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RESUMO

O acido giberélico (GA3) € um importante horménio vegetal, pertencente a familia
das giberelinas. E um promotor e regulador de crescimento de plantas, que controla
a germinacdo de sementes, atua no alongamento da parte aérea, induz a
florescéncia, melhora o rendimento, entre outros. A producdo de GA3z ndo é realizada
no Brasil sendo produzido apenas por grandes industrias pelo processo de
fermentacdo submersa, com altos custos o que limita sua aplicagcdo em diversos
cultivares. Este trabalho teve por objetivo produzir GA; por fermentacdo submersa
(FSm) e fermentacdo no estado semissolido (FESS) utilizando como substratos
subprodutos da agroindustria brasileira. Realizou-se uma selecdo de cepas de
fungos filamentosos quanto a producdo de GA; em meio sintético Imperial Chemical
Industry (ICI) por FSm. A maior producao de GA; obtida foi 248,3 mg/L com a cepa
Gibberella fujikuroi LPB-06. Em seguida, foi realizada a selecdo de um substrato
alternativo para producdo de GAj3; (extrato aquoso de polpa citrica (EAPC),
manipueira, melaco de cana, melaco de soja e vinhaca). O EAPC foi entdo escolhido
e a producdo de GA; foi de 150 mg/L (1,5 g de GAs/kg de polpa citrica (PC) seca)
em 120 horas de fermentagdo. Utllizando o EAPC, foram otimizadas algumas
condicBes de fermentacdo tais como: taxa de inéculo, pH, quantidade de PC no
extrato e nutrientes a serem adicionados ao EAPC. As maiores concentragdes de
GA3 (320 mg/L ou 3,7 g de GAs/kg de PC seca) foram obtidas utilizando o EAPC
10% (10% de PC seca), pH 5,5 (natural da PC), 10% de taxa de inéculo e 0,5 g/L de
MgSO,. Na suspensdo de PC (SPC) foram otimizadas a quantidade de PC e sua
granulometria, assim como nutrientes para serem adicionados a SPC. A maior
concentracdo de GA3 obtida foi de 331 mg/L (7,7 g de GAs/kg de PC seca) utilizando
5% de PC na SPC, granulometria da PC de 2 a 2,8 mm, 20 g/L de sacarose e 0,6
g/L de uréia. A producédo de GAz por FSm foi escalonada para biorreatores do tipo
tanque agitado (STR) e biorreatores do tipo coluna de bolhas (BCB). Para STR
foram utilizadas duas taxas de aeracado diferentes (1 e 5 L/min) e duas velocidades
de agitacdo (300 e 500 rpm). Para o BCB foram utilizadas trés taxas de aeracao
diferentes (0,1, 0,5 e 1L de ar/min). A melhor producdo de GAz em STR foi de 273
mg/L (3,2 g de GAs/kg de PC seca) em 96 horas na condicdo de 500 rpm e 1 L de
ar/min e, a melhor producéo obtida por BCB foi de 203,1 mg/L (2,4 g de GAz/kg de
PC seca) em 216 horas na condicdo de 1L de ar /min. A FESS foi escalonada para
biorreatores BCB e utilizaram-se trés condi¢des de aeracao (0,1, 0,5 e 1L de ar/min).
A melhor producéo de GAj;, neste caso, foi de 207,7 mg/L (4,8 g de GAs/kg de PC
seca) em 216 horas na condicdo de 1L de ar/min. Os resultados apresentaram
perspectivas de sequencia dos estudos tais como: aumento de escala do processo
de producdo de GAz por FESS de frascos de Erlenmeyer para biorreator STR e
estudo de diferentes modos de fermentacdo, melhoramento genético do fungo,
estudos de processo de purificagdo do GA3z;, modelagem matematica do processo de
producdo de GAgz, formulacdo de produtos a base de GAgs, aplicacdo dos produtos
em campo e estudo econémico dos custos de producgéo dos produtos obtidos.

Palavras-chave: Acido giberélico, Gibberella fujikuroi, Fermentacdo submersa,
Fermentacdo no estado semissolido, Polpa citrica



ABSTRACT

Gibberellic acid (GA3) is an important plant growth hormone, member of gibberellins
family. It is a bioactive growth regulator that controls seed germination, act on stem
elongation, induction of flowering, improvement of crop yield and among others
things. GA3; production is not performed in Brazil and has been produced only by
large industries by submerged fermentation process, with high costs which limits its
application in various cultivars. This study aimed the production of GA; by
submerged fermentation (FSm) and semisolid fermentation (FESS) using as
substrates, sub-products of the Brazilian agro industry. The screening of filamentous
fungi strains was carried out, which involved the study of their capability to synthetize
GA3 production using of Imperial Chemical Industry (ICI) medium by submerged
fermentation. Gibberella fujikuroi LPB-06 was the best GA3 producer, reaching 248,3
mg/L. Then the screening of substrate (aqueous extract of citric
pulp (AECP), manipueira, sugarcane molasses, soy molasses and vinasse), for GA3
production was carried out. The AECP was chosen as substrate for the production of
GA;3, and the production was 150 mg/L (1,5 g of GAs/kg of dry CP) in 120 hours of
fermentation. Some conditions such as: inoculum size, pH, CP amount in the
agueous extract and nutrients were optimized. The highest concentration of GA3
obtained with AECP was 320 mg/L or 3,7 g of GAs/kg of dry CP, with AECP 10%
(10% of dry CP), pH 5,5, 10% of inoculums size and 0,5 g/L of MgSQO,. Using CP
suspension (CPS), were optimized the amount of CP, particle size of substrate and
nutrients that were added to medium. The highest GA3 concentration obtained in
FESS was 331 mg/L (7,7 g of GAs/kg dry CP) using the medium composed by 5%
(w/v) of CP patrticles, particle size of 2 to 2,8 mm, 20 g/L of sucrose and 0,6 g/L of
urea. GA;z; production by FSm was performed in 10 L stirred tank reactor (STR) and
1,5 L bubble column reator (BCR). For the STR, two different aeration rates (1 and 5
L of air/min) and two speed stirring (300 and 500 rpm) were used resulting
in four fermentations. For the BCR, three different aeration rates (0,1, 0,5 and 1L
of air/min) were employed. The higher GA3 production obtained with AECP at STR
was 273 mg/L (3,2 g of GAs/kg of dry CP), after 96 hours of fermentation using 500
rom and 1 L of air/min and, for BCR, the higher GA3 production was 203,1 mg/L (2,4
g of GAs/kg of dry CP) after 216 hours of fermentation, using 1 L of air/min. The
FESS was carried out in BCR where three different aeration rates (0,1, 0,5 and 1L
of air / min) were used. The GA3z higher production, in this case, was 207,7 mg/L (4,8
g of GAsz/kg of dry CP), after 216 hours of fermentation using 1L of air/min. The
results showed perspectives of sequence of the studies: scale up GA;z; production
process by FESS from Erlenmeyer flask to STR and study of different techniques of
fermentation, genetic improvement of strain, studies of purification process of GAjs,
mathematic model of GAj; production process, formulation of GAjs; products,
application of products on cultivar fields e economics studies of production cost of
products obtained.

Key words: Gibberellic acid, Gibberella fujikuroi, Submerged fermentation, Semisolid
state fermentation, Citric pulp
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1. INTRODUCAO

Os hormonios vegetais 0s quais incluem as citocininas, giberelinas, auxinas
(acido indolil acético) e etileno tém mostrado grande potencial no aumento da
produtividade na agricultura (Rodrigues, 2010). Das giberelinas isoladas, o acido
giberélico (GA3) tem recebido a maior atengdo. O GA3 regula a taxa de crescimento
das plantas sendo extensivamente utilizado para produzir uma série de efeitos
benéficos (Tudzynski, 1999; Shukla, Srivastava e Chand, 2003).

A producdo de GA3z ndo é realizada no Brasil e tem sido produzido pelo
processo de fermentacdo submersa, com alto custo de producdo que limita sua
aplicacdo em diversos cultivares (Kumar e Lonsane, 1989). No Brasil, 0 GA3 tem
sido comercializado por R$ 7,90 o grama (Brasil Defensivos, 2011).

A fermentacdo submersa (FSm) apresenta diversas vantagens, tais como
facilidade operacional, economia, espaco reduzido e controle de parametros
operacionais precisos (Machado, 2002). A producédo de GA3z por FSm é baixa e o
produto diluido no meio fermentado apresenta maior dificuldade de recuperacéo e
purificacédo (Jefferys, 1970; Kumar & Lonsane, 1989).

A fermentacdo no estado semissélido (FESS) € descrita como sendo a FES
em um meio contendo liquido livre, o que permite uma melhor e mais fécil
recuperacdo dos produtos solubilizados (Rodriguez Couto, Dominguez e Sanroman,
2001).

O Brasil mantém sua produgcdo agropecuaria entre as mais présperas do
planeta. A safra 2010/2011 levou o pais a um novo recorde na producao de graos:
161,5 milhdes de toneladas, que representa 8,2% acima da safra anterior. As
producdes que tiveram maiores aumentos, em relacdo a safra anterior, foram:
algodao (65,4%), uva (44,8%), café (38,4%), milho (29,3%), soja (17,4%), feijao
(11%), mandioca (8,6%) e laranja (7%) (MAPA, 2012).

Os processos agricolas geram residuos os quais quando dispostos na
natureza causam graves problemas ambientais. Uma alternativa para os residuos
gerados é a aplicacdo em processos fermentativos. Para viabilizar qualquer
processo produtivo industrial € necessario utilizar matérias primas baratas e baixar
0s custos da produgdo, sem prejuizo a qualidade do produto final (Soccol e
Vandenberghe, 2003).
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A polpa citrica (PC) € um subproduto da agroindustria de suco de frutas
citricas composta basicamente por cascas, sementes e bagago de laranja. E
utilizada como complemento para a racdo animal, principalmente na pecuaria
(Alcance Pecuaria, 2012). A PC tem sido utilizada em outros estudos realizados na
divisao de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia e tem mostrado grande
potencial como substrato para producdo de diversos metabdlitos. Rodrigues (2010)
utilizou a PC como substrato/suporte para producdo de GAj3; por fermentacdo no
estado sdlido (FES) e obteve uma producéo de 7,6 g de GAs/kg de PC seca.

A producdo de GAjz por FES mostrou-se interessante do ponto de vista da
producdo. No entanto, a técnica de FES ainda é de dificil escalonamento. Dai a
importancia da avaliacdo de técnicas de fermentacdo que propiciem o
escalonamento do processo e, a0 mesmo tempo, vidveis economicamente. NoO
presente trabalho foi realizada a comparacdo da producdo de GAj3; por cepas de
Gibberella fujikuroi utilizando subprodutos da agroindustria brasileira utilizando duas
técnicas de fermentacdo, a submersa e fermentacdo no estado semissolido. Os
ensaios foram realizados na escala laboratorial em frascos de Erlenmeyer e em
biorreatores do tipo tanque agitado (STR) e biorreatores tipo coluna de bolhas
(BCB).



17

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O trabalho teve por objetivo comparar a producdo de GAj; por cepas de
Gibberella fujikuroi utilizando subprodutos da agroindustria brasileira utilizando duas

técnicas de fermentacao, a submersa e a fermentacdo no estado semissalido.

2.2. Objetivos especificos

1. Selecionar cepas de Gibberella fujikuroi, de Fusarium moniliforme e demais
cepas isoladas - provenientes do banco de cepas do Laboratério de
Processos Biotecnoldgicos | — LPB-I da Divisdo de Engenharia de
Bioprocessos da UFPR - para a producao de GAs.

2. Selecionar substratos alternativos dentre subprodutos da agroindustria, para a
producado de GA;.

3. Otimizar as condicbes fisicas e quimicas da producdo de GA; por
fermentacdo submersa em frascos de Erlenmeyer.

4. Otimizar as condi¢@es fisicas e quimicas em frascos de Erlenmeyer para a
producdo de GA; por fermentacéo no estado semissélido.

5. Estudar a producdo de GAjz por fermentacdo submersa em biorreatores tipo
tanque agitado, nas condi¢des otimizadas.

6. Estudar a producdo de GAj3; por fermentacdo submersa e fermentacdo no
estado semissolido em biorreatores tipo coluna de bolha, nas condicdes
otimizadas.

7. Comparar a producdo de GA; nas diferentes técnicas de fermentagcdo em

termos da concentracdo, produtividade e variaveis operacionais.
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3. RELEVANCIA DO TRABALHO

Este trabalho da continuidade a outros realizados anteriormente na Divisdo de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da UFPR. Machado (2002) demonstrou
que com um substrato misto constituido de casca de café e bagaco de mandioca, a
producdo de GA; é viavel por FES utilizando-se o fungo Gibberella fujikuroi LPB-06,
o qual atingiu 1,19 g/kg cascas de café secas. Rodrigues (2010) utilizou PC para a
producdo de GAj3; por FES tendo obtido uma producéo de 7,6 g/kg de PC seca,
utilizando a cepa de Fusarium moniliforme LPB-03.

A producdo de GA; obtida com a utilizacdo de PC foi superior a producao
obtida com a utilizacdo de casca de café e bagaco de mandioca. Desta forma,
justifica-se o0 estudo da producdo, purificacdo e aplicacdo de acido giberélico (GA3)
utilizando polpa citrica como substrato, empregando-se outras técnicas de
fermentacdo que possam ser mais facilmente transferidas ao setor produtivo. Este é
o0 caso da fermentacdo submersa (FSm) e da fermentacdo no estado semissolido
(FESS).
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. As giberelinas

As giberelinas (GAs) constituem uma grande familia de &cidos dipertendides,
representando um grupo importante de fitohormonios que exercem diversos efeitos
sobre o crescimento e desenvolvimento de plantas, tais como germinagao, expansao
das folhas, desenvolvimento das flores. Assim como as auxinas, estimulam a
atividade de transferéncia causando maior formacao de xilema e floema em plantas
lenhosas (Tudzynski, 1999; Buchanan, Gruissem e Jones, 2000; Tucker e Roberts,
2000; Davies, 2004). Atualmente, 136 giberelinas sdo conhecidas, as quais foram
identificadas em plantas, fungos e bactérias, e sdo conhecidas como GA; até GA;zs,
segundo a ordem de descoberta (BOmke e Tudzynski, 2009).

Todas as giberelinas possuem um esqueleto estrutural conhecido como ent-
giberelano (Figura 1). Podem ter 19 ou 20 unidades de carbono o0s quais podem
formar quatro ou cinco sistemas de anéis. Todas as giberelinas bioativas possuem
19 carbonos, entretanto nem todas as giberelinas que possuem 19 carbonos séao
bioativas (Bomke e Tudzynski, 2009).

ent-gibberellane

Figura 1. Formula estrutural do ent-giberelano.
FONTE: Bomke e Tudzynski (2009).

Das giberelinas isoladas, o acido giberélico (GA3) tem recebido a maior
atencdo. O GAj3 regula a taxa de crescimento das plantas sendo extensivamente
utilizado para produzir uma série de efeitos benéficos. Tais propriedades tornaram

as giberelinas uma ferramenta valiosa na agricultura (Machado, 2002).
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4.2. Historico

Nos primeiros relatos publicados, as giberelinas ndo foram identificadas como
hormonios de plantas e sim como metabdlitos de um fungo do género Fusarium, o
qual é patogénico do arroz. A doenga era conhecida como “bakanae”, ou “doenca da
plantinha boba”. As plantas doentes tornam-se mais delgadas e longas e com uma
cor amarelada nas partes afetadas (Figura 2). ApGs um crescimento muito rapido, as

plantas infectadas morrem.

Figura 2. Doenca “bakanae”. A) semente infectada com Fusarium moniliforme. B) planta com
caracteristicas da doenca.
FONTE: knowledgebank (2012).

Em 1917, o fungo Gibberella fujikuroi foi descrito como Lisea fujikuroi e
identificado como o causador da doenga “bakanae”, ou “doenca da plantinha boba”.
Em 1926, o pesquisador japonés Eiichi Kurosawa descobriu que a doenca era
causada por uma substancia secretada pelo fungo patégeno, um sdlido que foi
chamado de giberelina A. Em 1931 o fungo foi redefinido como Gibberella fujikuroi
(Bomke e Tudzynski, 2009).

Entre 1927 e 1940, houve mais de 50 publicacbes relativas as propriedades
quimicas e biologicas da substancia descoberta por Kurosawa. Em 1938, os

pesquisadores Yabuta e Sumiki cristalizaram dois compostos chamados de
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“giberelinas A e B”. Ambas as substancias eram biologicamente ativas, mas tinham
propriedades quimicas diferentes (Metivier, 1979; Takahashi, 1986).

Apoés a 22 guerra mundial, iniciou-se uma nova fase de pesquisas, as quais
chamaram atencédo de outros paises como Estados Unidos da América e Gra-
Bretanha (Metivier, 1979; Takahashi, 1986). Em 1955, Takahashi et al. realizaram a
separacdo da giberelina A em trés componentes, conhecidos como A;, A; e As
(Bomke e Tudzynski, 2009). Nesta mesma década, a empresa inglesa Imperial
Chemical Industry (ICI) iniciou suas pesquisas na area de fermentacdo e, apos
varias etapas de purificagdo, uma giberelina foi isolada e chamada de “acido
giberélico”, com férmula molecular C;9H,,0¢ € estrutura idéntica a da giberelina As
(Takahashi, 1986).

As giberelinas comecaram a ser aplicadas na agricultura no inicio dos anos
50. Inicialmente, fermentacbes em escala de laboratério com G. fujikuroi foram
conduzidas pela ICI, provendo pequenas quantidades de giberelinas para cientistas
ao redor do mundo. O interesse pela producdo de giberelinas aumentou
consideravelmente, e laboratérios como Abbott, Merck, Eli Lilly e Pfizer nos EUA e
Takeda Chemical Industries no Japdo, tiveram licenca de fabricacdo do produto,
concedida pela ICI (Metivier, 1979; Takahashi, 1986).

4.3. Biossintese das giberelinas

O estudo da biossintese das giberelinas (GAs) foi iniciado primeiramente em
fungos. Nos anos de 1960 e inicio de 1970, a biossintese do acido giberélico no
fungo Fusarium fujikuroi foi determinada através da incorporacdo de acetato e
mevalonato com carbono marcado. O isolamento de intermediarios da via
biossintética foi realizada utilizando um fungo mutante. O estudo da biossintese de
GAs em plantas superiores iniciou muito tempo depois (Bomke e Tudzynski, 2009).

A descoberta dos genes que codificam as enzimas da biossintese de GAs em
plantas e fungos demonstrou que a rota de biossintese de GAs é diferente entre eles
em niveis quimicos, enzimaticos e genéticos (Yamaguchi, 2008; Bomke e Tudzynski,
2009).

As giberelinas sado sintetizadas a partir do acetil-CoA pela via do &cido
mevalbnico (via MVA), o qual é produzido pela condensacao 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,
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1999). As enzimas ent-copalil difosfato sintase (CPS) e ent-caureno sintase (KS)
estédo envolvidas na conversdo do GDPP para o ent-caureno (Figura 3) (Yamagushi,
2008).

CH; -
CH3—C-S-CoA —> CH3—C —CHy— C-5-CoA —> Hoﬂ;;COOH
| |

b 8 O S-CoA

Acetil-CoA Acetoacetil-CoA 3_-hid rox_i-
3-metilglutaril-CoA

oPP CH;
/Q(/OPP <« g — U — HO/C((:)?IOH

Pirofosfato de Pirofosfato de Acido Melavénico
dimetilalila isopentila
~ OPP . : =
(\ﬂé/ —_— Q\S‘[/OPP —_— ?ié\'i/om’_> H
A H P
Difosfato de Difosfato de Pirofosfato de ent-caureno
farnesila geranil geranil copalila

Figura 3. Via biossintética de formacdo do ent-caureno em Gibberella fujikuroi. Adaptado de
Tudzynski (1999).

O ent-caureno sofre modificacbes sucessivas pelas citocromo P-450
oxigenases (P450) até formar o GAj,-aldeido (Tudzynski, 1999; Yamagushi, 2008).

Todas as etapas da rota biossintética, até a formacdo GAj,-aldeido, séo
idénticas em plantas e fungos. A partir do GAj,-aldeido, as vias de biossintese de
giberelinas séo diferentes em fungos e em plantas. Em muitas espécies de plantas,
0 GAj,-aldeido € convertido em GA;, e entdo oxidado para formar a giberelina GAg
ou 13-hidroxilado para formar GAss. A etapa final da via de formacgéao de giberelinas
em plantas, GAg e GAs3, formam GA; e GA;, respectivamente. Em fungos, GAj»-
aldeido € 3b-hidroxilada a GA4-aldeido, o qual € oxidado para formar GA14. O GA14
sofre oxidacdo para formar o GA,. Uma dessaturacédo ocorre no GA, resultando na
formacdo do GA7, o qual é convertido por hidroxilagdo em GAsz. O GA; é formado a
partir do GA4 (Figura 4) (Yamagushi, 2008; Bomke e Tudzynski, 2009).
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Figura 4. Comparacéo da biossintese de giberelinas em Gibberella fujikuroi e em plantas.
FONTE: (Yamagushi, 2008).
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4.4. Interagcdes

4.4.1. Interagbes com plantas

Nas plantas, a quantidade de giberelinas (GAs) varia de 0,001 a 1,0 mg por
kg de peso fresco. Diferentes GAs podem ser encontradas na mesma planta e a
proporcao entre elas pode mudar dependendo do estagio de desenvolvimento. Os
efeitos causados pelas giberelinas dependem do género, Orgdos e estagio de
desenvolvimento da planta. As giberelinas interagem com outros hormoénios
reguladores de crescimento tais como auxinas, citocininas e &cido abcissico
(Takahashi, 1986; Bruckner & Blechschmidt, 1991; citado por Machado, 2002).

4.4.2. Interagcdes com o microrganismo produtor
O fungo G. fujikuroi produz grandes quantidades de GAj3; e algumas outras
giberelinas, se comparado com a quantidade existente em plantas superiores.

Alguns pesquisadores acreditam que as giberelinas ndo tém nenhuma acdo
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regulatéria de crescimento nos microrganismos. Entretanto, cientistas japoneses
encontraram estimulo na germinacao de esporos e alongamento das hifas pela acédo
do GA;, afirmando desta forma, que a funcdo deste metabdlito € a mesma nos
fungos que nas plantas (Brickner & Blechschmidt, 1991; citado por Machado, 2002;

Leslie e Summerell, 2006).

4.5. Acido Giberélico (GAs)

4.5.1. Propriedades fisicas e quimicas do GA3

O GA3; é um sdlido cristalino, de formula molecular Ci9H,,06, de massa
molecular 346,37 g/mol e de ponto de fusdo: 233 - 235 °C (O'Neil, 2001). N&o possui
odor, sua densidade é de 600 mg/ml a 28 °C e pH 4,0 (Pesticide Registration Status,
2012).

