo = 7 dias.

Fonte: Autor.
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Fitted Surface; Variable: GA3, g/Kg
2 factors, 1 Blocks, 7 Runs; MS Residual=,0525
DV: GA3, g/Kg

Umidade, %

I > 10
M <10

1,2 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 1,0 12-<6

o PE

FAB, %

Figura 9 - Superficie de resposta para o Planejamento Experimental das variaveis

composi¢cdo do meio e umidade.

Fonte: Autor.

Observed vs. Predicted Values
2 factors, 1 Blocks, 7 Runs; MS Residual=,0525
DV: GA3, g/Kg

10,0
95 F
9,0 F
85F
8,0 F
75 F
7,0 F
6,5 F

Predicted Values

6,0 F
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50

45}

4,0
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Observed Values

9,5

10,0

Figura 10 - Correlacao entre os valores preditos e observados de produgédo de GA3

no processo de FES.

Fonte: Autor.
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A Figura 10 apresenta a correlacao obtida entre a quantidade de GA; formado
por meio experimental e os valores sugeridos pelo modelo predito pelo software
usado. A boa correlagdo entre estes valores demonstra que o modelo predito

converge com os resultados experimentais.

5.4 Estudo da influéncia da glicose e do nitrogénio na produc¢ao do GA3 por
FES

Nesta etapa do trabalho a determinacdo da concentragéo de glicose, fonte de
carbono, e nitrato de amonio, fonte de nitrogénio, por litro de solugéo adicionada aos
substratos solidos, tornou-se o foco, sendo que o ponto de partida para os ensaios
foram os melhores resultados encontrados na sec&o anterior, conforme a figura 9,
teor de umidade de 70 % e teor de FAB na composi¢ao do meio igual a 30 %. Tendo
em vista o exposto, foi realizado um Planejamento Experimental do tipo DCCR para
duas variaveis, conforme demonstrado pela Tabela 7. As condi¢cdes que 0s ensaios
foram realizados foram determinadas, segundo exposto na metodologia.

A Tabela 9 apresenta o planejamento experimental com os valores das
varidveis empregadas e a concentracdo de acido giberélico obtido nos onze ensaios.

Os dados experimentais foram analisados matematicamente empregando o
software Statistic 8.0. Observando-se os graficos gerados a partir desta analise, nas
Figuras 11 e 12, a maior significancia foi verificada para a variavel concentracao de
Nitrato de Amodnio, tanto linear como quadraticamente. Conclui-se, também, que as
maiores concentragdes de GA3 foram verificadas com a adi¢cdo de 5 g/L de NH4NO3
ao meio de FES, ou seja, na maior concentracao de fonte de nitrogénio proposta

neste experimento.
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Tabela 9 - Planejamento de experimento para avaliar a influéncia da concentracéo

de glicose e nitrogénio na producao de GA3 por fermentacdo no estado sélido.

Teor de glicose,
Ensaio g/L

11,63
68,37
11,63
68,37
0,00
80,00
40,00
40,00
40,00
40,00
40,00

© 00 ~NO Ol WDN B

N =
= O

Teor de N,

g/L
0,73
0,73
4,27
4,27
2,50
2,50
0,00
5,00
2,50
2,50
2,50

Produtividade de GA3,

a/kg
5,30
6,10
8,00
8,00
5,30
5,60
5,30
9,20
6,10
6,50
6,60

Fonte: Autor.

A presenca de nitrogénio oriundo de sais amoniacais ou nitratos, em

concentracdes relativamente baixas, afeta de forma marcante a formagéo de acido
giberélico (BORROW et. al.,, 1964; TUDZYNSKI, 1999; CHAVEZ-PARGA, 2008;;
FUSKA et. al., 1961; KUMAR e LONSANE, 1989; BERRIOS, PYLE e AROCA,
2010). A producédo significativa de GA3 por parte das células se inicia apés a

identificagcdo de consumo de boa parte das fontes de nitrogénio disponiveis no meio

de FES, ja que o comportamento do fungo em questdo € muito semelhante aos

demais fungos e leveduras, que estocam nitrogénio intracelular, até que todo o
estoque extracelular esteja consumido (CHAVES-PARGA et. al. 2008 e GELMI,

PEREZ-CORREA e AGOSIN, 2002).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: GA3, g/Kg
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,1542131
DV: GAS3, g/Kg

(2)Nitrogénio, g/L(L) / /// 9,0706
T
Nitrogénio, g/L(Q) ////%9%?4016
!
Glicose, g/L(Q) / %3—39193409

(1)Glicose, g/L(L) %%&%493

I
B I

1Lby2L / PY %5609
I

p=1

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11 - Analise da influéncia dos teores de glicose e nitrogénio na quantidade de
GA; formado por FES.
Condicdes: Temperatura = 28 °C; tempo = 7 dias; substrato = 30% de FAB e 70% de
RCU.