O GA; é ligeiramente solGvel em éter dietilico. E soltvel em etanol, metanol,
acetona, solucdo de bicarbonato de sodio, solucdo de acetato de sddio e solucdes
alcalinas. E moderadamente sollivel em acetato de etila e insolGvel em cloroférmio.
Em &agua, a solubilidade do GA3; é de 5000 mg/L a 25 °C (National Library of
medicine HDSB database, 2012).

E quimicamente caracterizado como um &cido tetraciclico dihidroxi-g-
lactdénico, contendo duas ligacdes duplas carbono-carbono e uma carboxila livre
(Figura 5). Sua estrutura foi obtida pelo estudo da decomposi¢do de produtos acidos
e sua estereoquimica absoluta foi deduzida de disperséo rotatéria, dicroismo circular
e analises de raios-X. Ele produz uma coloracdo azul intensa e forte fluorescéncia

azulada apds reacdo com acido sulfarico (Kumar & Lonsane, 1989).

| J

Figura 5. Estrutura quimica do &cido giberélico (GA3).
FONTE: Bomke e Tudzynski, (2009).
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4.5.2. Aplicacdes do GA;

O GAg; controla muitos processos em plantas como a inducéo da atividade de
enzimas hidroliticas (De Malach, Sachs e Rotem, 1976; Foury, 1977; Zaki et al.,
1991; Schrader, 1994; Miguel et al., 1997; Garcia et al., 1999; Crow, Thomson e
Mander, 2006).

Os efeitos do tratamento com GAj; antes da colheita, os quais controlam a
deterioragéo do fruto, tém sido estudados (Eschel et al., 2000; Kinay et al., 2005). O
tratamento de frutos com GAs apoés a colheita atrasa seu amadurecimento (Baldwin,
2003; Ludford, 2003). Durante o periodo do outono, o tratamento de plantas citricas
com GAj; reduz a florescéncia em 50%, dependendo da concentracdo usada
(Monselise e Halevy, 1964; El-Otmani et al., 2000). A mesma observacao foi feita
para a producédo de damascos entre os meses de maio e julho (Southwick, Yeager e
Zhou, 1995). Para a producdo de péssegos, foram obtidos resultados similares e
também foi mostrado que a resposta depende da data do tratamento e quantidade
do horménio aplicado por arvore (Painter e Stembridge, 1972; Taylor e Geisler-
Taylor, 1998; Baviera et al., 2002).

Gonzalez-Rossia et al.(2006) observaram a reducdo do namero de flores/cm
em 31-43 % dos cultivos de ameixas japonesas. A combinacdo de 20 mM de Ca*?
com 10° M de GA;, para a producdo de fava (planta da familia das leguminosas),
aumentou o tamanho da planta, tamanho da raiz, peso seco e umido da raiz, nimero
de raizes, quantidade relativa de 4gua e clorofila, antocianina e atividade da enzima
corbonica anidrase (Al-Whaibi et al., 2010). Outras aplicacbes do GAj; séo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Aplicacdes do GAz

Aplicacédo Efeito Referéncia
. Aumento do tamanho da planta,
Efeito do Iiﬁggacadz em ntmero de folhas, area da folha, Khan et al., 2010

peso seco e Umido da planta

Influencia nos parametros
vegetativos de morangos
‘Chandler

Altura e espalhamento da planta,
comprimento do pistilo, nUmero de
folhas e &rea das folhas

Sharma e Singh, 2009

Efeito na polinizacdo de
tangerina Clementine para
obtencéo de frutos sem
sementes

Prejudica a fertilizac&o por ter agédo
na ovulagéo e na polinizagcéo sob
condi¢des de polinizacdo cruzada

Mesejo et al., 2008

Sementes de ervilha

Estimulo do crescimento dos brotos = Baumgartnert et al., 2008

Péssegos e nectarina

Inibicdo da floracao Gonzalez-Rossia et al., 2007




26

Aplicacéo Efeito Referéncia
Sementes de Trichocereus Promoc&o da germinagédo com e Ortega-Baes e Rojas-
terscheckii sem luz Arechiga, 2007
Promocé&o da multiplicagéo e
Cultivo da batata alongamento celular, quebra da Alexopoulos et al., 2007
dorméncia
Frutos de lichia “Yu Her Pau” Aumento da massa da fruta Chang e Lin, 2006

Efeito sobre a germinacédo — quebra
de dorméncia
Maturacéo de caqui “Fuyiu” Retardamento da maturacao Ferri et al., 2004
Aumento da massa e do numero de
bagos, diminuicdo do nimero de  Botelho, Pires e Terra, 2003
sementes

Passiflora nitida Khunt Passos et al., 2004

Uvas do cultivar Niagara
Rosada

Efeito sobre o florescimento de

A Antecipacao do florescimento Schmidt et al., 2003
crisantemo

Efeito sobre a floracéo e fixacdo

Frutos de lima acida “Tahiti”
dos frutos

Serciloto e Castro, 2001

Conservacao pés-colheita de
lima acida “Tahiti”
Infeccdo das folhas de batatas Inibicdo dos esporangiosporos do

Manutengéo da cor verde da casca Biasi e Zanette, 2000

Kumar e Lonsane,1989

por P.infestans parasita

Cana-de-agucar Melhora na produtividade Kumar e Lonsane, 1989

Bacillus subtilis Aumento da producdo de Takahashi, 1986
alfaamilase

4.5.3. Processos de producao

O GA3; pode ser obtido através da sintese quimica, extracdo de plantas e
fermentacdo. Os métodos de sintese quimica e extracdo de plantas ndo se mostram
economicamente viaveis pelo baixo rendimento. Industrialmente, a produgéo de GA3
€ realizada através da fermentacdo submersa (Rodrigues et al., 2011).

Outros processos fermentativos tém sido estudados para aumentar a
producdo de GAs. Dentre os processos fermentativos alternativos, pode-se citar a
fermentacdo em superficie liquida, a fermentacdo no estado solido (FES) e a
fermentacao no estado semissélido (FESS). Nao ha relatos de producéo de GA3s por
FESS.

Fermentacdo Submersa (FSm)

Na fermentacdo submersa, o meio liquido € empregado em vasos cilindricos
de proporgbes altura: didmetro de 2:1 e 3:1. Na maioria dos casos, todos os
nutrientes estdo dissolvidos na agua. A FSm apresenta diversas vantagens, tais
como facilidade operacional, economia, facilidade no controle de paréametros
operacionais e exige um menor espaco (Kumar & Lonsane, 1989).

A producdo de GAsz por FSm € baixa. Em 1979, demonstrou-se que este

processo de fermentagdo estava muito proximo da saturagdo, ou seja, a reducéo de
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custo tornar-se impossivel. O produto diluido no meio fermentado é dito como o
maior obstaculo no processo de producdo, devido as dificuldades geradas no
processo de recuperacao e purificacao (Jefferys, 1970; Kumar & Lonsane, 1989).

Estudos da producéo de GA3 por FSm sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Producdo de GA; por FSm.

Substrato Método utilizado Producéo Referéncia
Glicose, agua de maceracao

Produgéo em batelada Berrios, Pyle e Aroca,

de milho, NH,SO,, KH,PO, e alimentada 0,66 g/L 2010
K>SO,
Farinha de arroz, glicose, Producdo em batelada Shukla, Chand e
NH4NO3z, MgSO4x7H,0 e ; 1,0g/L .
alimentada Srivastava, 2005
KH,PO,
Farinha de arroz, glicose
' ' ~ Shukla, Chand e
NH4NO3, MgSO4x7H,0 e Producdo em batelada 1,68 g/L Srivastava, 2005
KH,PO,
Meio quimicamente definido  Produg&o em batelada com 100 ppm Chavez-Parga et al.,
contendo glicose biorreator do tipo air-lift bp 2008
Producdo em batelada em
40 g/L de sacarose fermentador de 30 L com 0,2 g/L Borrow et al., 1964
aeracao.

Fermentacdo em superficie liquida

A fermentagdo em superficie liquida envolve o crescimento de
microorganismos na superficie de um meio liquido (Lekha e Lonsane, 1994).

As primeiras tentativas de producéo de giberelinas foram realizadas no Japéao,
baseadas na técnica de fermentacao de superficie, resultando em concentracdes de
40 a 60 mg/L de GAj3 (Tudzynski, 1999). A fermentacdo em superficie liquida
apresenta vantagens tais como a nao formacédo de espuma e a nao destruicéo
mecanica do micélio, em comparacdo a FSm. Entretanto, devido as desvantagens
tais como a necessidade de grandes espacos, processo trabalhoso, prolongado
periodo de incubacdo, facilidade de contaminacdo, ndo uniformidade de
crescimento, entre outras, levaram ao abandono desta técnica por volta de 1955
(Kumar & Lonsane, 1989).

Fermentagdo no Estado Solido (FES)
A FES é caracterizada pelo desenvolvimento do microrganismo em um
ambiente com baixa atividade de agua, sobre e no interior de particulas porosas

umidas denominadas suporte ou matriz sélida. Esta matriz sélida ndo solavel pode
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atuar tanto como suporte fisico quanto como fonte de nutrientes (Pandey, 2003;
Singhania et al., 2009).

A técnica de FES tem mostrado varias vantagens sobre o processo de FSm
na producdo de biomassa microbiana e metabdlitos agregando valor a subprodutos
da agroindustria (Pandey, 1992; Soccol, 1996; Pandey et al.,, 2001; Soccol e
Vandenberghe, 2003; Soccol et al., 2006). Algumas vantagens da FES: condicbes
da cultura em FES préximas as que se desenvolvem em meios naturais;
simplicidade no preparo do meio de cultura; diminuicdo de contaminacdes; reducéo
dos efluentes liquidos a tratar; residuos sélidos mais estaveis apds a fermentacéo;
producdo concentrada de metabdlitos e a eliminacdo da formacdo de espuma
(Soccol, 1994; Soccol e Vandenberghe, 2003).

A Tabela 3 apresenta producbes de GAj; por FES utilizando diferentes

substratos/suportes.
Tabela 3. Producdo de GA; por FES
Substrato/Suporte Producéo Referéncia
Polpa citrica 5,9 g/kg Rodrigues et al., 2009
Farelo de trigo e amido solavel 4,5-5 g/kg Corona, Sanchez e Agostin, 2005
Casca de café e bagaco de mandioca  492,5 mg/kg Machado, 2002

Casca de café 100 mg/kg Machado et al., 2001
Meio sintético 0,73 mg/g Gelmi et al., 2000

Bagaco de mandioca 250 mg/kg Tomasini, Fajardo e Barrios-Gonzéalez, 1997
Farelo de trigo 3 g/Kg Bandelier et al., 1997

Residuo do processamento do mexilhdo

(MPW)/ Sabugo de milho 3,8 g/Kg Pastrana et al., 1995

Fermentacéo no estado semissolido (FESS)

A fermentacéo no estado semissélido (FESS) é a FES em um meio contendo
liquido livre, o que permite uma melhor e mais facil recuperacdo dos produtos
solubilizados (Rodriguez Couto, Dominguez e Sanroman, 2001). Alguns exemplos
de trabalhos que vém sendo desenvolvidos utilizando esta técnica de fermentacdo
sdo: producédo de bioetanol (Economou et al.; 2010) e producdo de enzimas
(Majeau; Brar e Tyagi, 2010). Ndo ha estudos relatados de producdo de GAs por
FESS.

4.5.4. Biorreatores para producao de GA3
Biorreatores (reatores bioquimicos ou reatores bioldgicos) sdo reatores

quimicos onde ocorre uma série de reacgfes quimicas catalisadas por



29

biocatalisadores. Estes biocatalisadores podem ser enzimas ou células vivas
(microbianas, animais e vegetais). Os biorreatores podem ser classificados em dois
grandes grupos: biorreatores enzimaticos, nos quais as reacfes ocorrem na
auséncia de células vivas e, biorreatores em que as reac¢des ocorrem na presenca
de células vivas (Schmidell et al., 2001).

O tanque cilindrico é o reator mais utilizado em bioprocesso. Existe uma
grande quantidade de tipos (configuracdes) de biorreatores e, dentre os tipos de
biorreatores existentes, ha os biorreatores do tipo tanque agitado e os biorreatores
do tipo coluna de bolhas (Doran, 1995), os quais operam em sistemas submersos,

ou seja, o0 substrato esté na fase liquida.

Tanque agitado (Stirred Tank Reactor — STR)

Biorreatores do tipo tanque agitado (STR) sao reatores agitados
mecanicamente através de pas internas (impelidores). O sistema de aeracao é feito
através de um compressor de ar e a sua entrada no biorreator € feita pela parte
inferior sendo que a distribuicdo ocorre através de difusores. A troca de calor é feita

atraves de serpentina interna ou de camisa externa (Doran, 1995).

Coluna de bolhas

Os Dbiorreatores do tipo coluna de bolhas sao reatores agitados
pneumaticamente, ou seja, 0 sistema ndo possui impelidores e a agitacdo é
realizada através da injecdo de ar. S&o utilizados industrialmente para producédo de
leveduras de panificacdo, cerveja e vinagre, para tratamento de aguas residuais,
entre outros (Doran, 1995; Kantarcia, Borak, e Ulgen, 2005).

O biorreator de coluna de bolhas apresenta algumas vantagens sobre o STR,
tais como: excelente transferéncia de calor e de massa. Baixo custo de operacgéo e
de conservacdo devido a auséncia de partes moveis internas e ser compacto. A
durabilidade do material do biorreator € maior (Kantarcia, Borak, e Ulgen, 2005).

O biorreator de coluna de bolhas é de uma estrutura muito simples. Consiste
em um recipiente cilindrico com altura de tamanho superior ao dobro do tamanho do
diametro. A Unica estrutura interna presente € o difusor para injecao de ar. Neste
tipo de biorreator, a hidrodinamica depende do comportamento das bolhas formadas
no difusor. Ao utilizar baixas taxas de aeracédo, produzem-se bolhas com fluxo

homogéneo, ou seja, as bolhas tem fluxo ascendente, na mesma velocidade e néao
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mistura de bolhas. Ao utilizar altas taxas de aeracao, o fluxo de ar € denominado
heterogéneo, em que as bolhas tém um fluxo caotico de circulagdo e ha mistura

entre bolhas (Kawagoe et al., 1976; Doran, 1995).

4.5.5. Microrganismos produtores de GA3

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 GAj3; séo
Gibberella fujikuroi (estagio sexuado) e Fusarium moniliforme (estagio assexuado),
0s quais recentemente foram reclassificados como Fusarium verticillioides (Leslie e
Summerell, 2006).

ApoOs o descobrimento e isolamento do fungo causador da “bakanae”, sua
posicdo taxonbmica foi fracamente definida. A falta de nomenclatura sistematica
para o género levou a uma confusdo consideravel na definicdo do fungo produtor
das giberelinas (Machado, 2002). Atualmente a classificacdo esta bem estabelecida
(The NCBI Taxonomy, 2012):

Superreino: Eukaryota

Reino: Fungi

Filo: Ascomycota

Subfilo: Pezizomycotina

Classe: Sordariomycetes

Ordem: Hypocreales

Familia: Nectriceae

Género: Gibberella

Espécie: Gibberella fujikuroi

Morfologicamente, ndo ha diferencas visiveis entre as caracteristicas de G.
fujikuroi ou F. moniliforme. A cor e forma de crescimento destes fungos podem variar
de acordo com o meio de crescimento utilizado, temperatura e a rotina de
manutencdo das cepas. Em meio BDA (Batata Dextrose Agar), inicialmente as
culturas tem micélio branco, mas podem desenvolver pigmentos violeta ao longo do
tempo (Leslie e Summerell, 2006).

Em microscopia 6ptica, se observa uma diferenca entre o estadgio sexuado e

assexuado deste fungo. A principal caracteristica do F. moniliforme € a producéo de
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conidios em forma de foice com extremidades afiladas constituindo fusos hialinos
chamados macro ou microconidios (levemente curvos ou inclinados). Enquanto que
G. fujikuroi (sexuado) ndo apresenta este tipo de formacao (Leslie e Summerell,
2006). Os conidios de F. moniliforme podem ser visualizados na Figura 6, na qual os
macroconidios estdo apresentados nas regides A e B e os microconidios estdo

apresentados nas regides C e D.
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Figura 6. Conidios de F. moniliforme. A-B: macroconidios, C-D:microconidios
FONTE: Leslie e Summerell (2006).

4.5.6. Substratos

O Brasil possui uma das mais importantes economias baseadas na agricultura
no mundo, por sua producdo de café, cana-de-acucar, soja, frutas, entre outros
(Soccol e Vandenberghe, 2003).

Os residuos de processos agricolas, gerados em abundancia no Brasil,
causam graves problemas ambientais quando dispostos na natureza. A aplicacao
destes residuos, além de ser uma alternativa em termos de substrato em processos
fermentativos, auxilia na reducéo dos problemas de poluicdo ambiental (Soccol e
Vandenberghe, 2003).

Polpa Citrica
O Brasil € o maior produtor de laranjas no mundo, com aproximadamente
25% da producdo mundial. Em 2011, a producédo de laranja no Brasil foi de

19.831.787 toneladas (IBGE, 2012). Os subprodutos provenientes da laranja sao:
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suco, células congeladas, 6leos essenciais, limoneno, liquidos aromaticos e farelo
de polpa citrica.

A polpa citrica (Figura 7) € um subproduto da agroindustria de suco de laranja
composta basicamente por cascas, sementes e bagaco de laranja. A polpa citrica
representa em torno de 50 % do fruto e é comercializada na forma de pellets
(Crutale, 2012). A exportacdo anual da polpa citrica gira em torno de um milhdo de
toneladas por ano e o preco é em torno de R$ 295,00 por tonelada. E usada como
complemento para a racdo animal, principalmente na pecuaria (Alcance Pecuaria,

2012). A composicao da polpa citrica € apresentada na Tabela 4.

Figura 7. Polpa citrica peletizada.
FONTE: Safra corretora de cereais (2012).

Tabela 4. Composicao da polpa citrica

Composicéo Quantidade

Umidade (%) 11,42
Cinzas (%) 7,89
Proteinas (%) 6,30

AcUcares Totais (%) 20,22
pH 5,76

Aw 0,660

Fe (mg/kg) 174,5
Cu (mg/kg) 8,4
Zn (mg/kg) 8,2

Na (mg/kg) 180,0

K (mg/kg) 6880,0

Mg (mg/kg) 868,0

Fluoreto (mg/kg) 100,11

Nitrato (mg/kg) 375,76

Fosfato (mg/kg) 149,16

Sulfato (mg/kg) 201,74

FONTE: Rodrigues, 2010.
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Manipueira

O Brasil é o segundo maior produtor de mandioca, com 26,43 milhGes de
toneladas anuais na safra 2010-2011 (MAPA, 2012). O processo de industrializacéo
da mandioca causa sérios problemas ambientais em funcdo de sua disposicdo na
natureza. Fabricas de pequeno porte produzem quantidades significativas de
residuos (ABAM, 2012).

A manipueira € um residuo liquido resultante do processamento da mandioca,
na fabricacdo de farinha e fécula. Para o processo de lavagem de uma tonelada de
raiz, as empresas utilizam em média seis mil litros de dgua. Essa agua de lavagem
contém elementos como o nitrogénio, o fésforo, o potassio e o célcio, que a torna
viavel para a fertiirrigacdo de pastagens (ABAM, 2012).

Quanto a composicdo quimica da MAN, dependendo do tipo de prensa
utilizada, pode conter fécula, proteinas, glicose, restos de células, acido cianidrico,
substancias organicas e nutrientes minerais essenciais (Borghetti, 2009). A

composicdo da MAN é apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Composicdo da manipueira

Composicéo Quantidade
N (%) 0,15
P (ppm) 255,80
K (meqg/l) 51,22
Ca (meqg/l) 12,62
Mg (meqg/l) 35,38
S (ppm) 137,00
Fe (ppm) 16,60
Zn (ppm) 3,70
Mn (ppm) 5,65
Cu (ppm) 0,90
Na (ppm) 14,00
pH 4,03

FONTE: Borghetti (2009).

Melaco de cana-de-acglcar

A lavoura de cana-de-agUcar continua em expansao no Brasil. A previsdo de
producgéo para 2012 é de 571,471 milhdes de toneladas (Conab, 2012).

O melagco € um subproduto do processamento da cana de acucar. E
resultante da cristalizacao final do acucar. Em torno de 60 % dos sélidos séao
compostos por sacarose, glicose e frutose (ICIDCA, 1999). Além dos acucares, ha
também compostos tais como: aminoacidos, acidos carboxilicos alifaticos e

olefinicos, vitaminas, proteinas, fendis e outros. Entre os céations encontrados, o
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potéssio, o calcio e 0 magnésio. Do nitrogénio presente no melagco somente 35%
sdo assimilados, na forma de proteina pura, contando com um adicional de 7% de
componentes nitrogenados na forma de acidos nucléicos, aminoacidos livres e
outros compostos. A composi¢ao de aminoacidos no melaco € de 1%, entre 0s quais
se destacam os &cidos asparticos e glutamicos, que constituem mais de 70% do
total (Arakaki, 2010). A composi¢do do melaco de cana-de-aguUcar € apresentada na

Tabela 6.
Tabela 6. Composicdo do melaco de cana-de-acgucar
Componente Valor
Acucares Totais (g/L) 540,98
AcuUcares Redutores (g/L) 54,99
Sdlidos soluveis ( °Brix) 59,5
Proteina (g/L) 45,5

FONTE: Roepcke, 2007

Melaco de soja

A producao de soja é uma das mais importantes do Brasil. Cerca de 75% da
soja produzida no pais € exportada. A producéo de soja no pais é de 71,75 milhdes
de toneladas (Conab, 2012).

A soja € uma das principais fontes vegetais de 6leo comestivel, além de ser
fonte de proteina para a alimentacdo. O grdo da soja contém cerca de 40% de
proteina, 20% de gordura, 5% de cinzas e 35% de carboidratos, em base seca. A
soja € um dos componentes na fabricacdo de racdes animais e seu consumo vem
aumentando na alimentagédo humana (Roepcke, 2007).

O melaco de soja é um subproduto da industria de processamento da soja o
qual contém uma grande quantidade de acUcares tais como: sacarose, frutose,
rafinose, estaquiose, entre outros. Além de acucares, contém lipidios, flavondides,
proteinas e minerais. Por causa da grande quantidade de aclcares, o melaco de
soja tem sido empregado em processos fermentativos (Qureshi, Lolas e Blashek,

2001). A composicédo do MS é apresentada na Tabela 7.

Tabela 7. Composicao do melaco de soja

Componente Quantidade (%) (b.m.u.)

Estaquiose 18.6
Rafinose 9.68
Sacarose 28.4

Glicose 0.243

Frutose 0.127
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Galactose 0.254
Agucares totais 57.3
Proteinas 9.44
Lipidios 21.2
Fibras 5.7
Cinzas 6.36

FONTE: Karp, 2007; (b.m.u.) — base de massa Umida

Vinhaga de cana de agucar

Para cada 1 litro de etanol produzido, € gerado em torno de 10 a 18 litros de
vinhaca (Oliveira, 2010). A vinhaca é o produto de calda na destilacdo do licor de
fermentacéo do alcool de cana-de-actcar. E um liquido residual, também conhecido,
regionalmente, por restilo e vinhoto. O constituinte principal da vinhaca é a matéria
organica, basicamente sob a forma de acidos orgéanicos e, em menor quantidade,
por cétions como o K, Ca e Mg (Silva, Griebeler e Borges, 2007).

A vinhaca € muito utilizada na fertirrigacdo, que € a aplicacdo do produto in
natura em areas de plantio de cana de acUcar. A fertirrigacdo nos canaviais foi
intensificada a partir das proibicbes de despejo da VIN nos cursos d’agua. Esta
aplicagdo requer pouco investimento, baixo custo de manutencgdo, ndo envolve uso
de tecnologia complexa e possibilita rapida eliminacdo de grandes quantidades de
material (Oliveira, 2010).

A composi¢do quimica da vinhaca proveniente do melaco de cana-de-acucar
€ apresentada na

Tabela 8.

Tabela 8. Composicao quimica da vinhaga de cana-de-acUcar proveniente do melago

Componente Quantidade
pH 4,2-5,0
Temperatura 80-100
DBO (mg/l) 25.000
DQO (mg/l) 65.000
Sdlidos totais (mg/l) 81.500
Solidos volateis (mg/l) 60.000
Sdlidos (fixos (mg/l) 21.500
Nitrogénio (mg/l N) 450-1.610
Fosforo (mg/l P) 100-290
Potassio (mg/l K) 3.740-7.830
Célcio (mg/l MgO) 450-5.180
Magnésio (mg/l MgO) 420-1.520
Sulfato (mg/l SO4) 6.400
Carbono (mg/l C) 11.200-22.900
Relacédo C/N 16-16,27
Matéria orgéanica (mg/l) 63.000
Subst. Redutoras (mg/l) 9.500

FONTE: Marques (2006)
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4.6. Fatores que influenciam a producao de GA;

A cinética de producdo de GAj3; e crescimento de biomassa foi estudada
primeiramente por Borrow et al. (1964). Durante a fase exponencial de crescimento
da biomassa, glicose, nitrogénio e fosfato s&o consumidos. A produgéo de GA;s inicia

apos a exaustao do nitrogénio (Rodrigues et al., 2011).

4.6.1. Fontes de Carbono

As fontes de carbono que sdo muito utilizadas na producdo de GA3z séo a
glicose e a sacarose. Porém, concentracdes acima de 20% de glicose podem causar
repressdo catabolica (Tudzynski, 1999). Fontes alternativas tais como maltose,
manitol, amido e farinha de origem vegetal ou misturas com diferentes fontes de
carbono como, glicerol, glicose e galactose também tem sido utilizadas (Darken,
Jensen e Shu, 1959; Fuska et al., 1961; Candau, Avalos e Cerda—Olmedo, 1991;
Pastrana et al., 1995; Tomasini, Fajardo e Barrios Gonzélez, 1997; Gelmi et al.,
2000; Machado et al., 2001; Shukla, Chand e Srivastava, 2005). Gancheva et al.
(1984) utilizaram éleo vegetal de girassol para producdo de GAs.

A influéncia da relagcdo C:N esta diretamente relacionada com o metabolismo
de producdo GAj;. Sendo assim, seus valores devem apresentar uma quantidade de
nitrogénio minima e suficiente para proporcionar um bom crescimento do micélio
bem como quantidade de carbono disponivel suficiente para a producdo do
metabdlito secundério. A relacdo normalmente utilizada é alta, entre 6:1 e 45:1
(Machado, 2002).

4.6.2. Nitrogénio

A qualidade e a quantidade de nitrogénio no meio sdo muito importantes na
fermentacdo para producdo de giberelinas. Altas producdes de GAz foram
alcancadas em baixas concentracdes de nitrogénio no meio (Borrow et al., 1964;
Tudzynski, 1999).

Diferentes fontes de nitrogénio foram avaliadas em relacdo ao seu efeito
sobre a producao de GAs. S&o consideradas fontes de nitrogénio favoraveis o sulfato
de amobnio, o cloreto de aménio, a glicina, o tartarato de aménio e a agua de
maceracdo de milho (Darken, Jensen e Shu, 1959; Fuska et al., 1961; Kumar e

Lonsane, 1989; Berrios, Pyle e Aroca, 2010).



37

4.6.3. Sais minerais e elementos-traco

Quanto a utilizacdo de sais minerais e elementos-traco na biossintese de GAg,
poucas informacBes sdo disponiveis a respeito de seus efeitos. Os sais
considerados importantes para producdo contém magnésio, fosfato, potassio e
sulfato. Elementos-trago como Fe, Cu, Mn, Mo, Zn, B, Al e Ca também séo
necessarios para producdo de GA3, mas normalmente ndo sédo adicionados, sendo
suficientes aqueles existentes como impurezas nos meios comerciais (Rodrigues et
al., 2011). Alguns minerais e elementos traco utilizados na producdo de GA3; estédo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Sais mineirais utilizados em fermentac&o para producéo de GAs;.

Sais mineirais Concentracéo Referéncia
KH,PO, 3-79/L Shukla, Chand and Srivastava, 2005, Gelmi, Perez-Correa e
Agostin, 2002, Escamilla et al., 2000
0,5g/L Berrios, lllanes e Aroca, 2004, Berrios, Pyle e Aroca, 2010
Lu, Xie e Kumakura, 1995
0,5%
KoHPO, 5g/L Pastrana et al., 1995
0,0095 g/5,9 mL Gelmi et al., 2000
MgSQO, . 7H,0 0,5-2¢g/L Shukla, Chand e Srivastava, 2005, Escamilla et al., 2000,
Corona, Sanchez e Agostin, 2005
0,0053 g/5,9 mL Gelmi et al., 2000
0,45 g/L Gelmi, Perez-Correa e Agostin, 2002
0,07 g/L Bandelier, Renaud e Durand, 1997
0,1% Lu, Xie e Kumakura, 1995
KCI 0,0048 g/5,9 mL Gelmi et al., 2000
FeSO, mg/5,9 mL Gelmi et al., 2000
0,07 g/L Bandelier, Renaud e Durand, 1997
10 mg/L Lu, Xie e Kumakura, 1995
ZnS0O, . 7TH,O 1,49 g/L Corona, Sanchez e Agostin, 2005
0,86 mg/5,9 mL Gelmi et al., 2000
0,07 g/L Bandelier, Renaud e Durand, 1997
10 mg/L Lu, Xie e Kumakura, 1995
CuSO, . 5H,0 1,07 mg/5,9 mL Gelmi et al., 2000
0,07 g/L Bandelier, Renaud e Durand, 1997
10 mg/L Lu, Xie e Kumakura, 1995

4.6.4. pH

O pH é um fator muito influente na selecdo da giberelina a ser produzida.
Para producao de GAg, o valor inicial de pH geralmente esta na faixa de 3,5 - 5,8. O
aumento do pH levara a uma maior producdo de GA,7 e a diminuicdo do pH (abaixo
de 3,5) leva a um aumento na producéo de GA; (Kumar & Lonsane, 1989).

Alguns estudos descrevem os valores de pH utilizados para a producao de
GAs3. Tomasini, Fajardo e Barrios-Gonzalez (1997) utilizaram farinha de mandioca
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com um pH inicial de 6,0. Gelmi et al. (2000) empregaram Amberlite como suporte
inerte com um pH inicial de 4,5. Machado et al. (2001) utilizaram bagaco de café e
mandioca em pH 5,0-5,4. Shukla, Chand e Srivastava (2005) utilizaram farinha de
arroz com um pH de 5,0. Meleigy e Khalaf (2009) usaram permeado de leite em pH
6,0. Berrios, Pyle e Aroca, (2010) utilizaram glicose e 4gua de maceracédo de milho

com um pH de 5,0.

4.6.5. Temperatura

O efeito da temperatura sobre a producdo de GA3z varia conforme o
microrganismo utilizado (Rodrigues et al., 2011). Diferentes condi¢cdes de
temperatura ja foram estudadas: 25°C (Stodola et al., 1955; Gelmi et al.,2002), 27°C
(Gohlwar, Sethi e Marwaha, 1984), 28,5 a 29,5°C (Borrow et al.,, 1964), 28°C
(Bandelier, Renaud e Durand, 1997), 29°C (Holme e Zacharia, 1965; Jefferys,1970;
Machado, Soccol e Pandey, 2002, Rodrigues et al., 2009; Uthandi, Karthikeyan e
Sabarinathan, 2010) e 30°C (Maddox e Richert, 1977; Escamilla et al., 2000; Shukla,
Chand e Srivastava, 2005; Meleigy e Khalaf, 2009; Berrios, Pyle e Aroca, 2010;
Bilkay, Karako¢ e Aks0z, 2010).

4.6.6. Aeracao

A biossintese de giberelinas compreende varios passos oxidativos,
catalisados pelas citocromo P450 monooxigenases, dioxigenases e desidrogenases.
Sendo assim, a aeracdo é um fator critico na producao de GAs (Rodrigues, 2010). A
taxa de consumo de oxigénio para a producdo de micélio na fase logaritmica deve
permanecer constante, enquanto a demanda por oxigénio aumenta
aproximadamente de forma exponencial (Tudzynski, 1999).

Stodola et al. (1955) propuseram uma taxa de aeracao de 0,25 vvm (volume
de ar por volume de meio por minute). Holme e Zacharias (1965) utilizaram 0,6 vwvm
para reatores de 5 L e 0,25 vvm para reatores de 20 L. Bandelier, Renaud e Durand
(1997) em FES utilizaram uma taxa de ar de 0,9 L de ar/(h.kg de material seco).
Gelmi et al. (2000), utilizaram 0,46 L de ar/(h.kg de material seco). Berrios, Pyle e

Aroca (2010) em FSm utilizaram taxa de aeracéo de 1 vvm.

4.7. Purificacao
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Do caldo fermentado, o GA3; pode ser recuperado por adsor¢cdo ou por
extracdo com solventes, purificado através de repetidas extragcdes liquido-liquido e
concentrado em condi¢cBes de vacuo (Shukla, Srivistava e Subhash, 2003).

Dentre os solventes organicos que solubilizam o GAs, 0 acetato de etila é
utilizado neste tipo de extracdo por ser imiscivel em agua. Rangaswamy, Mumbai e
Balu (2008) purificaram o GAs produzido por fermentacdo (FSm e FES) utilizando o
processo de extracdo com acetato de etila e, com sucessivas concentracdes por
evaporacao e posterior cristalizagdo. Rachev et al. (1993) utilizaram o processo de
extragdo liquido-liquido com acetato de etila, para obtencdo do cristal de GA; do
caldo fermentado.

A extracdo em fase solida pode ser empregada na limpeza e concentracdo de
diferentes metabolitos, incluindo o GAsz. A extracdo consiste na retencdo de
compostos da amostra por um agente de sorcdo solido e posterior eluicdo por
solvente adequado, no qual o analito (composto retido) é eluido. Eluentes
adequados, dependendo da natureza da amostra, sdo capazes de eluir
seletivamente o analito (Rodrigues, 2010).

Dentre os agentes de sorcao existentes, os mais utilizados séo as alquil-
silicas, particularmente as Cg e as Cig (cadeias de 8 ou 18 atomos de carbono
ligados covalentemente aos grupamentos silanol da silica), ideais para sorcao de
compostos de média ou pouca polaridade (Chimelli, 2003). Silicas de cadeias
alquilicas longas e finamente divididas - possuem grande superficie de adsorcéo -
sdo usadas para a retencdo de moléculas de baixo peso molecular. Silicas de
cadeias alquilicas curtas e poros grandes sao utlizadas para sor¢cdo de
macromoléculas (Rodrigues, 2010). Esta técnica é empregada na preparacdo de
amostras contendo GA3 a serem analisadas por CLAE (Machado, 2000; Escamilla et
al., 2000; Chimelli, 2003). Outras resinas macroporosas comerciais também tém a
capacidade de sorcdo e dessorcdo de moléculas como GAs. Heropolitanski,
Kominiaki e Machalowska (1994) estudaram sorc¢éo e dessorcao de GAs por resinas
do tipo Amberlite XAD-16.

A utilizac&o de carvéao ativado para purificacdo de metabdlitos produzidos por
fermentacdo tem mostrado grande potencial (Rodrigues, 2010). O carvao ativado é
um material carbonoso poroso. Apresenta uma forma microcristalina, ndo grafitica,
gue sofre um processamento para aumentar a porosidade interna (Rodriguez
Reinoso e Sabio-Molina, 1998).
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A aplicagcdo dos materiais carbonosos porosos como adsorventes se baseia
principalmente em suas propriedades texturais e em sua hatureza quimica. As
propriedades texturais dos carvoes ativados se fundamentam em duas
caracteristicas importantes: tamanho de poro e a area superficial, que definem a
utilizacdo dos carvoes ativados e sua capacidade de adsorver e dessorver
moléculas. As propriedades fisicas da superficie sdo descritas pela area superficial
especifica e porosidade, enquanto que as propriedades quimicas dependem da
presenca ou auséncia de grupos acidos ou basicos sobre sua superficie (Moreno-
Castilla, 2004; Rodrigues, 2010).

4.8. Analise do GA3

Inicialmente, os métodos de quantificacdo de GAz eram baseados em
bioensaios realizados em plantas (Rodrigues et al., 2011). Os bioensaios tiveram
uma grande importancia na identificagdo das giberelinas, existindo um total de 33
sistemas teste incluindo diferentes partes, érgdos ou funcdes de plantas (Machado,
2002). Bioensaios sao utilizados quando sdo requeridos altos niveis de
especificidade e sensibilidade, mas nédo séo adequados para monitoramento de GA;
durante uma fermentac&do, em que séo requeridos resultados rapidos (Rodrigues et
al., 2011).

Durante o processo fermentativo, diferentes GAs séo sintetizadas. Métodos
rapidos e simples foram desenvolvidos para analisar o GA3z. Estes métodos sao
analises espectrofotométricas, colorimétricas e fluorométricas (Berrios, lllanes e
Aroca, 2004).

4.8.1. Método espectrofotométrico

O método espectrofotométrico baseia-se na conversdo do GA; em &cido
giberelénico, pela agéo de acidos fortes. A absorbancia do acido giberelénico é
medida em 254 nm. A calibracdo é feita com GA3z na concentracdo de 1 a 4 mg/L,
pois nessa faixa de concentracdo a curva de calibracdo € reprodutivel e linear
(Holbrook, Edge e Baily, 1961). E um método rapido e especifico para o GAs,
rotineiramente utilizado para a analise de caldos fermentados.

A

Tabela 10 apresenta estudos que utilizaram o método espectrofotométrico

para analise de GAs.
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Tabela 10. Extragao e analise espectrofotométrica de GA3

Extracdo de GA; Andlise Referéncia
10 mL extrato, 0,5 mL solucdo de acetato de zinco, 0,5 Leitura 254 nm em Lu, Xie e
mL solucédo de ferrocianeto de potassio, centrifugado por espectrofotdmetro - UV Kumakura, 1995
15 min. 2,5 mL do sobrenadante com 7,5 mL etanol e 90
mL HCI (30%). Incubado a 20°C por 75 min
Extracdo com tampéao fosfato pH 7,4 (proporcao 2/1 v/im), Leitura 254 nm em Machado, 2002.
durante 20 min a 200 rpm, filtrado e novamente extraido. espectrofotdmetro — UV
30 mL do extrato, 10 mL de etanol, 2 mL de acetato de
Zn (repouso 2 min), 2 mL de ferrocianeto de potassio e
agua (g.s.p. 50 mL). Filtrado e analisado
1 mL da amostra e 1 mL de etanol, adiciona HCI 3,75 M Leitura 254 nm em Berrios, lllanes e
(g.s.p. 10 mL). Agitado vigorosamente por 10 s. A espectrofotdmetro — UV Aroca, 2004.
temperatura do processo é mantida a 20 + 0,5 °C
FONTE: Rodrigues, 2010

4.8.2. Analise fluorométrica

Utilizada para identificar o GAs e o acido giberelénico nos meios
fermentativos. Baseia-se na fluorescéncia destes compostos pela acdo de &cido
sulfurico 85%. Porém, ndo ha separacdo entre os dois compostos. Uma vez que a
acao biologica do acido giberelénico € muito baixa se comparada a do GAs este

método conduz a resultados falsos (Kumar e Lonsane, 1989; Machado, 2002).

4.8.3. Analise espectrofluorodensitométrica

Envolve a separacdo do GAs por cromatografia de camada delgada utilizando
sistema de solventes constituido de cloroférmio, acetato de etila, &cido acético
glacial na razdo 5:4:1, aquecimento em forno a 100 °C por 30 minutos e analise da
fluorescéncia produzida em espectrofluorodensitdmetro a 254 nm sob luz ultravioleta
(Kumar e Lonsane, 1989; Machado, 2002).

4.8.4. Cromatografia de camada delgada

E um método simples e eficiente de identificacdo de giberelinas, existindo
diversos trabalhos relatando os valores de Rf para diferentes sistemas.
Normalmente utiliza-se como fase mdvel uma mistura de acetato de etila, acido
acético e cloroféormio e como revelador acido sulfurico concentrado. A maior

desvantagem é ser qualitativo, ndo podendo ser utilizado se for necessaria uma

quantificacdo acurada do metabdlito (Russell, 1976, citado por Machado, 2002).
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4.8.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE promove separagdo de diferentes tipos de giberelinas com boa
resolucdo, incluindo isébmeros, além de uma quantificacdo precisa, sendo
potencialmente atrativo para esses fitohormonios polares e termicamente labeis. Os
detectores de UV tém sido utilizados em CLAE para a separacéo de fitohormoénios
em amostras de plantas (Barendese e Van de Werken, 1980; Sandberg et al., 1987;
Lin et al., 1991; Dobrev et al., 2005).

Dois tipos de colunas podem ser utilizadas, a pBondapak C18 e Radial-Pak-A.
A fase médvel consiste de na maioria das vezes, metanol-agua destilada acidificada
com acido fosférico em pH3, com deteccdo a 203 ou 206 nm (Machado, 2002). Na

Tabela 11 sdo mostradas algumas metodologias que utilizam a CLAE para

quantificar GAs.

Tabela 11. Metodologias de extragcdo e analise de GA; por CLAE

Condic¢des de extracdo Condicdes de analise Referéncia
Padréo de &cido giberélico Sigma  Coluna: fase reversa pBondapak C,;3 Barendse et al.,
dissolvido em metanol Detector: UV a 203 nm 1980.

Fase movel: agua bidestilada - 20%
metanol e 0,01 M H3PO,4 pH 2,3
ajustado com KOH, 2 mL/min.
Extracdo a pH 2,5 1:3 (fermentado: Coluna: fase reversa pBondapak Cig Bandelier et al.,
solucéo de etanol a 10% (v/v)), Detector: UV a 206 nm 1997.
agitado a 100 rpm por 1h a 25°C,
clarificado, centrifugado, filtrado. O
filtrado é diluido 1:1 em solucéo
aquosa de metanol 40% (v/v).

Filtrado ajustado pH 2,5 e extraido Coluna: fase reversa Cqg Nemat Alla e
por acetato de etila, evaporado a Detector: UV a 255nm Hassan, 1998.
vacuo e o residuo dissolvido em 1 Fase movel: metanol e acido acético

mL de metanol. 0,05% (20/80, v/v); gradiente linear

por 20 min até 60/40 (v/v) — 1 mL.min™
— tempo de reteng&o de 17 min.
10 mL amostra extraida em tamp&o Coluna: C-18 temperatura ambiente Machado, 2000.
fosfato pH 2,5 com HCI 5%; passado Detector: UV a 205nm
em coluna com 250-300 mg de silica Fase movel: solvente A (metanol) e
C-18 (55-105um). solvente B (agua com pH 3,0 com
acido fosforico), proporcao 70:30 —
fluxo de 1,00 mL.min™
10 mL do extrato acidificado pH 2,5 Coluna: fase reversa Bondapak C-18 Escamilla et al.,

com HCI 10% e extraido 3 vezes a 25°C 2000.
com acetato de etila; a fase organica Detector: UV a 204nm
seca a vacuo e re-dissolvida em Fase mével: metanol e tampéo
metanol. KH,PO, (75:25) - 1,8 mL.min™
5 mL de amostra passada pela Coluna: C-18 marca Rainin Chimelli, 2003.
coluna silica C18 (gravidade) Detector: UV a 205nm

seguido de 10 mL de mili-Q a vacuo. Fase movel: acetonitrila-dgua (30:70)
Eluicdo com acetonitrila-Agua 80/20 por 6min e acetonitrila &gua (90:10)
e volume completado para 5 mL. nos ultimos 13 min
Extrato filtrado em Millipore 0,45 pm Coluna: C-18 a 45°C Shukla et al.,
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Condicdes de extracdo CondicOes de analise Referéncia
com pH ajustado 2,5 com HCI 10%. Detector: UV a 254nm 2005.
Fase maével: 30% de metanol
contendo acido fosférico a 0,01 M

FONTE: Rodrigues, 2010

4.8.6. Espectrometria de massa (EM)

A espectrometria de massa (EM) apresenta maior sensibilidade e
especificidade em comparacdo a outros métodos de analise e tem a vantagem de
identificar o analito (Rodrigues et al., 2011). A combinacdo entre a cromatografia
gasosa e a espectrometria de massa (CG-EM) é altamente sensivel e seletivo de
analise pode ser utilizado para andlise quantitativa das GAs enddgenas. Embora a
CG-EM mostre 6timo desempenho, ha o inconveniente da realizacdo dos
procedimentos de derivacdo de giberelinas, 0os quais sdo sempre indispensaveis
para a separacao por CG (Pearce, Koshioka e Pharis, 1994, Taylor, Blake, e Crisp,
2000; Birkemeyer, Kolasa e kopka, 2003).

O desenvolvimento da cromatografia liquida (CL) combinada com a EM (CL-
EM) permite a andlise direta de compostos GAs no eluente da CL, sem as
modificacdes quimicas necessarias para a analise por CG (Pearce et al., 1994;
Stephan, Bangerth e Schneider, 1999; Ma et al., 2008, Rodrigues et al., 2011).
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CAPITULO 1

SELECAO DE MICRORGANISMOS E SUBSTRATOS PARA A
PRODUCAO DE GA; E ESTUDO DA PREPARACAO DE INOCULO
DA LINHAGEM SELECIONADA

RESUMO

O acido giberélico (GA3) € um importante horménio vegetal, pertencente a familia
das giberelinas, o qual pode ser encontrado em plantas, fungos e bactérias. O GA3
regula a taxa de crescimento das plantas sendo extensivamente utilizado para
produzir uma série de efeitos benéficos. Neste capitulo serd apresentado o estudo
de selecdo de cepas e substrato com maior capacidade de produzir GAz. Quatro
linhagens de Gibberella fujikuroi e uma de Fusarium moniliforme foram testadas
guanto a sua capacidade de acumular GA3. Os ensaios foram conduzidos em meio
sintético ICI por fermentacdo submersa. A cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 produziu
uma maior concentracdo de GAgs, 248,3 mg/L. A cepa selecionada foi entdo utilizada
no estudo da selecédo de substratos alternativos incluindo importantes subprodutos
da agroindustria tais como: extrato aquoso de polpa citrica (EAPC), manipueira
(MAN), melaco de cana-de-acucar (MC), melaco de soja (MS) e vinhaca (VIN).O
EAPC e o MS foram selecionados para a producdo de GAz. A producdo de GAz em
EAPC foi de 130 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L.h) em 144 horas de cultivo e, em
MS a producédo foi de 120 mg/L (produtividade de 0,6 mg/L.h) em 192 horas. Em
seguida, foi realizado o estudo da preparacdo do ind6culo com a linhagem
selecionada nos substratos selecionados, MS e EAPC. Em MS, houve um ganho de
produtividade de 72 horas na producdo de GAj;, a producdo maxima foi de 130,8
mg/L (produtividade de 0,9 mg/L.h) obtida em 144 horas de fermentacdo. Em EAPC,
a maxima concentracdo de GAj3; (149,4 mg/L e produtividade de 1,2 mg/L.h) foi
obtida em 120 horas de fermentagédo. Houve aumento da producéo de GA; de 121,8
mg/L para 149,4 mg/L e houve um ganho de produtividade de GA3z de 0,3 mg/L.h
(ganho no tempo de fermentacao de 48 horas).