Fonte: Autor.

Ja o efeito linear do teor de glicose adicionado ao meio de FES nao foi
significativo nos valores obtidos para a formagdo de GA3. Esse comportamento é
corroborado pelas quantidades de amido presentes nos substratos RCU e FAB,
conforme identificado nas tabelas 1 e 2, suprindo a necessidade de carbono
necessario ao crescimento e manutencao do microrganismos no meio de FES.

Analisando-se os valores de produtividade, na Tabela 10, que variam entre
5,3 a 9,2 g/kg de substrato, claramente nota-se que estes valores estdo de acordo
com os propostos pelos rendimentos de produtividade e GA3 por FES, propostos na
literatura. Lancando-se mdo do uso de substratos como o0s residuos do
processamento de café, de frutas citricas, de trigo, de mandioca, produgdes que
variam de 0,1 a 5,0 g/kg de substratos foram relatadas (RODRIGUES et. al., 2009;
MACHADO et. al., 2001, PASTRANA et. al., 1995; MACHADO et. al., 2002).

A Figura 13 demonstra a existéncia de uma correlagdo relevante entre os
valores previstos pelo modelo predito e os dados obtidos do planejamento
experimental realizado.
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Fitted Surface; Variable: GA3, g/Kg
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,1542131
DV: GA3, g/Kg

Nitrogénio, g/L

Glicose, g/L

Figura 12 - Superficie de resposta para ensaios da influéncia da concentracéo de

glicose e nitrogénio do meio de fermentag&o na quantidade de GA3 formado.

Fonte: Autor.

Observed vs. Predicted Values
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,1542131

DV: GA3, g/Kg
10,0

O85)
9,0
8,5
8,0
[25)

7,0

Predicted Values

6.5
6,0
535)

5,0

45
45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,0

Observed Values

Figura 13 - Correlacao entre os valores preditos e observados de produgédo de GA3

no processo de FES.

Fonte: Autor.
5.5 Cinética da producéo de GA3
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A cinética da producdo de GA3 por FES, em meio de fermentacdo composto
pelos substratos FAB e RCU, foi realizada através de experimentos em duplicata,
por doze dias. As primeiras amostras foram analisadas no terceiro dia de processo,
compondo um total de 20 andlises, duas por dia. As amostras foram preparadas
contendo os substratos estudados neste trabalho, de acordo com os melhores
resultados obtidos nos planejamentos experimentais propostos.

Além das andlises de producdo de GA3, a variacdo da concentracdo dos
acucares simples empregados como fonte de carbono na andlise da cinética de
producdo do GA3 foi realizada. Assim, deu-se origem as Tabelas 10 e 11 e as
Figuras 14 e 15.

Através da andlise da Figura 14, infere-se que o comportamento da producao
de GAZ3, pelo fungo Gibberella fujikuroi, tende ao crescimento, atingindo um pico de
produtividade de 10,10 g de GA3 por kg de substrato, no sétimo dia de processo,
estabilizando-se a parir desse ponto, apresentando leve tendéncia a diminuicdo da
concentracdo do metabdlito no meio, até cerca de 9 g/kg no ultimo dia de ensaios.

Os resultados supracitados sdo muitos similares as curvas propostas por
Quian, Preez e Kilian (1994) e Gelmi, Perez-Correa e Agosin (2002) e Hollmann et.
al. (1995), para a producdo de GA3 por processo fermentativo utilizando Gibberella
fujikuroi. Na patente requerida por Reliance Life Science Private Limited (2008),
observa-se nitidamente uma curva com pico de producao no sexto dia, com acumulo
maximo do metabdlito no sétimo dia, para que entdo se inicie a tendéncia de queda
no concentragcdo de GA3 no meio de FES. Nesse Ultimo caso, as produc¢des atingem
225 g/kg, quando usado torta de pinhdo-manso e até 39 g/kg de substrato contendo
farelo de trigo.