Palavras-chave: Acido Giberélico, Gibberella fujikuroi, Fusarium moniliforme, polpa

citrica, in6culo

1. INTRODUCAO

Atualmente, 136 giberelinas sdo conhecidas, as quais foram identificadas de

plantas, fungos e bactérias (McMillan, 2002; Bomke C., Tudzynski B.; 2009). Das
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giberelinas isoladas, o &cido giberélico (GA3) tem recebido a maior atengdo, pois
regula a taxa de crescimento das plantas sendo extensivamente utilizado para
produzir uma série de efeitos benéficos tais como: controle da germinacdo de
sementes, alongamento da parte aérea, inducdo da florescéncia, melhora do
rendimento, entre outros (Tudzynski, 1999; Shukla, 2003).

O &cido giberélico (GA3) pode ser encontrado em plantas e produzido por
microrganismos como fungos e bactérias (McMillan, 2002). Os microrganismos,
devido a sua facilidade de manipulacéo e capacidade de multiplicacdo e producao
do &cido em ambientes controlados, sdo empregados industrialmente. Ha a
necessidade de se realizar uma selecdo de microrganismos que produzam altas
concentracbes desta biomolécula. Linhagens de Gibberella fujikuroi e Fusarium
moniliforme s&o conhecidas por sua capacidade de acumular GAs. Alguns
pesquisadores empregaram estes microrganismos em diversos estudos, porém com
0 emprego de meios sintéticos e de alto custo.

No Brasil, em 2011 a agricultura representou 22,74% do Produto Interno Bruto
(PIB) e 38 % das exportacbes totais (CEPEA-ESALQ/USP, 2012; Ministério da
Agricultura - MAPA, 2012). Uma grande diversidade de residuos e subprodutos da
agroindustria € gerada anualmente no mundo e em especial no Brasil. A aplicacdo
destes residuos em diferentes processos fermentativos, além de estimular a
utilizacado de diferentes substratos, auxilia na reducdo dos problemas de poluicédo
ambiental. Para viabilizar qualquer processo produtivo industrial é necesséario utilizar
matérias primas baratas e baixar os custos da producédo, sem prejuizo a qualidade
do produto final (Soccol e Vandenberghe, 2003).

A polpa citrica (PC) € um subproduto da agroindustria de suco de laranja
composta basicamente por cascas, sementes e bagaco de laranja. A PC representa
em torno de 50 % do fruto e é comercializada na forma de pellets. E usada como
complemento para a ragcédo animal, principalmente na pecuaria (Cutrale, 2012).

A manipueira (MAN) é um residuo liquido resultante do processamento da
mandioca, na fabricagcdo de farinha e fécula. Devido a presenca de nitrogénio,
fosforo, potassio e calcio, a manipueira é utilizada para a fertiirrigacdo de pastagens
(ABAM, 2012).

O melago da cana-de-acgucar (MC) é um subproduto do processamento da
cana de acucar. E resultante da cristalizag&o final do aglcar. Em torno de 60 % dos

sélidos sdo compostos por sacarose, glicose e frutose (ICIDCA, 1999).
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A vinhaca (VIN) é o produto de calda na destilacdo do licor de fermentagéo do
alcool de cana-de-acgucar. O constituinte principal da vinhaca é a matéria organica,
basicamente sob a forma de acidos organicos e, em menor quantidade, por céations
como o K, Ca e Mg (Silva et al., 2007).

O melaco de soja (MS) € um subproduto da industria de processamento da
soja o qual contém uma grande quantidade de acUcares tais como: sacarose,
frutose, rafinose, estaquiose, entre outros. Além de acucares, contém lipidios,
flavondides, proteinas e minerais. Por causa da grande quantidade de acucares, 0
MS tem sido empregado em processos fermentativos (Qureshi et al., 2001).

O processo fermentativo envolve uma etapa de desenvolvimento de inéculo, o
qual é o preparo de uma populacdo de microrganismos de uma cultura estoque em
estagio de laténcia para um estagio ativo para inocular um fermentador de producéo
final. Embora o desenvolvimento de indculo tenha sido reconhecido como um fator
importante no aumento da produtividade na fermentacdo industrial ha poucos
estudos sobre desenvolvimento de inéculo (Webb e Kamat, 1993; Pio, Fraga e
Macedo, 2008).

Nesta parte do trabalho foi realizada a selecdo de linhagem(ens) com
capacidade de acumular o horménio vegetal, GA;. Em seguida, foi realizada a
selecdo de substrato alternativo de baixo custo para a producdo de GA;. Tendo
selecionado a(s) linhagem(ens) e o substrato a serem empregados no processo, 0

estudo do preparo do in6culo foi conduzido.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados no presente trabalho foram obtidos do banco de
cepas do Laboratério de Processos Biotecnoldgicos | (LPB-I), da Divisdo de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade Federal do Parana.
As cepas sao: Gibberella fujikuroi LPB-BCA, LPB-02, LPB-05, LPB-06 e Fusarium
moniliforme LPB-03.

Foram utilizados também fungos com caracteristicas morfolégicas
semelhantes as do género Gibberella e isolados de diferentes fontes, em trabalhos
anteriores. As linhagens foram isoladas do solo (G42, H12, H21, H31), bambu (1B) e
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cana de acgUcar (3C1 e 3C2). Todas foram aplicadas em testes fermentativos quanto
a producéo de GAs.
As cepas foram mantidas em meio PDA (Potato Dextrose Agar) a 4 °C e

foram repicadas para um novo meio PDA de cultivo a cada 3 meses.

2.2. Substratos

Foram utilizados cinco subprodutos da agroindustria brasileira como
substratos para producdo de GAz. Os substratos testados sdo: Extrato Aquoso de
Polpa Citrica (EAPC), Manipueira (MAN), Melaco de cana (MC), Melaco de Soja
(MS) e Vinhaga (VIN).

A MAN foi fornecida pela empresa Podium Alimentos. O MS é proveniente da
empresa IMCOPA. A VIN e o MC foram fornecidos pela empresa Ouro Fino
Agronegdcio. A PC foi fornecida pela empresa Coalma Comércio de Produtos para
Alimentac&o Animal, na forma de pellets.

A MAN, o MC, o MS e a VIN foram mantidas a baixa temperatura (em torno
de 4 °C) a fim de manter suas caracteristicas e impedir contaminacfes. Os mesmos
foram diluidos de forma a obter uma concentracdo equivalente de fonte de carbono
a ser empregada no processo de fermentagéao.

A PC foi mantida na forma soélida a temperatura ambiente e o EAPC foi
preparado no momento do uso. O EAPC ¢é obtido utilizando 5 g de PC moida
(granulometria menor que 5 mm) em 50 mL de agua. Essa suspensao é levada a
ebulicdo por 30 minutos em banho-maria e entéo filtrada para remoc¢éo dos sélidos
suspensos (Rodrigues, 2010).

Foram realizadas as seguintes analises para caracterizacdo quimica dos
substratos: acucares totais e acgUcares redutores (Somogyi, 1937; Nelson, 1944),
proteinas (método de Kjeldahl) e lipidios (método Bligh Dyer) e pH (potenciométrico).
Os meétodos de Kjeldahl e Bligh Dyer foram realizados conforme as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo, 1985). Todas as analises foram
desenvolvidas nos Laboratérios de Processos Biotecnoldgicos | e Il (LPB | e 1) da
UFPR, a excecao das analises de proteinas que foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisas Hidrogeoldgicas (LPH) da UFPR.

2.3. Selecao de cepas produtoras de GA3 por fermentacado submersa
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Nesta etapa, as cepas de Gibberella fujikuroi, Fusarium moniliforme e os
microrganismos isolados de diferentes fontes naturais foram testados quanto a
capacidade de produzir GA;z por fermentagcdo submersa.

A selecéo foi realizada em meio cultivo ICI, utilizado para producdo de GAs. O
meio de cultivo € composto de 80 g/L de D-glicose, 1 g/L de NH4NO3, 5 g/L de
KH>POy4, 1 g/L de MgS0O,4.7H,0, elementos tracos e pH 5,0 (Candau; Avalos e Cerda-
Olmedo, 1992). O meio foi acondicionado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 ml de meio de cultivo e, foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15
minutos.

Os fungos foram cultivados em tubos de ensaio contendo meio PDA inclinado
e incubados a 30 °C por 168 horas. O micélio foi raspado do meio de cultivo com
auxilio de uma alca de niquel e entéo inoculado nos frascos de Erlenmeyer contendo
meio ICI.

A fermentacdo foi conduzida a 29 °C sob agitacdo de 120 rpm. Amostras
foram retiradas apds 168, 216 e 264 horas de fermentacdo para analise de GA3 e

biomassa.

2.4. Cinética de producdo de GAz em meio ICI utilizando Gibberella fujikuroi
LPB-06

Com a cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 selecionada, foi realizada uma
cinética de producédo de GAg, crescimento de biomassa e consumo de acucares em
meio de cultivo ICI. O meio foi acondicionado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 ml de meio de cultivo e, foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15
minutos.

A cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 foi cultivada em tubos de ensaio contendo
meio PDA inclinado e incubada a 30 °C por 168 horas. O micélio foi raspado do meio
de cultivo com auxilio de uma algca de niquel e entdo inoculado nos frascos de
Erlenmeyer contendo meio ICI.

A fermentacgéao foi conduzida a 29 °C sob agitagéo de 120 rpm em incubadora
tipo shaker. Amostras foram retiradas a cada 24 horas (tempo total de 264 horas)
para analise da concentracdo de GAj3, concentragcdo de biomassa, pH e

concentracdo de agucares redutores.
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2.5. Selecdo de subprodutos da agroindustria como substrato para producgéo
de GA3

Apés a etapa de selecdo de cepas, as cepas Gibberella fujikuroi LPB-02,
Fusarium moniliforme LPB-03 e Gibberella fujikuroi LPB-06 foram testadas
separadamente quanto a producao de GAs nos seguintes substratos: extrato aquoso
de polpa citrica (EAPC), manipueira (MAN), melaco de cana (MC), melaco de soja
(MS) e vinhaca (VIN). Os substratos foram padronizados em relagéo a concentracao
de acuUcares totais (8 g/L). Essa quantidade de acucares corresponde a 30% (v/v) de
MAN, 2% (m/v) de MS, 1% (v/v) de MC e 5% (m/v) de PC no extrato aquoso. No
caso da VIN, a quantidade de acucares € inferior a 8 g/L, por isso foi utilizado 50%
(v/v) de VIN suplementada com adi¢cédo de 8 g/L de sacarose.

Realizou-se um planejamento experimental para misturas do tipo Simplex
Lattice, o qual est4d apresentado na Tabela 12. Neste tipo de planejamento, os
substratos sao testados separadamente e as misturas, 2 a 2, entre cada um deles. O
pH dos meios foi ajustado para 5,0 e, 50 mL dos meios foram acondicionados em
frascos Erlenmeyers de 250 mL.

As cepas Gibberella fujikuroi LPB-02 e LPB-06 e Fusarium moniliforme LPB-
03 foram cultivadas em tubos de ensaio contendo meio PDA inclinado e incubadas a
30 °C por 7 dias. O micélio foi raspado do meio de cultivo com auxilio de uma alca
de niquel e entdo inoculado nos frascos de Erlenmeyer.

A fermentacao foi conduzida a 29 °C e 120 rpm. Os frascos foram incubados
em shaker. A andlise de GA;3 foi realizada com a retirada de amostras apés 144 e
192 horas de fermentacdo, pois conforme testes preliminares, a maior producao

ocorre neste periodo.

Tabela 12. Planejamento experimental para mistura de substratos

Ensaios EAPC MAN MC MS VIN
1 1 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0
3 0 0 1 0 0
4 0 0 0 1 0
5 0 0 0 0 1
6 0,5 0,5 0 0 0
7 0,5 0 0,5 0 0
8 0,5 0 0 0,5 0
9 0,5 0 0 0 0,5
10 0 0,5 0,5 0 0
11 0 0,5 0 0,5 0
12 0 0,5 0 0 0,5
13 0 0 0,5 0,5 0
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Ensaios EAPC MAN MC MS VIN
14 0 0 0,5 0 0,5
15 0 0 0 0,5 0,5

EAPC — Extrato aquoso de polpa citrica; MAN — Manipueira, MC —
Melaco de cana; MS — Melaco de soja, VIN — Vinhaca,

O numero 1 corresponde a 100% da quantidade de cada substrato. O 0,5
corresponde a 50% da quantidade de cada substrato e o 0O corresponde a auséncia

do substrato.

2.6. Estudo do preparo de in6culo

Para esta etapa, foi selecionada previamente a cepa Gibberella fujikuroi LPB-
06 e os substratos a base de MS a 2% e EAPC a 5%, melhores substratos para
producdo de GA; determinados em ensaios anteriores.

O meio liquido a base de MS a 2% foi preparado e 30 mL foram
acondicionados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL. O meio liquido a base de
EAPC a 5% (5% de PC em extrato aquoso) foi preparado e 30 mL foram
acondicionados em frascos Erlenmeyer de 125 mL. Os meios de cultivo foram
esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

A cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 foi cultivada em tubos de ensaio contendo
meio PDA inclinado a 30°C por 7 dias. O micélio foi raspado do meio de cultivo com
auxilio de uma alca de niquel e entdo inoculado nos frascos Erlenmeyer contendo
MS ou EAPC.

A fermentacgéo foi conduzida a 29 °C e 120 rpm em shaker. Amostras foram
retiradas a cada 24 horas para analise de viabilidade celular, biomassa total e

concentracdo de GAzdurante um periodo de 240 horas.

2.6.1. Estudo da producédo de GA3 com indculo preparado em meio alternativo

No cultivo realizado em MS (etapa anterior), apds 4 dias de crescimento, foi
utilizado o caldo fermentado como in6culo para um novo meio cultivo a base de MS
a 2%. O meio liquido foi inserido em Erlenmeyer de 125 mL num volume de 30 mL.
A taxa de inoculacao utilizada foi de 10% (v/v).

No cultivo realizado em EAPC (etapa anterior), apos 4 dias de crescimento,
foi utilizado o caldo fermentado como in6culo para um novo meio cultivo a base de
EAPC a 5%. O meio liquido foi inserido em Erlenmeyer de 125 mL num volume de

30 mL. A taxa de inoculagéo utilizada foi de 10% (v/v).
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Os meios inoculados foram incubados em shaker a 29 °C e 120 rpm.
Amostras foram retiradas a cada 24 horas para analise de concentracdo de

biomassa total e concentracédo de GAs.

2.7. Extracdo, analise de GA; e biomassa total

O material fermentado foi filtrado para remocdo da biomassa e, em seguida,
realizou-se uma precipitacdo para remocdo de macromoléculas. Para precipitacao
foram utilizados 15 mL do filtrado e adicionou-se 5 mL de etanol, 1 mL da solucdo de
Carrez 1 (acetato de zinco a 30%), 1 mL da solugéo de Carrez 2 (ferrocianeto de
potassio a 15%). O volume foi completado para 25 mL com &gua deionizada. O
material foi filtrado para remocao do precipitado e no liquido clarificado foi feita a
quantificacdo de GA3; (Machado, 2002) (Figura 8).

A determinacdo de GA; nas amostras foi feita pela anélise
espectrofotométrica a 254 nm (Holbrook, Edge e Baily, 1961). A determinacao de
biomassa foi realizada pelo método de matéria seca, o qual o material foi seco em
estufa a 80 °C até peso constante.

A andlise do pH foi realizada pelo método potenciométrico e a concentracao
de acUcares totais e redutores foram realizadas por meio da metodologia
espectrofotométrica a 535 nm (Somogyi, 1937 e Nelson, 1944).

Fermentacéo
submersa

5mL de etanol
1 mL de solucéo de carrez 1

1mL de solugéo de carrez 2 Bisiassa
Agua deionizada q.s.p. 25 mL . P Determinagcaode
Filtragao IZ> biomassa

15mL

Filtrado Filtrado Analise de pH
Analise da concentragao

el

Precipitacaode
macromoléculas

I

de agucares

J

ﬂFiltrado

Aniliseda
concentragdode GA,

Figura 8. Etapas de extracdo de GA; do fermentado para analise.

LEGENDA: g.s.p. — quantidade suficiente para.



2.8. Viabilidade celular

Das suspensdes celulares foi retirado 1 mL e feita a adicdo de 9 mL de
solucéo salina (cloreto de sédio 0,85%) e, assim, procedeu-se uma diluicdo seriada
até uma diluicdo de 10®. 0,1 mL das diluicdes 1073, 10, 10 e 10°® foram utilizados
para cultivo em superficie em placa de Petri contendo PDA. As placas foram
incubadas a 30 °C por 24/48 horas.

Apos o crescimento nas placas de Petri procedeu-se a contagem de unidades

formadoras de colénia (UFC)/mL ( Equacao 1).

UFC _ n®°decol 6nias Xfatordedilui ¢ao

mL

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

volume (mlL)

Equacéo 1

3.1. Selecao de cepas produtoras de GA3 por fermentacdo submersa

Nesse estudo foi conduzida a selecdo de cepas com maior capacidade de
producdo de GA;3; por fermentacdo submersa em meio sintético ICI. Os resultados

das cepas de G. fujikuroi e F. moniliforme podem ser visualizados na Tabela 13.

Tabela 13. Producdo de GA; e biomassa por diferentes cepas de G. fujikuroi e F. moniliforme

Cepa Tempo (horas) Biomassa(g/L) GAs; (mg/L) Produtividade GA3z (mg/L/h)

LPB-02 168 19,6 90,2 0,54
216 19,0 116,2 0,54

264 20,5 123,5 0,47

LPB-03 168 10,6 66,0 0,39
216 11,1 77,9 0,36

264 14,3 82,3 0,31

LPB-05 168 20,7 89,4 0,53
216 28,8 108,6 0,50

264 20,0 88,3 0,33

LPB-06 168 13,5 204,9 1,22
216 15,0 248,9 1,15

264 16,2 208,1 0,79

LPB-BCA 168 9,9 14,0 0,08
216 11,6 21,8 0,10

264 11,8 37,7 0,14

A cepa G. fujikuroi LPB-06 produziu a maior concentragcéo de GA3z, 248,9 mg/L
em 216 horas de fermentagéo. A cepa LPB-02 produziu 123,5 mg/L em 264 horas
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de fermentacéo e a cepa LPB-05 108,6 mg/L em 216 horas. A cepa LPB-BCA foi a
que teve a menor producdo de GA; (37,7 mg/L em 264 horas).

Em relacdo a biomassa, a cepa LPB-06, a qual apresentou uma maior
producdo de GA;, obteve concentracdo maxima de biomassa de 16,2 g/L em 264
horas de cultivo. A cepa LPB-05 apresentou uma maior producdo de biomassa
atingindo 28,8 g/L em 216 horas. A cepa que teve 0 menor crescimento da biomassa
foi a LPB-BCA (11,8 g/L), a também qual teve menor producdo de GA3 (37,7 mg/L).
Candau, Avalos e Cerda-Olmedo (1992) obtiveram 9 g/L de biomassa em 12 dias de
fermentacdo. Duran-Paramo et al (2004) alcancaram uma concentracdo de
biomassa de 3,5 g/L em 12 dias e Uthandi, Karthikeyan e Sabarinathan (2010)
obtiveram 8 g/L de biomassa em 8 dias de fermentacao.

O resultado de producdo de GA; pelas cepas de fungos isolados esta
apresentado na Tabela 14. As cepas H12, H21 e H31 n&o produziram GA3z. A cepa
com melhor producdo foi a 3C2 com 37,7 mg/L em 168 horas de fermentacao
seguida da cepa G22 com 31,6 mg/L em 168 horas de fermentacdo. Em termos de
biomassa, a cepa 3C2 obteve uma concentracdo maxima de 15,9 em 264 horas de
fermentacdo. A cepa com maior concentracao de biomassa foi a H31 com 18,9 g/L
em 264 horas de cultivo. A cepa que apresentou um maior crescimento da biomassa
foi a 1B, que atingiu 12,6 g/L de biomassa em 264 horas de cultivo.

Tabela 14. Concentracdo de GA; e biomassa com diferentes cepas de fungos isolados pertencentes
ao banco de cepas LPB.
Cepa Tempo (horas) Biomassa (g/L) GAs;(mg/L) Produtividade GA; (mg/L/h)

G22 168 11,6 31,6 0,19
216 14,4 0,0 0,00
264 18,2 13,5 0,05
G42 168 11,3 0,0 0,00
216 11,9 0,0 0,00
264 16,6 9,3 0,04
H12 168 6,2 0,0 0,00
216 11,6 0,0 0,00
264 14,9 0,0 0,00
H21 168 14,3 0,0 0,00
216 13,0 0,0 0,00
264 15,2 0,0 0,00
H31 168 16,4 0,0 0,00
216 16,4 0,0 0,00
264 18,9 0,0 0,00
3C1 168 15,2 0,0 0,00
216 12,0 59 0,03
264 18,2 0,0 0,00
3C2 168 10,1 37,7 0,22

216 15,3 8,4 0,04
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Cepa Tempo (horas) Biomassa(g/L) GAs;(mg/L) Produtividade GAs; (mg/L/h)

264 15,9 7,4 0,03
1B 168 10,3 22,2 0,13
216 10,9 0,0 0,00
264 12,6 0,0 0,00

Outros trabalhos demonstraram a producédo de GA3z por fermentacdo
submersa em frascos de Erlenmeyer (Tabela 15). Candau, Avalos e Cerda-Olmedo
(1992) e Duran-Péaramo et al. (2004) obtiveram 150 mg/L e 120 mg/L de GA3 com a
cepa Gibberella fujikuroi e utilizando glicose e NH4sNO3, como fontes de carbono e
nitrogénio, respectivamente. Ates, Ozenir e Gokdere (2006) estudaram a influencia
do 6leo de silicone na producdo de GAs. Sem a adicdo de 6leo a producéao foi de 130
mg/L e com a adicao de 6leo foi de 1200 mg/L. Uthandi, Karthikeyan e Sabarinathan
(2010) obtiveram 526 mg/L de GAg3 utilizando sacarose e NaNOs.