Da mesma forma, Chavez-Parga et. al. (2008) e Rodrigues et. al. (2009)
detalham curvas de producdo do metabdlito de interesse, apresentando um rapido
aumento na sua producdo nos primeiros sete dias, ocorrendo um pico, geralmente
entre o sexto e o oitavo dia, e logo depois uma tendéncia a diminuicdo do GA3

presente no meio.

Tabela 10 - Producédo de GA3, em g/Kg, para ensaios realizados em Erlenmeyers
em diferentes periodos de tempo.
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Tempo, dias Producéo de GA3, g/kg

3 3,00
4 4,60
5 6,51
6 8,58
7 9,92
3 10,10
9 9,59
10 9,54
11 9,38
12 9,01

Fonte: Autor.

Tabela 11 - Influéncia do tempo de fermentagcédo na massa de glicose e percentual
de consumo de glicose.

Tempo, dias Consumo de glicose, Taxa dg consumo de
g glicose, %
0 8,36 0,00
3 7,70 7,95
4 7,02 16,03
5 5,95 28,83
6 3,97 52,48
7 3,12 62,68
8 2,99 64,27
9 2,36 71,82
10 2,13 74,56

Fonte: Autor.
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Figura 14 - Influéncia do tempo de fermentacdo na quantidade de GA3 formado.

Fonte: Autor.
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Figura 15 - Influéncia do tempo de fermentacédo no teor de glicose e percentual de
glicose consumida.

Fonte: Autor.
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Da andlise da Figura 15, constata-se que 0S microrganismos presentes no
meio de FES consomem o0 acUcar presente no meio, fazendo com que ocorra a
redugcdo no teor desta fonte de carbono, conforme aumenta o tempo de
fermentagé@o. Denotando assim, uma diminuicdo da massa de glicose da ordem de
63%, diminuindo de 8,36 g a 3,12 g em sete dias de processo. Decorrido esse
periodo, o consumo de glicose no meio passa a acontecer a uma taxa bastante
baixa.

Comparando-se as Figura 14 e 15, conclui-se que a producéo de GA3 no
meio fermentativo foi interrompida pela escassez de fontes de carbono, disponivel
para o crescimento e manutencao celular do fungo Gibberella fujikuroi no meio de
FES.
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6. CONCLUSAO

A analise da atividade de agua dos substratos, Farelo de Arroz Bruto e
Residuo de Cervejaria Umido, elucidou a faixa de umidade a ser trabalhada no
primeiro planejamento experimental, nos niveis de teor de umidade do meio
fermentativo de 50, 60 e 70 %. Partindo-se desse ponto, o planejamento
experimental linear para duas varidveis, teor de umidade e composi¢cdo do meio,
definiu que a melhores producdo de GA3, nas condi¢cdes determinadas, ocorreu para
a faixa umidade maxima, igual a 70%, e composi¢cao do meio com 30% do substrato
FAB e 70% do substrato RCU, em massa, ou seja, 0 menor teor de FAB proposto.
Além disso, infere-se também, que os resultados obtidos, variando entre 5,33 e 9,22
g/kg de substrato, sdo muito significativos, quando comparados aos propostos na
literatura, para producéo de GA3 por FES.

A influéncia dos teores de glicose, como fonte de carbono e do teor de Nitrato
de Amonio, a fonte de Nitrogénio, adicionados ao meio de FES, partindo-se de
condi¢cles definidas, dentre as quais, composi¢cao do meio em 30% de FAB e 70%
de RCU e umidade a 70%, foi estudada propondo-se um planejamento experimental
do tipo DCCR para duas variaveis. Dessa forma, a melhor produtividade de GA3
pelo fungo Gibberella fujikuroi foi encontrada para o teor de glicose intermediario
determinado, igual a 40 g/L de solucdo adicionada ao meio, ao teor maximo da fonte
de N, o NH4sNO3; em 5g/L de solugéao de suplementagdo. Chegando-se, assim a um
valor de produtividade de GA3 de 9,20 g/kg de substrato.