Tabela 15. Producdo de GA; por FSm em frascos de Erlenmeyer conforme a literatura

Cepa Substrato GA;z (mg/L) Referéncia
Gibberella fujikuroi Glicose (80 g/L), NH4;NO; 150 Candau, Avalos e Cerda-
IMI58289 (1,0 g/L) Olmedo, 1992

Gibberella fukikuroi Glicose (25 g/L), NH4;NO; DA
NRRL-2278 (1,33 giL) 120 Duran-Paramo et al, 2004
. - . Glicose (40 g/L), . "
Gibberella fujikuroi Farinha de arroz (2,0 g/L): 1200 Ates, Ozenir e Gokdere,
NRRL-2278 L 2006
Oleo de silicone (5%)
Gibberella fujikuroi Glicose (40 g/L), 130 Ates, Ozenir e Gokdere,
NRRL-2278 Farinha de arroz (2,0 g/L) 2006
. .. . Sacarose (30 g/L), NaNO; (3 Uthandi, Karthikeyan e
Fusarium fujikuroi SG2 g/l) 526 Sabarinathan, 2010

Apos este estudo a cepa G. fujikuroi LPB-06 foi escolhida para futuros
estudos devido a sua melhor producdo de GAz em meio ICI. As cepas G. fujikuroi
LPB-02 e F. moniliforme LPB-03 também podem ser consideradas em outros
estudos por terem apresentado anteriormente bons resultados de producédo de GA;

em substratos a base de subprodutos da agroindustria (Rodrigues, 2010).

3.2. Estudo da cinética de producéo de GA3z em meio ICI utilizando G. fujikuroi
LPB-06

Nesse estudo foi realizada uma cinética da producdo de GAj3;, crescimento de
biomassa, pH e consumo de glicose (meio ICI) ao longo do tempo de 264 horas. Os

resultados sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9. Evolucdo da producéo de GA;, crescimento de biomassa, pH e consumo de acUcares por G.
fujikuroi LPB-06

A producéo de GAgs iniciou em torno de 96 horas de fermentacéo, quando a
biomassa se apresentou na fase de desaceleracdo do crescimento. Por se tratar de
um produto de metabolismo secundario do fungo, era esperado que houvesse
primeiro o crescimento do fungo e depois a producdo de GA; (Shukla, Srivastava e
Chand, 2003). A maior concentracdo de GA3 foi de 235,3 mg/L obtida em 216 horas
e, apos esse periodo de cultivo, a concentracdo de GA3; manteve-se constante.

A biomassa teve uma fase de adaptacéo (fase lag) nas primeiras 24 horas.
Apés 24 horas de cultivo, iniciou a fase exponencial de crescimento (fase log) e
nesta fase a reproducdo celular encontra-se extremamente ativa. A partir de 96
horas, o crescimento celular teve uma diminui¢cdo, iniciando assim a fase
estacionaria de crescimento que persistiu até o final da fermentacéo. A concentracao
maxima de biomassa foi de 14,8 g/L em 216 horas de crescimento. A andlise de
biomassa realizada foi relativa a biomassa total e ndo de células viaveis, portanto,
nao ha como garantir que toda biomassa estivesse viavel na fase estacionaria.

A concentracdo de glicose teve pouca variagdo nas primeiras 72 horas de
fermentacado, de 78,1 g/L para 75,5 g/L. Apds o inicio da producdo de GAj3; houve
uma diminuicéo significativa na concentracéo de glicose indicando que esta fonte de
carbono é consumida para a producdo de GAsz assim como para o crescimento do
fungo. Ao final da fermentacéo, a concentracéo de glicose no meio era de 34,5 g/L,
essa quantidade representa 44% em relacdo a quantidade inicial de glicose,
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indicando que somente 56% da glicose contida no meio de cultivo foi consumida
apos 264 horas de fermentacdo. Isso representa um rendimento de biomassa em
relacdo a glicose de 33% e rendimento de GA3; em relacéo a glicose de 0,5%.

Em relacdo ao pH, houve pouca variacdo ao longo da fermentacdo. O pH teve
uma diminuicdo de 5,0 para 4,3, isso pode ocorrer devido a producdo de GA3z, o qual
quando presente em solucdo aquosa diminui o pH. Uthandi, Karthikeyan e
Sabarinathan (2010) observaram que, altas producdes de GA; foram obtidas em
fermentacdes com pH final baixo.

O meio de cultivo sintético ICl € um meio padrdo para producdo de GA3, entdo
para melhorar o rendimento da producédo de GA3 sdo necessarios planejamentos de
otimizacdo de variaveis fisicas e quimicas que interferem no processo. Como o
objetivo é utilizar um substrato alternativo para produzir o GA3, ndo foram realizadas

otimizac6es no meio sintético ICI.

3.3. Selecdo de subprodutos da agroindustria como substrato para producéo
de GA3

Nesse estudo foi realizada a selecdo de substratos para a producao de GAs.
As cepas LPB-02, LPB-03 e LPB-06 foram testadas por terem apresentado bons
resultados anteriormente. A Tabela 16 apresenta os resultados da producao de GA;

em diferentes substratos em 144 e 192 horas de fermentacao.

Tabela 16. Resultados da producdo de GA; em diferentes substratos utilizados neste trabalho.

LPB-06 LPB-03 LPB-02
Experimento Substrato GA; (mg/L) GA; (mg/L) GA; (mg/L)
144 horas 192 horas 144 horas 192 horas 144 horas 192 horas
1 EAPC 130,0 114,0 37,2 73,1 17,2 90,7
2 MAN 48,0 0,0 8,3 0,0 0,0 0,0
3 MC 50,0 42,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4 MS 100,0 120,0 15,7 32,0 43,9 0,0
5 VIN 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
6 EAPC e MAN 32,0 43,0 21,3 26,5 0,0 0,0
7 EAPC e MC 31,0 28,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 EAPC e MS 31,0 57,0 18,2 0,0 0,0 0,0
9 EAPC e VIN 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 MAN e MC 0,0 83,0 0,0 0,0 0,0 0,0
11 MAN e MS 57,0 53,0 0,0 0,0 0,0 0,0
12 MAN e VIN 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
13 MC e MS 71,0 70,0 0,0 0,0 0,0 0,0
14 MC e VIN 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

15 MS e VIN 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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A maior producdo de GA; foi de 130 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L/h),
utilizando a cepa LPB-06 em EAPC como substrato ap6s144 horas de fermentacao.
A mesma cepa produziu 120 mg/L (produtividade de 0,6 mg/L/h) com MS como
substrato em 192 horas de fermentacdo. A mistura entre EAPC e MS apresentou
uma producdo de 53 mg/L, uma concentracdo baixa em relagdo aos substratos
utilizados separadamente. As menores producdes de GAgs, utilizando a cepa LPB-06,
foram obtidas utilizando MAN e MC como substratos, com 48 e 50 mg/L.

Dentre as misturas de substratos utilizadas para a cepa LPB-06, a mistura
entre MAN e MC foi a que apresentou melhor producdo, 83 mg/L, seguida da
mistura MC e MS com 70 mg/L. Utilizando MAN e MC separadamente a producéo de
GA; foi de 48 e 50 mg/L de GAg3, respectivamente. As misturas EAPC e MAN, EPC e
MC, MAN e MS apresentaram concentracdoes baixas de GAgz, 43, 51 e 57 mg/L,
respectivamente.

Utilizando a cepa LPB-03, a melhor producdo de GAj3 foi de 73,1 mg/L
(produtividade de 0,4 mg/L/h), a qual foi obtida com EAPC como substrato. Com MS
como substrato, foram produzidas 32 mg/L de GAgz. Utilizando MAN, foi obtida uma
producgéo de 8,3 mg/L em 6 dias de fermentagdo. Com MC n&o houve producéo de
GA:.

Dentre as misturas de substratos com a cepa LPB-03, a maior producao foi de
26,5 mg/L obtida utilizando EAPC e MAN. A mistura entre EAPC e MS produziu
somente 18,2 mg/L. As demais misturas ndo apresentaram producédo de GAs.

Com a cepa LPB-02, obteve-se uma concentracdo de 90 mg/L (produtividade
de 0,5 mg/L/h) com EAPC e 43,9 mg/L com MS como substrato. Os demais
substratos e as misturas entre substratos ndo tiveram producao de GAs.

A Tabela 17 apresenta a quantidade de acuUcares totais e redutores,
nitrogénio e lipidios dos substratos estudados. No EAPC e MS, substratos que
favoreceram um maior acumulo de GAs, a quantidade de acucares totais é
semelhante (em torno de 8 g/L), a quantidade de nitrogénio no MS é maior que no
EAPC (14,8 mg/L e 8,5 mg/L, respectivamente). Tudzynski (1999); Escamilla et al.
(2000); Rodrigues et al. (2011) afirmam que a produgcédo de giberelinas comeca
guando a quantidade de nitrogénio disponivel estiver esgotada. O EAPC por ter uma
quantidade menor de nitrogénio que o MS, propicia uma maior producdo de GAz em

um tempo menor, ou seja, tem maior produtividade de GAs.
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O MC possui a menor quantidade de nitrogénio (1,6 mg/L) entre os substratos
estudados, resultando assim em uma alta relagdo entre carbono/nitrogénio (C/N).
Esta alta relacdo C/N ndo proporcionou maiores acumulos de GA3;. A MAN possui
uma quantidade maior de nitrogénio (32,1 mg/L) e essa quantidade também nao
favoreceu uma maior producao de GAz.Quantidades de nitrogénio de 8,5 e 14, 8
mg/L favoreceram uma maior producdo de GA3;. Como nao foi feito andlise de todos
0S componentes presentes em cada substrato, ndo se pode afirmar que somente a
guantidade de agucares e nitrogénio influenciou na producéo do GAs.

A VIN, mesmo com a maior quantidade de nitrogénio disponivel, ndo foi um
bom substrato para G. fujikuroi e F. moniliforme, pois nédo foi observado crescimento
do fungo LPB-02, LPB-03 e LPB-06. A mistura da VIN com outros substratos
também nao favoreceu o crescimento do fungo.

Além de acucares, nitrogénio e lipidios, outros compostos podem interferir no
crescimento do fungo e na producdo de GAs, 0s quais ndo foram analisados neste

trabalho.

Tabela 17. Quantidade de acgUcares, nitrogénio e lipidios dos substratos estudados
EAPC (5%) MC (1%) MS (2%) MAN (30%) VIN (50%)

AcUcares Totais (g/L) 8 8,0 7,9 8,1 0,21
Acucares Redutores (g/L) 2,3 0,4 0,7 5,6 0,05
Nitrogénio (mg/L) 8,5 1,6 14,8 32,1 88,5
Lipidios 0,85 0,18 8,15 0,79 0,72

Rodrigues (2010), utilizando PC como substrato em fermentacdo no estado
sélido (FES), obteve 7,6 g de GAz/kg de PC seca com a cepa Fusarium moniliforme
LPB-03. A maior producdo de GA3 nesse estudo foi obtida utilizando o EAPC como
substrato, a qual foi de 130 mg/L (2,6 g de GAs/kg de PC seca), confirmando que a
PC foi um bom substrato para producao de GAs.

ApOs este estudo, foram selecionados a cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 e os

substratos EAPC e 0 MS para os estudos posteriores de producao de GAs.

3.4. Estudo do preparo do in6culo

Apos a selecdo da cepa LPB-06 e dos substratos MS e EAPC para producao
de GAg, foi realizado um estudo cinético para o preparo de indculo. Este estudo
consistiu na avaliagdo do crescimento da biomassa utilizando os substratos MS e

EPC e teve como objetivo identificar com qual substrato a cepa se desenvolveria
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melhor, em menor tempo e, consequentemente, propiciasse uma melhor producao
de GA:s.

A Figura 10 apresenta a comparacao entre a cinética de viabilidade celular da
cepa G. fujikuroi LPB-06 em MS e EAPC.
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Figura 10. Cinética de viabilidade celular em MS a2 % e EAPC a 5 %.
Legenda: 1,0E+06 significa 1,0x10°

O estudo de preparo de inéculo em MS a 2% mostra que, em termos de
viabilidade celular, em 24 horas a cepa apresentou crescimento celular (9,8x10? para
2,38x10° UFC/mL), ou seja, o fungo apresentou fase lag (adaptacéo) inferior a 24
horas. Apds esse periodo inicia-se a fase exponencial de crescimento do fungo, a
qual permaneceu até 96 horas e o nimero de células viaveis atingiu 2x10° UFC/mL.
ApOs esse periodo inicia-se a fase estacionaria de crescimento em que as células
vidveis ficaram em torno de 2x10° UFC/mL. A biomassa total nesse periodo ficou em
torno de 4 g/L.

Desta forma, o tempo de crescimento do inéculo em MS, antes de ser
inoculado ou transferido ao meio de producdo de GAz a base de MS, foi definido em
96 horas, pois representa a maxima viabilidade celular antes da biomassa iniciar a
fase estaciondria de crescimento.

No estudo de preparo de indculo realizado em EAPC, observa-se que o fungo
iniciou seu crescimento nas primeiras 24 horas (4,19x10? para 3,50x10* UFC/mL). O

periodo entre 24 e 96 horas corresponde ao periodo exponencial de crescimento do
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fungo. Em 96 horas a viabilidade celular corresponde a 2,78x10° UFC/mL e a
biomassa total corresponde a 4,55 g/L. Apés 96 horas de fermentacdo, a biomassa
desacelerou seu crescimento e iniciou a fase estacionaria. Nessa fase, a viabilidade
celular fica em torno de 3x10° UFC/mL e apés 192 horas h4 uma queda na
quantidade de células vidveis indicando assim que as células estdo morrendo.
Portanto, no estudo realizado em EAPC, foi definido que o melhor tempo para
crescimento da cepa é de 96 horas. Esse € o0 periodo em que a cepa permanece na
fase exponencial de crescimento e pode ser utilizado para inocular um novo meio de

cultivo a base de EAPC para producao de GAs.

Estudo da producédo de GAz com indculo preparado em meio alternativo

Utilizando MS como substrato, foi realizada uma cinética de producao de GA3
(Figura 11). Foi utilizado o in6culo desenvolvido em MS em 96 horas de incubacgéo e
a taxa de inoculacdo utilizada foi de 10 % (2x10° UFC/mL de células viaveis).

Antes do estudo de preparo de inéculo, a producdo de GAg3 inicia-se em um
periodo entre 48 e 72 horas de fermentacdo. A concentracdo de GA3 aumenta até
144 horas (100,7 mg/L), apds esse periodo observa-se uma queda na concentracdo
de GA; até 168 horas e entdo, a concentracdo aumenta até 216 horas, em que
atinge uma concentracéo de 130,8 mg/L (produtividade de 0,60 mg/L/h).

Apos o estudo de preparo de inoculo, observa-se que a producdo de GA;
inicia em um periodo entre 48 e 72 horas e a concentracdo de GA3; aumenta até 144
horas de fermentacdo (130,8 mg/L e produtividade de 0,91 mg/L/h). ApGs 144 de
fermentacao ha uma queda na concentracdo de GAs.

Comparando a producdo de GAsz antes e depois do estudo do preparo de
in6culo em MS, observa-se que ndo ha alteracdo da concentracdo maxima de GA;
obtida, mas h& alteracdo no tempo em que essa maxima concentracdo de GA3 €
atingida, ou seja, ocorreu um aumento da produtividade do processo. Antes do
estudo do in6culo, a concentracdo maxima de GA; foi atingida em 216 horas e, apés
0 estudo do inoculo e utilizando uma taxa de inoculacdo de 10%, a maxima
concentragédo de GAg foi atingida em 144 horas de fermentag&o, ou seja, houve um
ganho de produtividade de 72 horas.

Em termos de biomassa, antes do estudo de preparo do inéculo, observa-se
gue houve crescimento da cepa em 24 horas de cultivo e que a fase lag é inferior a

24 horas. ApoOs esse periodo a fase exponencial de crescimento da cepa inicia, a
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qual permanece até 96 horas em que atinge 3,96 g/L. ApGs esse periodo inicia-se a
fase estacionéaria de crescimento em que a biomassa total permanece em torno de 4
g/L.

Apoés o estudo de preparo do inéculo, observa-se que a cepa tem uma fase
lag inferior a 24 horas e que a fase exponencial da cepa dura até 48 horas em que
atinge 4,41 g/L de biomassa total. Ap6s 48 horas de cultivo, iniciou a fase

estacionaria de crescimento da biomassa.
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Figura 11. Cinética de produc¢do de GA; em meio a base de MS a 2 % antes e depois do estudo de

preparo do inéculo.

Utilizando o EAPC como substrato, foi realizada uma cinética de producao de
GA; (Figura 12). O in6culo foi desenvolvido em meio a base de EAPC apdés 96 horas
de incubacdo e a taxa de inoculacdo utilizada foi de 10 % (2,7 x10°> UFC/mL de
células viaveis).

Antes do estudo de preparo de inéculo, observa-se que a producao de GA3
inicia em um periodo entre 48 e 72 horas de fermentacdo. A concentragdo maxima
de GA; é atingida em 168 horas de cultivo (121,8 mg/L).

Apés o estudo de preparo de in6culo, observa-se que a producdo de GA3
inicia em um periodo entre 24 e 48 horas de cultivo, ou seja, inicia em um tempo
menor se comparado a producdo antes do estudo do inéculo. A concentracdo de

GA; aumenta até 120 horas de fermentagdo, ponto em que h& a maxima
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concentracdo de GAs (149,4 mg/L) e produtividade de 1,2 mg/L/h. Apds 120 horas
de fermentagcdo ha uma queda na concentracao de GAs.

Comparando a producdo de GAsz antes e depois do estudo do preparo de
indculo em EAPC, observa-se que a concentracdo maxima de GAjz obtida aumenta
de 121,8 mg/L para 149,4 mg/L e o tempo em que essa concentragdo maxima é
obtida diminuiu de 168 horas para 120 horas, ou seja, a produtividade aumentou de
0,7 mg/L/h para 1,2 mg/L/h. Apos o estudo do preparo de indculo, houve um ganho
de producado de 18 mg/L (22%) e de produtividade 0,5 mg/L/h (diminuicdo no tempo
de producgéo de GA3 de 48 horas).

Em termos de biomassa, antes do estudo de preparo do in6culo, observa-se
gue houve crescimento da cepa em 24 horas de cultivo e que a fase lag é inferior a
24 horas. Apos esse periodo inicia a fase exponencial de crescimento da cepa, a
qual permanece até 96 horas em que atinge 4,55 g/L. Apds esse periodo, a cepa
inicia a fase estacionaria de crescimento.

Apos o estudo de preparo do inoculo, observa-se que a cepa tem uma fase
lag inferior a 24 horas e que a fase exponencial da cepa dura até 72 horas em que
atinge 3,93 g/L de biomassa total. Apos 72 horas de cultivo, a biomassa inicia a fase

estacionaria de crescimento.
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Ao comparar o estudo de preparo de indculo entre o MS e o EAPC, observa-
se que a producéo de GA3 foi maior em EAPC do que em MS, 150 mg/L e 130 mg/L
respectivamente. O tempo de maxima producdo de GAj3; obtida em EAPC (120
horas) foi menor que em MS (144 horas). Essa diferenca pode ser justificada pelos
componentes presentes em cada substrato, os acUcares presentes em cada
substratos sdo diferentes e a quantidade de nitrogénio presente no EAPC é menor
gue a quantidade presente no MS.

De acordo com os resultados do estudo do preparo de inéculo, o EAPC foi

escolhido como substrato para dar sequencia nos estudos de producéo de GAs.

4. CONCLUSAO

A cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 foi selecionada como maior produtora de
GA3; em meio liquido sintético ICI, 248,9 mg/L de GA3 (produtividade de 1,1 mg/L/h)
em 216 horas de fermentacéo.

O EAPC e 0 MS foram selecionados como substratos para a producao de GA;
utilizando a cepa Gibberella fujikuroi LPB-06. Em EAPC, a produgdo de GA; foi de
130 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L/h) em 144 horas de cultivo e, em MS a
producao foi de 120 mg/L (produtividade de 0,6 mg/L/h) em 192 horas.

Apbs o estudo da preparacdo de indculo, o EAPC foi selecionado como
substrato para producdo de GAj; por fermentacdo submersa. A maior producéo
obtida foi de 150 mg/L (produtividade de 1,2 mg/L/h) em 120 horas (5 dias) de
fermentacdo. A produtividade de GAj3; obtida em EAPC é superior a produtividade
obtida em meio sintético ICI, o que justifica a utilizacdo deste subproduto da

agroindustria no processo de producao de GAs.
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS FiSICAS E QUIMICAS DA
PRODUCAO DE GA; POR FERMENTACAO SUBMERSA E NO
ESTADO SEMISSOLIDO UTILIZANDO POLPA CITRICA

RESUMO

A otimizacao de formulagéo de produtos e processos leva a uma busca por técnicas
de planejamento de experimentos, que visa a reducdo do numero de experiéncias
ou repeticbes e a melhora da qualidade da informagdo obtida através dos
resultados. Para otimizar a producdo de GAjz por fermentacdo submersa em extrato
aquoso de polpa citrica (EAPC) e por fermentacdo no estado semissélido na
suspensao de polpa citrica (SPC) foram utilizados planejamentos experimentais
estatisticos. Para a fermentacdo submersa com EAPC, além de realizada selecao de
nutrientes a serem adicionados ao EAPC, foram otimizadas as seguintes variaveis:
taxa de indéculo, pH e quantidade de PC no extrato. Em fermentacdo no estado
semissolido com SPC foram otimizados: a quantidade de PC na suspensdo e o
tamanho da particula, assim como foram selecionados nutrientes a serem
adicionados. As maiores concentracdes de GA3 (320 mg/L ou 3,7 g de GAs/kg de PC
seca) em fermentacdo submersa foram obtidas utilizando EAPC 10% (10% de PC
seca no extrato), pH 5,5 (natural da PC), 10% de taxa de inéculo e 0,5 g/L de
MgSO,. Em fermentacdo no estado semissdlido utilizando SPC, a maior
concentracdo de GA3 obtida foi de 331 mg/L (7,7 g de GAs/kg de PC seca) utilizando
5% de PC no SPC, tamanho da particula de PC de 2 a 2,8 mm, 20 g/L de sacarose
e 0,6 g/L de uréia.

Palavras-chave: Acido giberélico, polpa citrica, fermentacdo submersa,

fermentacao no estado semissélido, planejamento experimental.

1. INTRODUCAO

A necessidade de otimizacdo de processos e produtos leva a uma busca por
técnicas de planejamento de experimentos, minimizando custos e tempo e,
maximizando rendimento, produtividade e a qualidade do produto (Rodrigues e
lemma, 2005).