A cinética da producdo de GA3, em meio de fermentacdo solido, composto
dos substratos RCU e FAB foi proposta, com os dados das variaveis definidos
segundo os melhores resultados obtidos nos dois planejamentos experimentais
citados anteriormente. Evidentemente, para os valores de composicdo do meio
fermentativo com 30% de FAB e 70% de RCU, umidade igual a 70%, teor de glicose
de 40 g/L e teor de NH4sNO3z em 5 g/L. Por fim, a investigacdo da cinética resultou
em um comportamento de crescimento na producdo de GA3, com 0 pico no sétimo
dia, produzindo 10,10 g/Kg de substrato, e posterior tendéncia a estabilizagdo na
produtividade.
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Por fim, os modelos experimentais encontrados nesta investigacao
demonstraram relevancia, e o uso dos substratos agroindustriais selecionados, FAB
e 0 RCU, geraram resultados, que nas condi¢coes investigadas resultaram em
produtividades que variam na faixa de 3 a 10 g/kg de substrato. Sendo assim, o
processo de Fermentacdo em Estado Solido, empregando residuos agroindustriais,
tais como o RCU e o FAB, como meio para o fungo Gibberella fujikuroi é um
caminho viavel como nova proposta para a producdo de GA3. Para tanto, deve-se
deixar claro que, apesar dos resultados promissores, novas investigacdes devem ser

realizadas, visto que ha perspectivas no aumento da produtividade de GA3 por FES.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestbes para estudos futuros, necessarios e importantes, a

complementacao do apresentado destacam-se:

- Realizar a cinética da producdo de GA3, em FES, com substratos de FAB e
RCU em biorreatores de escala piloto;

- Realizar a transferéncia de escala a producdo de GA3, em FES, com
substratos de FAB e RCU;

- Estudar a extragdo de GA3 produzido com meio &cido, a purificagdo com
extracdo em meio solido, como o carvao ativado e a anélise em CLAE;

- Estudar a otimizacdo de outras variaveis que influenciam no processo de
producéo de GA3, para estes mesmos substratos.

Tais estudos auxiliardo na formacdo de um inventario da Produgcdo de GA3
em FES, em termos de diversificacdo de tecnologia e viabilidade técnica e

econdmica para implantacéo do processo em escala industrial.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA E CIENCIA DOS ALIMENTOS

FONE 055 3220 8254 FAX 055 3220 8353 |

CEP 97105900 BAIRRO CAMOBI - SANTA MARIA - RS

Analise | N°F176/2014 |
- DADOS DA AMOSTRA |
Interessado. USINA PILOTO DE ETANOL/UFSM |
 Produto: Amostra RM _l
Data da fabricagdo: | 08/05/2014 |
Data de validade. |
Remetido: Pelo interessado j
Andlise solicitada | Umidade, proteina, extrato etéreo, teor de amido e agucares \
pelo interessado: __|totais.
Enderego: Colégio Politécnico - UFSM
Entrada da Analise: | 15/05/2014

| RESULTADO RESULTADO ‘

ANALISES Produto integral g% Massa seca total g% _

Umidade 6,08 |
Proteina 19,35 20,60 |
Extrato etéreo 14,48 15,42 }
Teor de amido 15,69 |
Agucares totais 13,92 |

MW@;? ' 7

Analista

P L KUBOTA
CRNCIA DOS ALMENTOS - Ur s

Santa Maria, 23 de junho de 2014.
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CENTRO DE CIENCIAS RURAIS

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA E CIENCIA DOS ALIMENTOS
FONE 055 3220 8254 FAX 055 3220 8353

CEP: 97105900 BAIRRO CAMOBI - SANTA MARIA - RS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA ’
|

[ Analise [ N°F174/2014 |

[

DADOS DA AMOSTRA

Interessado:

USINA PILOTO DE ETANOL/UFSM

Produto:

Amostra FA

Data da fabricacdo: | 08/05/2014

'Data de validade:

Remetido:

Pelo interessado

Analise solicitada | Umidade, proteina, extrato etéreo, teor de amido e aglcares
pelo interessado: | totais.

Endereco:

Colégio Politécnico - UFSM

Entrada da Andlise: | 15/05/2014

RESULTADO RESULTADO
ANALISES Produto integral g% | Massa seca total g%
Umidade 6,08
Proteina 13,09 13,94
Extrato etéreo 14,54 15,48
Teor de amido 36,74
Acucares totais .

* Nao detectado pela metodologia: Instituto Adolfo Lutz

P);isés Alvcfﬂ“"’ ( i

Analista

3 Mlm
V.08 C1S3ny3 '1013“ .

Santa Maria, 23 de junho de 2014.

68