A utilizacdo de planejamento experimental propicia a avaliacdo dos efeitos

que as variaveis independentes tém sobre as respostas e, envolve combinagéo
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entre duas ou mais variaveis independentes. Uma vantagem do planejamento
experimental € a reducdo do numero de experiéncias ou repeticdes e a melhora da
qualidade da informacdo obtida através dos resultados. Nos planejamentos
experimentais, varias estratégias podem ser utilizadas, desde delineamentos
fatoriais fracionados ou os de Plackett & Burman (PB), excelentes para uma
avaliacdo prévia e selecdo dos diversos niveis das variaveis, até o delineamento
composto central rotacional (DCCR) (Rodrigues e lemma, 2005).

O GA; pode ser obtido atraves da fermentacdo submersa (FSm), da
fermentacdo no estado sélido (FES) e da fermentacdo no estado semissolido
(FESS). A FSm apresenta diversas vantagens, tais como facilidade operacional,
economia, reduzido espaco e preciso controle de parametros operacionais (Kumar &
Lonsane, 1989). A FES é caracterizada pelo desenvolvimento do microrganismo em
um ambiente com baixa atividade de &gua, sobre e no interior de particulas porosas
Umidas denominadas suporte ou matriz solida (Pandey, 2003; Singhania et al.,
2009). A FESS é uma técnica de fermentacdo semelhante a FES em um meio
contendo liquido livre, ou seja, ndo exige o pré-tratamento fisico e ou quimico do
substrato a ser utilizado. A técnica permite uma melhor e mais facil recuperacédo dos
produtos solubilizados (Rodriguez Couto, Dominguez e Sanroman, 2001).

Os fatores que podem influenciar na produgcdo do GAz sdo o pH, a
temperatura, a aeracdo, agitacdo, a taxa de inocula¢do do fungo, o tamanho dos
graos de substrato e presenca ou auséncia de nutrientes no meio. Neste trabalho
foram estudadas as variaveis pH, taxa de inoculacdo, quantidade de PC presente no
extrato aquoso de PC e na suspensao de PC, tamanho dos grédos de PC e presenca
de nutrientes adicionais a PC. Foram aplicados planejamentos experimentais do tipo
DCCR e Plackett & Burman para otimizacdo das condicfes fisicas e quimicas do
processo de producdo de GAz. Tanto para a FSm como para a FESS foram
aplicadas as etapas de otimizacao das variaveis fisicas e quimicas e otimizacédo dos
nutrientes a serem adicionados a PC para producéo de GAs.

O objetivo desta etapa do trabalho foi otimizar as variaveis fisicas e as
variaveis quimicas por fermentacdo submersa e por fermentacdo no estado

semissolido para produzir GAs.

2. MATERIAL E METODOS



66

2.1. Microrganismos
O microrganismo utilizado no presente trabalho foi a Gibberella fujikuroi LPB-
06, obtida do banco de cepas do Laboratério de Processos Biotecnologicos | (LPB-I),
da Divisao de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade Federal
do Parand, a qual foi selecionada em estudos prévios como 6tima produtora de GAs.
A cepa foi mantida em meio PDA (Potato Dextrose Agar) a 4 °C e foi repicada

para um novo meio de cultivo a cada 3 meses.

2.2. Substratos

A polpa citrica (PC), um subproduto da agroindustria brasileira proveniente do
processo de suco de laranja, foi empregada como substrato na producédo de GAs. A
PC foi fornecida pela empresa Coalma Comércio de Produtos para Alimentacdo
Animal, na forma de pellets, os quais foram triturados e classificados de forma a se
obter um tamanho de particula menor que 5 mm. A PC foi mantida na forma soélida a
temperatura ambiente.

O extrato aquoso de polpa citrica (EAPC) foi preparado no momento do uso.
O EAPC é obtido utilizando 5 g de PC moida em 50 mL de agua. Essa suspenséo é
levada a ebulicdo por 30 minutos em banho-maria e, entdo, filtrada para remogé&o
dos solidos suspensos (Rodrigues, 2010).

Com a PC também foi preparado uma suspensédo de PC (SPC), o qual foi
utilizado na fermentacéo no estado semissolido (FESS). A SPC foi obtida misturando
5 g de PC com 100 mL de &gua deionizada. Essa suspenséo foi esterilizada em

autoclave por 15 minutos a 121 °C.

2.3. Producédo do In6culo de G. fujikuroi LPB-06

A cepa de G. fujikuroi LPB-06 foi cultivada em tubo de ensaio contendo meio
PDA inclinado e incubada a 30 °C por 7 dias. O micélio foi raspado do meio de
cultivo com auxilio de uma alca de niquel e entdo inoculado nos frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio a base de EAPC a 5%. O cultivo foi conduzido a
29 °C sob agitacao de 120 rpm por 96 horas.

2.4. Otimizagcdo das variaveis fisicas e quimicas em extrato aquoso de polpa

citrica (EAPC) para fermentagdo submersa
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2.4.1. Otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas para producdo de GAj3 por
fermentacao submersa

As variaveis estudadas nesta etapa do processo foram: taxa de indculo,
guantidade de PC no extrato aquoso e pH. Para a primeira otimizagao foi realizado
um planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR) 2° com 8 ensaios, 6 ensaios nos pontos axiais e mais 3 ensaios nas
condi¢cGes de ponto central, totalizando 17 ensaios (Rodrigues e lemma, 2005). Os

niveis utilizados para cada variavel estédo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Planejamento experimental tipo DCCR 2° para as variaveis taxa de inéculo, quantidade de

PC e pH estudadas em FSm

Variaveis Niveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Taxa de in6culo 5% 7% 10% 13% 15%
Quantidade de PC no extrato 2% 32% 5% 6,8% 8%
pH 400 4,66 500 5,34 6,00

O meio EAPC foi acondicionado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultivo, o qual foi esterilizado em autoclave a 121 °C por
15 minutos. A fermentacao foi conduzida a 29 °C sob agitacdo de 120 rpm. Amostras
foram retiradas apds 120 horas de fermentacéo para analise de GAs.

A segunda otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas foi realizada com
suporte de um planejamento experimental do tipo DCCR 2% com 4 ensaios, 4
ensaios nos pontos axiais e mais 3 ensaios nas condicdes de ponto central,
totalizando 11 ensaios. As variaveis estudadas foram a quantidade de PC no extrato
aquoso e o0 pH. Os niveis utilizados estdo apresentados na Tabela 19. A variavel
taxa de indéculo, anteriormente estudada, néo foi utilizada nesse estudo porque néo
se mostrou estatisticamente significativa para producdo de GAs, sendo mantida em

10% nos estudos posteriores.

Tabela 19. Planejamento experimental do tipo DCCR 2° para as variaveis pH e quantidade de PC no

extrato estudadas em FSm

Variaveis Niveis
141 -1 0 +1  +1,41
pH 5 544 65 7,56 8

Quantidade de PC no extrato (%) 8 9,74 14 18,26 20
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2.4.2. Adicao de nutrientes ao EAPC

2.4.2.1. Adicao de fonte de carbono e fonte de nitrogénio suplementares no EAPC
(one factor at a time).

Para a etapa de selecdo de nutrientes a serem adicionados ao EAPC, foram
escolhidos nutrientes presentes no meio sintético ICI (utilizado na etapa de selecéo
de cepas produtoras de GAz — Capitulo 1). A fonte de carbono do meio ICI é a
glicose, na concentracdo de 80 ¢g/L, e a fonte de nitrogénio € o NH4NO3, na
concentracdo de 1 g/L. Para este estudo, além das fontes de carbono e nitrogénio
presentes no meio ICI, foram utilizadas outras fontes tais como sacarose e amido,
como fonte de carbono e NH4Cl e uréia, como fonte de nitrogénio.

No EAPC a 10% a quantidade de acucares totais € de 20 g/L, portanto, a
guantidade adicionada de cada fonte de carbono foi proporcional em relacdo a
guantidade de carbono e foi complementar até completar 80 g/L de acUcares. As
guantidades de cada fonte de carbono adicionadas ao EAPC a 10% foram: 60 g/L de
glicose, 30 g/L de sacarose e 60 g/L de amido.

As quantidades de cada fonte de nitrogénio adicionadas ao EAPC foram: 1
g/L de NH4NOg3, 0,93 g/L de NH4Cl e 0,75 g/L de uréia. A quantidade de cada fonte
foi padronizada em termos da quantidade de N (nitrogénio) no meio. Foram feitas
triplicatas de cada fonte e de um controle, ou seja, sem a adicdo de fonte de carbono
nem nitrogénio, resultando em 21 experimentos (

Tabela 20).

Tabela 20. Suplementacéo de fonte de carbono e de nitrogénio ao EAPC (one factor at a time) para a

producéo de GA; por FSm

Quantidade adicionada

Fonte a0 EAPC (g/L)
Glicose 60
Sacarose 30
Amido 60
NH;NO; 1,00
NH,CI 0,93
Uréia 0,75
Controle 0

O meio foi acondicionado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL

de meio de cultivo e, foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos.
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A fermentacao foi conduzida com taxa de inoculacdo de 10% (v/v), a 29 °C
sob agitacdo de 120 rpm. Amostras foram retiradas apds 120 horas de fermentacao

para analise de GAs produzido.

2.4.2.2. Selecéo de nutrientes adicionados ao EAPC

A selecao de nutrientes foi realizada utilizando componentes do meio sintético
ICI, e a fonte de carbono e de nitrogénio selecionados na etapa anterior. Os
nutrientes utilizados foram: sacarose, uréia, KH,PO4, MgSO,4, (NH4)2Fe(S04)2,
MnSO,4, H3BO3, Na;MoO,4. O planejamento utilizado foi do tipo Plackett & Burman
(PB) de 8 variaveis, com 12 ensaios e 3 repeticdes no ponto central. Os niveis de
cada variavel estdo apresentados na Tabela 21.

O meio (EAPC a 10% (base seca) m/v) foi acondicionado em frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultivo e, foi esterilizado em
autoclave a 121 °C por 15 minutos.

A fermentacao foi conduzida com taxa de inoculacdo de 10%, a 29 °C sob
agitacao de 120 rpm. Amostras foram retiradas apds 120 horas de fermentacao para

analise de GAas.

Tabela 21. Planejamento tipo Plackett & Burman para selecdo de sais a serem adicionados ao EAPC

Variaveis Niveis

-1 0 +1

Sacarose 0 30 60
Uréia 0 0,375 0,75

MgSO, 0 0,5 1

KH,PO, 0 2,5 5
(NH,)2Fe(SOy), 0 0,01 0,02
MnSO, 0 0,0005 0,001
HsBO; 0 0,0005 0,001
Na,MoO, 0 0,0005 0,001

2.4.2.3. Determinacao da melhor concentracdo de MgSQO, para producao de GAs.
Nesse estudo foi determinado a melhor concentracdo de MgSO, adicionado
ao EAPC a 10% (base seca) (m/v) para producéo de GAs, 0 qual foi escolhido na
etapa anterior por influenciar significativamente na producdo de GAs. As
concentragdes utilizadas de MgSO, foram: 0,5 g/L, 1,0 g/L, 1,5 g/L e 2,0 g/L. Uma
condicao controle também foi analisada, sem a adicdo de MgSO,4. Os experimentos

foram conduzidos em triplicata, totalizando 15 experimentos.



70

O meio foi acondicionado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL
de meio de cultivo e, foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos.

A fermentacéo foi conduzida com taxa de inoculacdo de 10% (v/v), a 29 °C
sob agitacdo de 120 rpm. Amostras foram retiradas apds 120 horas de fermentacéo

para analise do GA3 produzido.

2.4.3. Cinética de producado de GA; em EAPC utilizando Gibberella fujikuroi LPB-06

Foi realizado o estudo da cinética de producdo de GA3; em meio EAPC

otimizado. As condi¢des de fermentagdo utilizadas foram: EAPC preparado a 10%
(m/v) com 0,5 g/L de MgSO,4 e pH 5,5. O meio foi acondicionado em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio e foi esterilizado a 121°C por 15 minutos.
A fermentacdo foi conduzida com taxa de inoculacdo de 10% (v/v), a 29 °C sob
agitacdo de 120 rpm. Amostras foram retiradas a cada 24 horas para analise da
concentracdo de GAs, biomassa, pH e acucares totais e redutores.

2.5. Otimizacao das variaveis fisicas e quimicas em FESS para a producao de
GA;

2.5.1. Planejamento experimental para otimizacdo do tamanho da particula e
quantidade de PC na SPC

As variaveis envolvidas neste planejamento experimental foram: quantidade
de PC na SPC e tamanho da particula da PC. Foi realizado um planejamento
experimental do tipo delineamento composto central rotacional (DCCR) 2% com 4
ensaios, 4 ensaios nos pontos axiais e mais 3 ensaios nas condicdes de ponto
central, totalizando 11 experimentos (Rodrigues e lemma, 2005). Os niveis utilizados

para cada variavel estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Planejamento experimental (DCCR) para o estudo da influéncia das variaveis tamanho da

particula e quantidade de PC sobre a producao de GA; em FESS

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Tamanho da particula (mm) Menor Entre Entre Entre Maior
que 0,85 0,85-2 2-2,8 2,8-4 que 4

Quantidade de PC (%) 3,18 4 6 8 8,82
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O meio foi acondicionado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 100
mL de meio de cultivo e, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos.

A fermentacao foi conduzida com taxa de inoculacdo de 10% (v/v), a 29°C sob
agitacao de 120 rpm. Amostras foram retiradas apés 120 horas de fermentacao para

analise de GAas.

2.5.2. Adigéo de nutrientes a SPC

2.5.2.1. Selecéo de nutrientes adicionados a SPC

A selegdo de nutrientes foi realizada utilizando a fonte de carbono e de
nitrogénio selecionados na etapa 2.1.2.1 e componentes de acordo com 0 meio
sintético ICI. Os nutrientes empregados foram: sacarose, uréia, KH,PO,4, MgSOQOy,
(NHg)2Fe(SOg4),2, MnSO4, H3BO3;, Na;MoO,. O planejamento do tipo Plackett &
Burman (PB) com 8 variaveis, 12 ensaios e 3 repeticdes no ponto central foi
empregado nesta etapa. Os niveis de cada variavel estdo apresentados na Tabela
23.

A fermentacao foi conduzida em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de SPC a 5% (m/v), 10% (v/v) de taxa de in6culo, a 29 °C, agitacao de 120
rpm por 120 horas.

Tabela 23. Niveis e variaveis estudadas no planejamento estatistico (Plackett & Burman) para

selecdo de nutrientes a serem adicionados a SPC

Variaveis Niveis

-1 0 +1

Sacarose (g/L) 0 10 20
Uréia (g/L) 0 0,375 0,75

MgSO, (g/L) 0 0,5 1

KH,PO, (g/L) 0 2,5 5
(NH,).Fe(S0y), (g/L) 0 0,01 0,02
MnSO, (g/L) 0 0,0005 0,001
HsBO; (g/L) 0 0,0005 0,001
NaMoO, (g/L) 0 0,0005 0,001

2.5.2.2. Otimizacdo da concentracdo de sacarose e uréia adicionadas a SPC para
producédo de GAs.
A otimizagdo da concentragdo de sacarose e uréia adicionadas a SPC foi

baseada em um planejamento experimental do tipo delineamento composto central
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rotacional (DCCR) 2% com 4 ensaios, 4 ensaios nos pontos axiais e mais 3 ensaios
nas condi¢coes de ponto central, totalizando 11 experimentos (Rodrigues e lemma,
2005) (Tabela 24).

A fermentacao foi conduzida em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de SPC a 5% (m/v), 10% (v/v) de taxa de inOculo, a 29 °C, agitacao de 120
rpm por 120 horas.

Tabela 24. Planejamento experimental (DCCR) para otimizacdo das concentracdes de sacarose e

ureia em FESS.

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Sacarose (g/L) 5,9 10 20 30 34,1
Uréia (g/L) 0,6 0,75 1,13 15 1,65

2.5.3. Cinética de producao de GA; por FESS

Realizou-se um estudo da cinética da producdo de GA; em SPC. As
condicdes de fermentacao utilizadas foram: 100 mL de meio a base de SPC a 5%
(m/v) adicionado de 20 g/L de sacarose e 0,6 g/L de uréia, pH 5,0. A fermentacéao foi
conduzida em frascos de Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio de
cultivo e taxa de inoculagéo de 10% (v/v), a 29 °C sob agitacao de 120 rpm.

Amostras foram retiradas a cada 24 horas para andalise da concentracdo de
GA; produzido, concentracdo de biomassa pelo método de dosagem de ergosterol,

pH e acucares totais e redutores.

2.6. Analises

Nas amostras de FSm e FESS, o procedimento para extracdo de GAj; foi
realizado por procedimento descrito no Capitulo 1 (se¢éo 2.7).

A determinacdo de GAsz; nas amostras foi conduzida pela analise
espectrofotométrica a 254 nm (Holbrook, Edge e Baily, 1961).

A analise do pH foi realizado pelo método potenciométrico, e as analises da
concentracdo de acucares totais e redutores foram realizadas pela metodologia
espectrofotométrica a 535 nm (Somogyi, 1937 e Nelson, 1944).

A determinacdo de biomassa nas amostras de FSm ocorreu através do
método de matéria seca, o qual o material foi seco em estufa a 80°C até peso

constante.
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Para a determinac&o da concentragcdo de biomassa nas amostras da SPC,
utilizou-se a metodologia de dosagem do ergosterol presente na membrana do
fungo, o qual foi extraido em hexano e analisado por CLAE (Carvalho et al., 2006).

2.7. Andlise estatistica
Os resultados dos planejamentos experimentais foram analisados pelo
Software Statistica 5.0 (StatSoft, Tulsa, OK, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas da producdo de GAj3 por

fermentagcédo submersa (FSm)

A otimizacdo da producdo de GAj3; por FSm utilizando o extrato aquoso de
polpa citrica (EAPC), foi conduzida em trés etapas. Primeiramente, foram
conduzidas etapas de otimizacdo de variaveis fisicas e quimicas significativas ao
processo de producao do metabdlito — Planejamentos Experimentais do tipo DCCR.
Em seguida, uma selecdo de componentes a serem adicionados ao meio foi

realizada — Planejamento do tipo Plackett & Burman.

3.1.1. Otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas para producédo de GAz por FSm

Na Tabela 25 estdo apresentados o0s resultados do planejamento
experimental do tipo DCCR para otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas. A
melhor producdo de GA3 de 230,2 mg/L foi obtida utilizando 7% de taxa de indculo,
6,8% (m/v) de PC no extrato e pH 5,34 (ensaio 7). Em torno de 209 mg/L de GA3
foram obtidos nos ensaios 4 (13% de taxa de in6culo (v/v), 6,8% de PC no extrato e
pH 4,66), 8 (13% (v/v) de taxa de indculo, 6,8% de PC no extrato e pH 5,34) e 12
(10% (v/v) de taxa de in6culo, 8% de PC no extrato e pH 5).

As menores concentracbes de GA3, 66,9 mg/L e 80,8 mg/L, foram obtidas
nos ensaios 10 (15% (v/v) de taxa de indculo, 5% (m/v) de PC no extrato e pH 5) e 2
(13% (v/v) de taxa de inoculo, 3,2% (m/v) de PC no extrato e pH 4,66),

respectivamente.
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Tabela 25. Resultados do planejamento experimental DCCR para otimizagéo das variaveis: taxa de

inoculacéo, quantidade de PC no extrato e pH em FSm

. Taxa de Quantidade de PC
Ensaio inoculacéo (%) (%) pH GA; (mg/L)
1 7 3,2 4,66 98,7
2 13 3,2 4,66 80,8
3 7 6,8 4,66 159,2
4 13 6,8 4,66 208,3
5 7 3,2 5,34 128,1
6 13 3,2 5,34 114,8
7 7 6,8 5,34 230,2
8 13 6,8 5,34 209,8
9 5 50 5,00 137,9
10 15 50 5,00 66,9
11 10 2,0 5,00 119,4
12 10 8,0 5,00 208,8
13 10 5,0 4,00 91,7
14 10 5,0 6,00 193,8
15 10 5,0 5,00 143,7
16 10 5,0 5,00 124,6
17 10 5,0 5,00 183,5

Com os dados é possivel verificar quais variaveis tém influéncia significativa,
em um nivel de significancia de 5% na producdo de GAz. Uma maneira de avaliar os
dados obtidos é através da andlise de varidncia (ANOVA), representada pelo
coeficiente de determinacdo (R%). O melhor valor para R? é 1, e ele s6 ocorrera se
nao houver residuo algum, e portanto, toda a variacdo em torno da média for
explicada pela regresséo (Barros Neto, Scarminio e Bruns, 1995). A ANOVA para o
planejamento DCCR é apresentada na Tabela 26, o R? obtido é 0,79, o qual é
aceitavel para um planejamento experimental do tipo DCCR.

Conforme a ANOVA, as variaveis que sao significativas dentro dos niveis
estudados sdo a quantidade de PC no extrato e o pH e estas relacdes sao
diretamente proporcionais. A taxa de inéculo, ndo apresentou significancia dentro da
faixa estudada. Nesse tipo de experimento, a interacdo entre as variaveis pode ser
estimada e de acordo com a ANOVA, as interacdes entre as variaveis ndo sao

significativas.

Tabela 26. ANOVA dos resultados do planejamento experimental do tipo DCCR para as variaveis

taxa de inoculacdo, pH e quantidade de PC em FSm.

Fator Soma dos C_%raus de Médias Razdo F  Raz&0 p
guadrados liberdade quadradas

(1) Taxa de in6culo (L) 32,01844 1 32,01844 0,016927 0,900143

Taxa de in6culo (Q) 1557,456 1 1557,456 0,823392 0,394354

(2) Quantidade de PC (L) 29661,85 1 29661,85 15,68154 0,005462

Quantidade de PC (Q) 936,7576 1 936,7576 0,495242 0,504327




Fator Soma dos (_Braus de Médias Razio F Razdo p
guadrados liberdade quadradas
(3) pH (L) 11363,33 1 11363,33 6,007536 0,044041
pH (Q) 68,00249 1 68,00249 0,035951 0,854997
1L com 2L 3196,001 1 3196,001 1,689653 0,234811
1L com 3L 154,0013 1 154,0013 0,081417 0,783644
2L com 3L 1487,851 , 1 1487,851 0,786593 0,404572
R“=0,79

F =razéo entre a variabilidade das amostras e a variabilidade dentro da amostra;
P = nivel de significancia no intervalo de probabilidade escolhido (5%);
R’ = coeficiente de determinacgédo para o ajuste do modelo a superficie de resposta.

L = interacdo linear

Q= interacdo quadratico
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Em um planejamento experimental tipo DCCR pode-se gerar uma superficie

de resposta, um grafico tridimensional. Na Figura 13 é mostrada a superficie gerada

para as variaveis independentes estudadas de pH e quantidade de PC no extrato e a

concentragdo de GAz como variavel de resposta.

O ponto 6timo da resposta da superficie deve aparecer no centro da

superficie, como o objetivo é o aumento da producdo de GAsz, 0 ponto 6timo

representa o ponto mais alto da superficie. Observando-se a Figura 13, nota-se que

0 ponto 6timo nao foi atingido e que com o aumento do pH e da quantidade de PC

no extrato, a superficie atinge o ponto étimo. Com isso, um novo planejamento

experimental foi feito com as variaveis significativas, pH e quantidade de PC no

extrato. A taxa de inoculacdo foi fixada em 10%, quantidade ja utilizada em

experimentos anteriores.
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Figura 13. Superficie de resposta gerada apés planejamento experimental DCCR 2° para as variaveis
% de PC e pH.

A segunda etapa da otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas foi conduzida
com o suporte de um planejamento experimental do tipo DCCR 2?2 para as variaveis
pH e quantidade de PC no extrato aquoso. De acordo com a Tabela 27, a melhor
producdo de GA; foi obtida com pH 6,5 e quantidade de PC no extrato de 14% (m/v),
ensaio no ponto central, sendo a média da concentracdo de GA3; de 230,7 + 24,1
mg/L. A menor producao de GA3 (77,5 mg/L) foi obtida utilizando pH 7,6 e 14% (m/v)
de quantidade de PC no extrato, seguida de 91,8 mg/L com pH 5, 4 e 9,74% de

guantidade de PC no extrato.

Tabela 27. Resultados do planejamento experimental DCCR 2° para as variaveis pH e quantidade de
PC no extrato
Quantidade de PC

Ensaio pH no extrato (%) GA; (mg/L)
1 54 9,74 91,8
2 7,6 9,74 141,7
3 54 18,26 149,5
4 7,6 18,26 208,9
5 50 14,00 102,5
6 8,0 14,00 77,5
7 6,5 8,00 145,4
8 6,5 20,00 200,3
9 6,5 14,00 227,5
10 6,5 14,00 208,3
11 6,5 14,00 256,2

A ANOVA é mostrada na Tabela 28, o R? obtido foi de 0,79 é considerado
aceitavel para um planejamento experimental tipo DCCR. A ANOVA mostra que o
anico fator que é significativo em 95% é o pH com intera¢do quadratica. Os demais

fatores ndo foram significativos na faixa estudada.

Tabela 28. ANOVA dos resultados para o planejamento experimental DCCR 2° para as variaveis pH e

guantidade de PC no extrato.

Soma dos Graus de  Médias

Fator quadrados liberdade quadradas Razao F Razdo p

(1) pH (L) 1919,629 1 1919,629 1,095562 0,34318

pH (Q) 22445,7 1 224457 12,81011 0,01589

(2) Quantidade PC no extrato (L) 7988,077 1 7988,077 4,5589190,085841
Quantidade PC no extrato (Q) 2629,347 1 2629,347 1,5006090,275134
1L com 2L 886,2045 1 886,2045 0,5057710,508767

R?=0,79
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F = raz&8o entre a variabilidade das amostras e a variabilidade dentro da amostra;
P = nivel de significAncia no intervalo de probabilidade escolhido (5%);
R? = coeficiente de determinac&o para o ajuste do modelo & superficie de resposta.
L = interacdo linear
Q= interacdo quadratico

O resultado da otimizacdo gerou uma superficie de resposta (Figura 14), na
qual é possivel observar que o melhor resultado de producdo de GAj foi obtido na
condicao central das variaveis. A regido que representa maior producdo de GAg,
cinza escuro, inicia em torno de 12% (m/v) de quantidade de PC no extrato e chega
até em torno de 20%. A regido Gtima para o pH inicia em torno do pH 5,5 e termina

no pH 6,5. Dentro dessa faixa a concentracdo de GA3 tem pouca variacao.
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Figura 14. Superficie de resposta gerada no planejamento experimental DCCR 22,

Os parametros estabelecidos na otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas
foram: taxa de inoculacdo de 10%, que foi fixada porque a variacdo da taxa de
inoculacao estudada néo foi significativa para a produgéo de GAs. O pH fixado foi de
pH 5,5 (natural da PC) e a quantidade de PC adicionada ao extrato aquoso foi de
12% (base umida, que corresponde a 10% de PC na base seca). Esses parametros
correspondem a maxima producdo de GAj; obtida. Nestas condi¢cdes a producéo de
GA; foi de aproximadamente 220 mg/L (2,6 g de GAs/kg de PC seca).
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3.1.2. Adicao de nutrientes ao EAPC

3.1.2.1. Suplementacdo de fonte de carbono e fonte de nitrogénio no EAPC (one
factor at a time).

A adicdo de nutrientes ao extrato de PC iniciou com a sele¢cdo de uma fonte
de carbono e uma fonte de nitrogénio, as quais foram avaliadas separadamente. Os
resultados estéo apresentados na Tabela 29.

A producdo de GA3 no ensaio controle (sem a suplementacdo de nutrientes)
foi superior a produgdo de GA3; com suplementacdo de fonte de carbono ou
nitrogénio. Nesse ensaio, a producdo de GAj3 obtida foi de 210 mg/L. A melhor
producao alcancada utilizando fonte de carbono foi de 175,2 mg/L com sacarose, e a
melhor producéo obtida utilizando fonte de nitrogénio foi de 170,3 mg/L com uréia. A

menor producdo de GA; foi obtida com suplementacdo de amido, 98 mg/L.

Tabela 29. Producgdo de GA; com suplementacéo de fonte de carbono e fonte de nitrogénio ao EAPC.

Fonte de carbono /

Fonte de nitrogénio GAs (mg/L)
Glicose 102,5+ 14,3
Sacarose 175,2 + 18,5
Amido 98,0+ 13,1
NaNO; 162,5+9,6

NH,CI 163,6 £ 14,3

Uréia 170,3 £ 20,7
Controle 210,0+ 13,6

Rodrigues (2010) observou que a producdo de GA; com suplementacdo de
amido como fonte de carbono foi de 4,87 g de GAs/kg de PC seca, com
suplementacao de uréia foi de 5,37 g de GAs/kg de PC seca e sem a suplementacao
de nutrientes, a producdo de GA; foi de 6,07 g de GAs/kg de PC seca. A producao
de GAj; foi superior no ensaio sem a suplementacdo de nutrientes e o0 mesmo
resultado foi observado neste estudo.

Para a etapa de selecdo de nutrientes, realizada com o suporte de um
planejamento Plackett & Burman, foram selecionados a sacarose como fonte de
carbono e a uréia como fonte de nitrogénio. Apesar de apresentarem producdes de
GA; inferior ao ensaio controle, a adicdo destas fontes apresentou a segunda e a

terceira melhor producéo de GAs.
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3.1.2.2. Selecéo de nutrientes adicionados ao EAPC
A selecéo de nutrientes adicionados ao EAPC foi conduzida com o emprego
de um planejamento do tipo Plackett & Burman. Os resultados de producédo de GA3

estdo apresentados na Tabela 30.

Tabela 30. Resultados do planejamento Plackett & Burman para sele¢éo de nutrientes adicionados ao

EAPC.

Ensaio Sacarose Uréia MgSO, KH,PO, (NH;FeSO, MnSO, H;BO; NaMoO, (H?Qi)
1 40 0 1 0 0 0 0,001 0,001 147,1
2 40 0,75 0 5 0 0 0 0,001 103,2
3 0 0,75 1 0 0,02 0 0 0 220,9
4 40 0 1 5 0 0,001 0 0 211,1
5 40 0,75 0 5 0,02 0 0,001 0 150,5
6 40 0,75 1 0 0,02 0,001 0 0,001 184,0
7 0 0,75 1 5 0 0,001 0,001 0 76,1
8 0 0 1 5 0,02 0 0,001 0,001 145,3
9 0 0 0 5 0,02 0,001 0 0,001 70,9
10 40 0 0 0 0,02 0,001 0,001 0 80,1
11 0 0,75 0 0 0 0,001 0,001 0,001 100,9
12 0 0 0 0 0 0 0 0 128
13 20 0,375 0,5 2,5 0,01 0,0005 0,0005 0,0005 115,9
14 20 0,375 0,5 2,5 0,01 0,0005 0,0005 0,0005 114,8
15 20 0,375 0,5 2,5 0,01 0,0005 0,0005 0,0005 124,6

De acordo com os resultados, a maior producéo foi de 220,9 mg/L obtida com
adicdo de uréia, MgSO, e (NH4)FeSO,. A segunda maior concentracdo de GA; foi de
211,1 mg/L com a adicédo de sacarose, MgSQO,, KH,PO,4 e MNnSO,4. Essas producdes
foram superiores ao ensaio sem a adicdo de nutrientes que apresentou uma
producdo de 128 mg/L. A menor producdo foi de 70,9 mg/L com a adicdo de
KH2POg4, (NH4)FeSO,4, MNSO,4 e NaMoO4. Para verificar quais nutrientes influenciam
na producdo de GAgs, é necessario analisar o Diagrama de Pareto (Figura 15).

De acordo com o diagrama de Pareto, somente o MgSO, € significativo para a
producdo de GAsz e essa influéncia € positiva, ou seja, a presenca de MgSO,4
aumenta a producdo de GAj;. Os outros nutrientes ndo séo significativos na

produgdo mesmo com um nivel de significancia de 90 % (p<0,1) e R?=0,71.
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Diagrama de Pareto
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Figura 15. Diagrama de Pareto para o planejamento Plackett & Burman para selecdo de sais a serem

adicionados ao EAPC.

Neste estudo foi escolhido o MgSO, para suplementar o EAPC para produzir
GA; pois de acordo com o planejamento experimental, somente a adigcdo de MgSQO,
influencia na producdo de GAjs e essa influéncia € positiva, ou seja, a presenca de
MgSO,4 no EAPC aumenta a producéo de GAs;.

3.1.2.3. Determinacao da melhor concentracdo de MgSO4 para producao de GAs.
Os resultados da producao de GA3; com diferentes concentragdes estao
apresentados na Figura 16.

A maior producdo de GAj foi obtida com a adicdo de 0,5 g/L de MgSO, (211
mg/L). O ensaio sem a adicdo de MgSO, ao EAPC teve uma producao de 129,8
mg/L. A menor producéo foi de 122,3 mg/L obtida ao adicionar 2,0 mg/L de MgSO4
ao EAPC. Com isso, definiu-se que a producédo de GA3 por fermentacdo submersa
deveria ocorrer com a adicdo de 0,5 g/L de MgSO, ao EAPC preparado na

concentragéo de 10% (m/v).
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Figura 16. Producdo de GA; com diferentes concentracdes de MgSO, adicionados ao EAPC.

Outros trabalhos utilizaram o MgSO4 na composicdo do meio de cultivo para a
producdo de GA3z. Shukla, Chand e Srivastava (2005); Corona, Sanchez e Agostin
(2005) e Escamilla et al. (2000) utilizaram MgSO, como fonte de magnésio nas
concentracoes entre 0,5 e 2,0 g/L e obtiveram producao de GAz de 1 g/L, 4,5-5 g/kg

e 2,8 g/L, respectivamente.

3.1.3. Estudo da cinética de producdo de GA;3; em EAPC utilizando Gibberella
fujikuroi LPB-06

Nesta etapa foi realizado um estudo da cinética da producdo de GAg3,
crescimento de biomassa, pH e consumo de acucares totais e redutores ao longo de
360 horas de fermentacdo. Os resultados sdo mostrados na Figura 17 e Figura 18.

A producédo de GAg; inicia em um periodo entre 48 e 72 horas. Em 336 horas
de fermentacdo, obteve-se 320 mg/L de GA;3 (3,7 g de GAs/kg de PC seca), a
maxima concentracdo de GA;z obtida. De acordo com o grafico da Figura 17, a
producdo de GA3z ndo aumenta de forma continua e ha oscilagédo ao longo do tempo.
Rodrigues (2010) observou uma oscilacdo da concentracdo do GAj3 e atribui que
essas variagbes na concentracdo de GAz; podem estar relacionadas a sua
degradacdo do GA; e sua transformacdo em outras moléculas necessérias a
sobrevivéncia do fungo.

A biomassa inicia seu crescimento logo apos a inoculacdo. Em 24 horas de
cultivo a concentracdo aumenta de 0,85 g/L para 2,04 g/L assim, a biomassa néo

apresenta fase lag de crescimento pois o inéculo cresceu em meio contendo EAPC.
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Portanto, o fungo apresenta-se adaptado ao meio EAPC, o que elimina a
necessidade e tempo maior para a adaptacdo. O periodo de crescimento
exponencial da biomassa inicia no tempo zero e termina em 48 horas, apds esse
periodo a biomassa continua crescendo em uma taxa menor até o tempo de 144
horas de cultivo, quando inicia a fase estacionaria que persiste até o final do cultivo.
A concentracdo méaxima de biomassa obtida € 7,67 g/L apds 240 horas de cultivo.
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Figura 17. Cinética de producédo de GA; e crescimento da biomassa em frascos de Erlenmeyer em
EAPC otimizado

O consumo de acucares totais (Figura 18) inicia nas primeiras 24 horas de
cultivo, sendo que a concentracao varia de 18,4 a 13,6 g/L. Os acUcares totais sdo
consumidos até 144 horas de cultivo, periodo que corresponde ao crescimento da
biomassa e inicio da fase estacionaria. Apos 144 horas, a concentracdo de acucares
se mantém constante em torno de 2 g/L. O perfil de consumo de aclcares redutores
acompanha o consumo de acuUcares totais. No periodo de 24 a 72 horas percebe-se
um aumento na concentracdo de acgucares redutores, isso pode representar a
hidrélise de acucares totais em agucares redutores pelo fungo. De 72 a 144 horas ha
a gqueda na concentracdo de agucares e, ap0s esse periodo, a concentracdo de
acgucares se manteve constante em torno de 1,5 g/L.

Os valores de pH aumentaram ao longo da fermentacdo. O pH inicial era de
4,75 e quando iniciou a producdo de GAs, o valor do pH esta acima de 6,0. A partir

desse periodo o pH aumentou até 8,77, ao final de 360 horas de fermentacdo. O
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aumento do pH ao longo da fermentacdo pode ser indicio de producdo de aménia

guando a fonte de carbono comeca a ficar limitada (Borrow et al., 1964).
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Figura 18. Cinética de aumento do pH e consumo de agUcares em frascos de Erlenmeyer em EAPC

otimizado

3.1.4. Producao de GAzao longo do processo de otimizagéo

A otimizacdo da producdo de GA3z em EAPC envolveu vérias etapas. As
etapas de otimizacdo com seus respectivos ganhos no processo estdo apresentadas
resumidamente na Tabela 31. Observa-se um ganho significativo na producéao de
GA3; em cada etapa em relacédo a condicao inicial de fermentacdo em EAPC e com a
cinética de producdo obteve uma producdo de 320 mg/L em 336 horas. Duran-
Paramo, et al. (2004) utilizando células livres de G. fujikuroi obtiveram uma producéo
de 206 mg/L (produtividade de 0,6 mg/L.h) em 336 horas de fermentac&o. Utilizando
células imobilizadas, obteve uma producdo de 160 mg/L (produtividade de 0,6

mg/L.h) em 264 horas de fermentacao.

Tabela 31. Resumo das etapas de otimizacao da producao de GA; em EAPC.

Maxima producao

Etapa de GA, Ganhos no processo
Condicao inicial 150 mg/L- em 120 -
horas
1 — Primeira otimizacdo  230,2 mg/L em 120 Aumento de 53 % na producdo em relacao a
fisico-quimica horas condicao inicial
2 — Segunda otimizacdo  230,7 mg/L em 120 Aumento de 53 % na producdo em relacao a
fisico-quimica horas condicao inicial
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3 - Adicao de nutrientes  211,0 mg/L em 120 Aumento de 41 % na producdo em relacao a
ao EAPC horas condicéo inicial
Aumento de 113 % na producdo em relacéo a
condicéo inicial e aumento de 52 % em relagéo
a condicéo 3.

4 — Cinética em frascos  320,0 mg/L em 336
de Erlenmeyer horas

3.2. Otimizacdo das variaveis fisicas e quimicas em fermentacdo no estado

semissadlido utilizando polpa citrica (PC)

3.2.1. Planejamento experimental para otimizacdo do tamanho da particula e
guantidade de PC na suspenséo de PC (SPC)

Nesta etapa foi realizado um planejamento experimental do tipo delineamento
composto central rotacional (DCCR) (Tabela 32). O melhor resultado de producéo de
GA; foi obtido com a condicdo do ponto central do experimento (granulometria 2-2,8
mm e quantidade de PC de 6%), com uma producdo de em média de 178,2 mg/L
(média de 197,9; 167,9 e 169,0). Com a granulometria maior que 4 mm, houve uma
producdo de 125,2 mg/L de GAs. A menor producdo de GA; (58,8 mg/L) foi obtida
com granulometria de 0,8-2,0 mm e concentracdo de PC de 8%. O menor tamanho
das particulas permite uma maior superficie de contato entre o fungo e o substrato,
mas h& uma maior compactacdo do meio. Particulas de tamanho maior diminuem a
superficie de contato do fungo com o substrato, porém, n&o permitem a
compactacdo do meio. Particulas maiores de PC favorecem a producdo de GAj3
utilizando a FESS.

Tabela 32. Condi¢Bes experimentais do planejamento DCCR para FESS

Ensaio Tamanho da Quantidade GA;
particula (mm) de PC (%) (mg/L)

1 0,85-2 4 128,6
2 0,85-2 8 58,8
3 2,8-4 4 157,5
4 2,8-4 8 107,3
5 Menor que 0,85 6 116,5
6 Maior que 4 6 125,2
7 2-2,8 3,18 141,9
8 2-2,8 8,82 120,0
9 2-2,8 6 197,9
10 2-2,8 6 167,9
11 2-2,8 6 169,0
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A analise das interagdes entre as variaveis pode ser visualizada na Tabela 33.
Com o R?=0,83, a tabela da ANOVA mostra que somente a interacdo quadratica da
granulometria e a interacdo quadratica da concentracdo de PC apresentaram
significancia (p<0,05) na faixa estudada. A interacdo entre granulometria e
concentracédo de PC néo apresentou significancia. Este resultado foi confirmado pela
superficie de resposta gerada (Figura 19), em que a regido em cinza escuro
representa a maior producdo de GAs. Esta regido € limitada pela granulometria entre
0,85 e 2 e, entre 2,8 e 4 mm e pela quantidade de PC na SPC de 4 a 8%.
Granulometria inferior a 0,85 e 2 mm e superior a 2,8 e 4 mm e quantidade de PC

inferior a 4 % e superior a 8 % ndo representam a regido 6tima de producao de GAs.

Tabela 33. ANOVA para o planejamento experimental DCCR (granulometria e concentragédo de PC)
em FESS

Somados Graus de Médias

Fator guadrados liberdade quadradas Razdo F Razdo p

(1) Granulometria (L) 1002,31 1 1002,31 2,065215 0,210196
Granulometria (Q) 5750,471 1 5750,471 11,8486  0,018392

(2) Concentracéo de PC (L) 2850,264 1 2850,264 5,872846 0,059866
Concentracéo de PC (Q) 4075,017 1 4075,017 8,396396  0,033883
1L por 2L 96,19054 1 96,19054 0,198196 0,674793

R*=0,83
F =razao entre a variabilidade das amostras e a variabilidade dentro da amostra; P = nivel de
significancia no intervalo de probabilidade escolhido (5%); R? = coeficiente de determinacdo para o
ajuste do modelo a superficie de resposta; L = interagdo linear; Q = interacdo quadratica

Qi 9D
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Figura 19. Superficie de resposta para o planejamento experimental DCCR (granulometria e
quantidade de PC na SPC).
LEGENDA: Eixo granulometria (-141 significa menor que 0,85 mm, -1 significa 0,85a 2 mm, 0
significa 2 a 2,8 mm, +1 significa 2,8 a 4 mm e +1,41 significa maior que 4 mm)
Eixo concentracédo (-1,41 significa 3,18 %, -1 significa 4 %, O significa 6 %, +1 significa 8 % e +1,41
significa 8,82 %)

Machado (2002) utilizou como substrato casca de café e bagaco de mandioca
em FES para producdo de GAz com granulometria entre 0,8 e 2,0 mm. A utilizacao
de particulas menores favoreceu a producdo de GA; em FES enquanto que em
FESS, essa faixa de tamanho de particula desfavorece a producdo de GAj;
necessitando particulas de tamanho maior.

Portanto, neste estudo pode-se definir que, no processo de producédo de GA3
por FESS, a melhor granulometria da PC a ser utilizada € de entre 2 e 2,8 mm e
quantidade de PC na SPC é 5%.

3.2.2. Adigéo de nutrientes a SPC na FESS

3.2.2.1. Selecéo de nutrientes a serem adicionados a SPC

A selegéo de nutrientes para serem adicionados a SPC foi conduzida com o
teste da influéncia dos componentes do meio de cultivo ICI (Candau, Avalos e
Cerda-Olmedo, 1992), sacarose e uréia

A selecdo de nutrientes a serem adicionados ao meio foi com o suporte de um
planejamento do tipo Plackett & Burman. Os resultados de producao de GA; estao
apresentados na Tabela 34. A maior producdo de GAj3 foi de 208,8 mg/L, a qual
corresponde ao ensaio contendo sacarose, uréia, MgSQg4, (NH;)2Fe(SO4)2, MNSO,4 e
NaMoO,. Obteve-se 205,9 mg/L no ensaio contendo sacarose, ureia, KH,PO,4 e
NaMoO,. As menores producdes de GA; foram 50,2 e 55,4 mg/L, no ensaio
contendo sacarose, (NH4)FeSO,4, MnSO,4 e H3BO3 e no ensaio contendo KH3POy,
(NH4)FeSO,4, MNSO,4 e NaMoOy, respectivamente.

Tabela 34. Resultados de producédo de GAz no planejamento Plackett & Burman para sele¢céo de
nutrientes em FESS

. Sacarose .. MgSO,; KH,PO,; (NH4,)FeSO,; MnSO, H3;BO; NaMoO, GA;
Ensaio Uréia (g/L
(/L) @Y "Gy @) @L) @Y @l  (@L)  (mgl)

1 20 0 1 0 0 0 0,001 0,001 81,9
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2 20
3 0
4 20
5 20
6 20
7 0
8 0
9 0
10 20
11 0
12 0
13 10
14 10
15 10

0,75 0 5 0 0 0 0,001
0,75 1 0 0,02 0 0 0

0 1 5 0 0,001 0 0
0,75 0 5 0,02 0 0,001 0
0,75 1 0 0,02 0,001 0 0,001
0,75 1 5 0 0,001 0,001 0

0 1 5 0,02 0 0,001 0,001

0 0 5 0,02 0,001 0 0,001

0 0 0 0,02 0,001 0,001 0
0,75 0 0 0 0,001 0,001 0,001

0 0 0 0 0 0 0
0,375 0,5 2,5 0,01 0,0005 0,0005 0,0005
0,375 0,5 2,5 0,01 0,0005 0,0005 0,0005
0,375 0,5 2,5 0,01 0,0005 0,0005 0,0005

205,9
166,1
120,0
154,0
208,8
88,8
103,3
55,4
50,2
115,9
171,3
180,6
167,9
159,8

De acordo com Diagrama de Pareto (Figura 20), os nutrientes que influenciam

significativamente a producdo de GAs, com p<0,1 e R*=0,72, s&o a ureia e 0 H3BOs.

O Diagrama de Pareto mostra que a ureia tem uma influéncia positiva na producéo

de GAgz, ou seja, a presenca da ureia aumenta a producdo de GAjz;. O Diagrama

mostra que o H3BO3; tem uma influéncia negativa a producdo de GAgs, ou seja, a

presenca do H3BO3; no meio de cultivo diminui a produgéo de GAs.

Diagrama de Pareto
Variavel Dependente: GA,,

p=0,1

(

1446253

1124868

0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Efeito Estimado

3,0

Figura 20. Diagrama de Pareto — Plackett & burman para sele¢céo de nutrientes em FESS

Ao realizar a analise da producdo de GA3; em cada ensaio separadamente,

verifica-se que as maiores concentracoes do GA3 foram obtidas em meio contendo

sacarose e NaMoO,. De acordo com o diagrama de Pareto, a sacarose e 0 NaMoOg4
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estdo abaixo da linha de significancia, mas a sacarose esta mais proxima da linha de
significancia que o NaMoOQy, ou seja, tem uma influencia maior na produgcao que o
NaMoO,.

Portanto, para otimizacao de nutrientes adicionados a SPC, foram escolhidos
a uréia e a sacarose. A adicdo de ambos componentes na otimizagdo promovera
diferencas na propor¢cao entre carbono e nitrogénio (C/N) do meio, e estas
diferencas na propor¢do podem influenciar na producdo de GA; (Rodrigues et al.,
2011).

3.2.2.2. Otimizacao da concentracdo de sacarose e ureia para producéo de GAs.

Neste estudo foi realizado um planejamento experimental do tipo DCCR para
otimizacdo da concentracdo de sacarose e ureia a serem adicionadas a SPC. Os
resultados de producdo de GA3 estdo apresentados na Tabela 35. A maior producao
de GA3(284,4 mg/L) foi obtida na condicao de 20 g/L de sacarose e 0,6 g/L de ureia,
ou seja, condicdo do ponto central para sacarose e condicdo no ponto axial (-1,41)
para uréia. Nesta condicéo, verifica-se que uma relacdo C/N alta favorece o acumulo
de GA:s.

A menor producédo de GA3 (83,1 mg/L) foi obtida com 5,9 g/L de sacarose e
1,13 g/L de ureia. Nesta condicao a relacdo carbono/nitrogénio € baixa, o que de
acordo com Rodrigues et al. (2011) ndo favorece a producéo de GAs.

Tabela 35. Planejamento experimental DCCR 2? — Influéncia das variaveis sacarose e ureia sobre a
producdo de GA; por FESS.

Ensaio Sacarose (g/L) Uréia(g/L) GA;(mg/L)

1 10 0,75 192,7
2 10 15 126,3
3 30 0,75 264,8
4 30 15 265,4
5 5,9 1,13 83,1
6 34,1 1,13 156,9
7 20 0,6 284,4
8 20 1,65 102,1
9 20 1,13 219,8
10 20 1,13 219,8
11 20 1,13 251,5

Ao realizar a andlise das interacdes entre as variaveis sacarose e uréia pela
ANOVA (
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Tabela 36) verifica-se que, na faixa de concentracdo estudada, nenhuma
variavel é significativa (p < 0,05) com o ajuste do modelo (R?) igual a 0,74.

Tabela 36. ANOVA para a otimizacdo da concentracéo de sacarose e uréia em FESS.

Somados Graus de Médias
quadrados liberdade quadradas
(1) Sacarose (L) 12390,08 1 12390,077 4,76174 0,08089

Fator Razéo F Razéo p

Sacarose (Q)  9555,953 1 9555,9526  3,67253  0,11345

(2) Uréia (L) 13070,69 1 13070,692 5,02331  0,07509

Uréia (Q) 113,638 1 113,63797 0,04367  0,84271

1L com 2L 1098,56 1 1098,5597  0,4222 0,54451
R*=0,74

F = raz8o entre a variabilidade das amostras e a variabilidade dentro da amostra; p = nivel de
significancia no intervalo de probabilidade escolhido (5%); R? = coeficiente de determinacéo para o
ajuste do modelo a superficie de resposta; L = interagdo linear; Q = intera¢do quadratica.

Na superficie de resposta gerada com os resultados (Figura 21), a regido
Otima de producdo de GA; (regido em cinza escuro) encontra-se na faixa de
concentracdo de sacarose de 10 a 28 g/L. Para a ureia a regidao 6tima de producao
do acido esta em torno de 0,9 g/L.

ol 4D

Figura 21. Superficie de resposta para o planejamento DCCR 2° para otimizacdo da concentracéo de

sacarose e ureia em FESS

Apesar da regido Otima da superficie ndo estar fechada quanto ao eixo da

concentracdo de uréia, a otimizacao foi considerada valida pelo ajuste do modelo R?
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= 0,74, além de estudos anteriores que mostraram que a presenc¢a da ureia no meio
tem influéncia na producéo de GA; (Rodrigues, 2010)

Deste modo, de acordo com os resultados do planejamento de otimizacdo da
concentracdo de sacarose e uréia, foi definido que para uma maior producdo de

GA;, deve-se adicionar 20 g/L de sacarose e 0,6 g/L de uréia a SPC.

3.2.3. Cinética de producao de GA; por FESS

Nesta etapa realizou-se o estudo da cinética da producdo de GAg3,
crescimento de biomassa, pH e consumo de agUcares totais e redutores ao longo de
360 horas de FESS. Os resultados sdo apresentados na Figura 22 e Figura 23.

Os valores de pH aumentaram ao longo da fermentacao de 5,00 a 7,6 em 360
horas de fermentacédo. Esse aumento do pH ao longo da fermentacéo foi observado
na fermentagdo submersa utilizando como substrato o EAPC.

A producdo de GAj iniciou em um periodo entre 72 e 96 horas. Como
observado em EAPC, apés 120 horas de fermentacéo, a concentracdo de GA3 néo
aumentou de forma continua (Figura 22) e houve oscilacdo ao longo do tempo. A
maior concentracao de GAj3 obtida foi 331 mg/L em 240 horas de cultivo, com uma
produtividade de 1,38 mg/L/h.

A biomassa apresentou crescimento nas primeiras 24 horas de cultivo, pois
teve um aumento de 0,44 ¢g/L a 2,13 ¢g/L. Portanto, ndo foi observado fase de
adaptacdo. Esse comportamento da biomassa foi observado em EAPC por
fermentacdo submersa (secdo 3.1.3). A fase exponencial de crescimento
corresponde ao periodo de 0 a 48 horas de cultivo. Apés 48 horas a biomassa
iniciou a fase estacionaria, na qual permaneceu até o fim do cultivo. A concentracéo
maxima de biomassa obtida é 4,44 g/L apds 264 horas de cultivo. A producdo de
GA; iniciou ap6s 72 horas de fermentacdo, periodo em que a biomassa estava na
fase estacionaria de crescimento. O inicio da producdo da-se na fase estacionaria

de crescimento por se tratar de um metabdlito secundario.
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Figura 22. Estudo da cinética de crescimento da biomassa e producéo de GA; por FESS

A concentracdo de acucares totais nas primeiras 48 horas diminuiu de 20,8
g/L para 15,9 g/L. A maior taxa de consumo de acucares totais ocorreu entre 48 e 72
horas, pois a concentracdo variou de 15,9 g/L a 7,1 g/L. Apbés esse periodo, 0
consumo ocorreu com uma taxa menor e no fim da fermentagéo, a concentracao de
acucares totais foi de 2,3 g/L. O perfil de consumo de acUcares redutores foi
parecido com o consumo de acucares totais. No periodo de 0 a 48 horas percebeu-
se um aumento na concentracdo de acgucares redutores, isso pode representar a
hidrélise de acUcares totais em redutores pelo fungo. De 72 a 144 horas houve a
gueda na concentracdo de acUcares e, apds esse periodo a concentracdo de

acucares foi mantida constante em torno de 0,6 g/L.
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Figura 23. Estudo da cinética de producédo de GA; e consumo de agUcares totais e redutores por
FESS utilizando SPC

3.2.4. Producao de GAzao longo do processo de otimizacdo em SPC

A etapa de otimizacdo da producdo de GA; em SPC envolveu varias etapas.
As etapas de otimizacdo com seus respectivos ganhos no processo estédo
apresentadas resumidamente na Tabela 37. Observa-se um ganho significativo na
producdo de GA3; em cada etapa de otimizacdo em relagcdo a condicéo inicial de
fermentacdo em SPC. Na etapa de cinética de producdo de GAj, obteve-se 331
mg/L (7,7 g de GAs/kg de PC seca) em 240 horas de fermentacdo, o que representa
um ganho de 85 % na producdo de GAsz; em relacdo a condicao inicial de
fermentacéo.

Tabela 37. Resumo das etapas de otimiza¢do da producdo de GA; em FESS.

Maxima Produtividade de
producdo de GA;  GA;z; (mg/L.h)

178,2 mg/L em

Etapa Ganhos no processo

1 — Otimizacgéo do

tamanho da particula e 15 -
quantidade de PC 120 horas
2 — Selegédo de 208,8 mg/L em 17 Aumento de 17% na producéo em
nutrientes 120 horas ' relagdo a condigéo inicial
3 — Otimizacao de 284,4 mg/L em 24 Aumento de 60% na produc¢éo em
sacarose e uréia 120 horas ' relagdo a condigéo inicial

Aumento de 85 % na producdo em
14 relacdo a condicéo inicial e aumento
de 16 % em relacdo a condicdo 3.

4 — Cinética em frascos 331 mg/L em 240
de Erlenmeyer horas

4. CONCLUSAO

Com aplicacao da estratégia de planejamentos experimentais, houve aumento
significativo da producdo de GAsz tanto em fermentagdo submersa com EAPC,
guanto por fermentacédo semissolida com a SPC.

Em fermentacé&o submersa utilizando o EAPC, a maior concentragédo de GA3
obtida foi 320 mg/L (3,7 g de GAs/kg de PC seca) (produtividade de 0,9 mg/L.h) em
336 horas de fermentacdo, nas condi¢cdes: EAPC 10% (10% m/v de PC seca no
extrato), pH 5,5 (natural da PC), 10% de taxa de indculo e 0,5 g/L de MgSOQOy, a 29°C
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e 120 rpm. Houve um ganho de 113% na producdo de GA3; em relagdo condicao
inicial de fermentacédo em EAPC.

Em fermentacdo no estado semissolido utilizando a SPC, obteve-se uma
concentracdo de GAsz de 331 mg/L (7,7 g de GAz/kg de PC seca) (produtividade de
1,4 mg/L.h) utilizando 5% de PC na SPC, granulometria da PC de 2 a 2,8 mm, 20
g/L de sacarose, 0,6 g/L de uréia, 29°C e 120 rpm. Houve um ganho de 85% na
producdo de GA3; em relacdo a condicao inicial de fermentacdo em SPC.

Comparando os dois sistemas de fermentacdo, ha pouca diferenca entre a
concentracdo de GAj obtida em relacdo ao volume do fermentado (320 mg/L em
EAPC e 331 mg/L em SPC). Ao comparar a producdo por massa seca de PC
adicionada no extrato, em SPC obteve-se o dobro de producdo de GA3; em relacéo
ao EAPC (7,7 g de GAs/kg de PC seca em SPC e 3,7 g de GAs/kg de PC seca em
EAPC). A produtividade de GA3; em FESS é maior que em FSm, 1,4 e 0,9 mg/L.h,
respectivamente.

Na técnica de fermentacdo submersa, ha necessidade de um pré-tratamento
da PC para obtencéo do extrato aquoso, ja para a técnica de fermentacédo no estado
semissélido, a PC ndo necessita de pré-tratamento. Desta forma, a técnica de
FESS torna-se mais vantajosa em relagdo a FSm.



94

CAPITULO 3

PRODUCAO DE GA; POR FERMENTACAO SUBMERSA E
FERMENTACAO NO ESTADO SEMISSOLIDO EM DIFERENTES
BIORREATORES: AGITADO E COLUNA DE BOLHAS

RESUMO

A producdo de biomoléculas em biorreatores tem como objetivo reproduzir em
escala maior o comportamento de uma fermentacdo em pequena escala (frascos de
Erlenmeyer). Aliados a analise da variagdo de escala, outros efeitos podem ser
estudados tais como a agitacdo e a aeracao forcada sobre o processo de interesse.
Neste capitulo sera apresentado o estudo do aumento de escala para produzir GA;
em diferentes modelos de biorreatores: do tipo tanque agitado - STR de 10 L
(agitacdo por pas em sistema mecénico) e do tipo coluna de bolhas - BCB de 1,5L
(agitacdo por bolhas em sistema pneumatico). Para o biorreator do tipo STR foram
utilizadas combinagbes de duas taxas de aeracao diferentes (1 e 5 L/min) e duas
velocidades de agitacédo (300 e 500 rpm), resultando em quatro fermentacfes. Para
a fermentacdo em BCB foram utilizadas trés taxas de aeracao diferentes (0,1, 0,5 e
1 L de ar/min). A fermentacdo no estado semissolido foi realizada em biorreatores
tipo BCB e, foram utilizadas trés condi¢cbes de aeracao durante a fermentacao (0,1,
0,5 e 1 L de ar/min). A melhor producdo de GA3 obtida por fermentacdo submersa
em STR utilizando EAPC nas condi¢cdes otimizadas anteriormente foi de 273 mg/L
(produtividade de 2,8 mg/L/h) em 96 horas de fermentacdo na condi¢cdo de 500 rpm
e 1 L de ar/min. A melhor produc¢éo obtida por fermentacdo submersa em BCB foi de
203,1 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L/h) em 216 horas de fermentacdo na condicéo
de 1 L de ar/min. Para a fermentacdo semissolida utilizando a SPC em BCB, a
melhor producdo de GA; foi de 207,7 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L/h) em 216
horas de fermentacao obtida na condicéo de 1 L de ar/min.

Palavras chave: Biorreator tanque agitado, biorreator coluna de bolhas,

escalonamento

1. INTRODUCAO

O objetivo do aumento de escala de biorreatores € reproduzir em larga escala
o comportamento de uma fermentacdo otimizada em menor escala. Os métodos
tradicionais de escalonamento sdo baseados em modelos teéricos e principios de
similaridades. O problema encontrado no escalonamento € que a completa

similaridade nem sempre € possivel (Diaz e Acevedo, 1999).
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Biorreatores (reatores bioquimicos ou reatores bioldgicos) sdo reatores
quimicos no qual ocorre uma seérie de reagbes quimicas catalisadas por
biocatalisadores. Estes biocatalisadores podem ser enzimas ou células vivas
(microbianas, animais e vegetais). Os biorreatores podem ser classificados em dois
grandes grupos: biorreatores enzimaticos, nos quais as reac¢fes ocorrem na
auséncia de células vivas e, biorreatores em que as rea¢des ocorrem na presenca
de células vivas (Schmidell et al., 2001).

O tanque cilindrico € o reator mais utilizado em bioprocesso. Existe uma
grande quantidade de tipos (configuragdes) de biorreatores e, dentre os tipos de
biorreatores existentes, ha os biorreatores do tipo tanque agitado e os biorreatores
do tipo coluna de bolhas (Doran, 1995).

Biorreatores do tipo tanque agitado (Stirred tank reactor — STR) sao reatores
agitados mecanicamente através de pas internas (impelidores). O sistema de
aeracdo é feito atraves de um compressor de ar e a sua entrada de ar no biorreator
é feita pela parte inferior sendo que a distribuicdo ocorre através de difusores. A
troca de calor é feita através de serpentina interna ou de camisa externa (Doran,
1995).

Os biorreatores do tipo coluna de bolhas (BCB) sao reatores agitados
pneumaticamente, ou seja, 0 sistema ndo possui impelidores e a agitacdo é
realizada através da injecdo de ar. Os BCBs sédo utilizados industrialmente para
producado de leveduras de panificacdo, cerveja e vinagre, para tratamento de aguas
residuais, entre outros (Doran, 1995; Kantarcia, Borak, e Ulgen, 2005).

O BCB apresenta algumas vantagens sobre o STR, tais como: excelente
transferéncia de calor e de massa. Baixo custo de operacdo e de conservacgao
devido a auséncia de partes moveis internas e ser compacto. A durabilidade do
material € maior (Kantarcia, Borak, e Ulgen, 2005).

O objetivo deste capitulo € testar e comparar a producdo de GAz em
diferentes modelos de biorreatores (do tipo tanque agitado e coluna de bolhas)
produzindo um pequeno aumento de escala realizado utilizando as técnicas de FSm
e FESS.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismos
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O microrganismo utilizado no presente trabalho foi a Gibberella fujikuroi LPB-
06, obtida do banco de cepas do Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos | (LPB-I),
da Divisdo de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade Federal
do Parana.

A cepa foi mantida em meio PDA (Potato Dextrose Agar) a 4°C e foi repicada

para um novo meio de cultivo a cada 3 meses.

2.2. Substratos

A polpa citrica (PC), um subproduto da agroindustria brasileira, foi empregada
como substrato para producdo de GAs;. A PC foi fornecida pela empresa Coalma
Comeércio de Produtos para Alimentacdo Animal, na forma de pellets, os quais foram
triturados e classificados de modo a se obter uma granulometria menor que 5 mm.

A PC foi mantida na forma sdélida a temperatura ambiente e o EAPC foi
preparado no momento do uso. O EAPC foi obtido utilizando 5 g de PC moida
(granulometria menor que 5 mm) em 50 mL de agua. Essa suspensao é levada a
ebulicdo por 30 minutos em banho-maria e entao filtrada para remoc¢éo dos sélidos
suspensos (Rodrigues, 2010).

Com a PC foi obtida uma suspensdo PC (SPC), a qual foi utilizada na
fermentacdo no estado semissolido (FESS). A SPC foi obtido misturando 5 g das
particulas de PC com granulometria entre 2 e 2,8 mm com 100 ml de solucdo de 20

g/L de sacarose e 0,6 g/L de uréia. A SPC foi entdo esterilizado em autoclave.

2.3. Producédo do In6culo de G. fujikuroi LPB-06

A cepa de G. fujikuroi LPB-06 foi cultivada em tubo de ensaio contendo meio
PDA inclinado e incubada a 30 °C por 168 horas. O micélio foi raspado do meio de
cultivo com auxilio de uma alca de niquel e entdo inoculado nos frascos Erlenmeyer
de 250 mL contendo 50 mL de meio a base de EAPC a 5% (m/v). O cultivo foi
conduzido a 29 °C sob agitagéo de 120 rpm por 96 horas.

2.4. Aumento de escala da producdo de GAj3; por fermentacdo submersa para
biorreator tipo tanque agitado

A producao de GA3 por fermentacdo submersa, em biorreator do tipo tanque
agitado (Stirred Tank Reactor - STR) de 10 litros, iniciou-se com a transferéncia das

condi¢cbes otimizadas em frascos de Erlenmeyer de 250 mL para o biorreator. O
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biorreator modelo Bioflo da marca New Brunswick consiste em um cilindro vertical de
vidro borosilicato e tampa de aco inoxidavel (Figura 24). A agitacdo é realizada
através de pas internas (impelidores) do tipo hélice. A aeracdo ocorre através de um
compressor de ar cuja entrada de ar no biorreator localiza-se na parte inferior. A
temperatura € controlada através de uma camisa externa por onde circula agua de

resfriamento.

Figura 24. Biorreator tipo STR.
FONTE: A Autora.

Diferentes condi¢cdes de fermentacdo foram estudadas no biorreator. Foram
utilizadas duas taxas de aeracado diferentes (1 e 5 L/min) e duas velocidades de
agitacdo (300 e 500 rpm), resultando em quatro ensaios de fermentagdo. A

combinacao entre a agitacdo e a aeracao € mostrada na Tabela 38.

Tabela 38. Combinages entre agitacdo e aeragéo para produgéo de GAz; em STR.

Experimento  Agitagdo (rpm) Aeragdo (L/min)

1 300 1
2 300 5
3 500 1
4 500 5

Nas quatro condi¢cbes de fermentacdo foram utilizados 6 L de meio de cultivo
(EAPC 10% m/v com 0,5 g/L de MgSQO,) com taxa de indculo de 10% v/v, em modo
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de batelada, a 29 °C e pH inicial 5,0. Amostras foram retiradas a cada 24 horas para
andlise de biomassa total, pH, oxigénio dissolvido (dO;) e concentracdo de GAs.

2.5. Producdo de GAj3; por fermentacdo submersa e fermentacdo no estado
semissoélido em biorreator tipo coluna de bolhas

Outro escalonamento foi realizado em biorreator do tipo coluna de bolhas
(BCB). Esse sistema ndo possui pas agitadoras e a agitacdo € dita pneumatica,
guando a aeracao forcada promove a agitacdo do meio de cultivo.

O BCB utilizado (Figura 25) foi projetado pelo grupo do projeto do GA3; e
fabricado por um especialista em hialotécnica da empresa Vetrolab. O BCB consiste
de um tubo cilindrico de vidro borosilicato de volume total de 1,5 L e volume util de 1
L (diametro de 80 mm e altura de 300 mm). Possui uma entrada de ar estéril na
parte inferior da coluna e as bolhas sdo formadas através de uma placa porosa. A
parte superior (tampa) possui trés conexdes: uma lateral para saida de ar, uma
lateral para entrada de in6culo ou meio de cultivo e a conexao central para coleta de

amostra durante a fermentacao.

B Saidadeamos¥a  Entrada de inéculo ou
,meio da cultivo
5 /
\/ I
st
'

1L,

305 mm

80 mm

Entrada de ar——="> _’:[1;

50 mm

Figura 25. A) Biorreator tipo coluna de bolhas projetado na DEBB. B) Projeto do BCB de 1,5 L com
respectivas medidas.
FONTE: A Autora.

Nesse tipo de biorreator a Unica variavel estudada foi a taxa de aeracgao.

Foram empregadas trés taxas de aeragcdo constantes (0,1 L/min, 0,5 L/min e 1
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L/min). A producdo de GAj; foi realizada neste modelo de biorreator utilizando duas
técnicas de fermentacdo: a FSm e a FESS.

Na FSm as condicfes utilizadas foram: 1 L de meio de cultivo (EAPC 10%
m/v com 0,5 g/L MgSQ,), taxa de inoculo de 10% v/v, a 29°C e pH inicial 5,0.
Amostras foram retiradas apos 96, 168 e 216 horas para andalise da concentracdo de
GA:.

Na FESS as condi¢des utilizadas foram: 1 L de meio de cultivo (SPC 5% m/v
com 20 g/L de sacarose e 0,6 g/L de uréia), taxa de in6culo de 10% v/v, a 29°C e pH
inicial 5,0. Amostras foram retiradas 96, 168 e 216 horas para andlise da
concentracdo de GAs;.

2.5. Andlises

A determinagcdo de GA; nas amostras foi realizada pela anélise
espectrofotométrica a 254 nm (Holbrook, Edge e Baily, 1961).

A determinacdo de biomassa nas amostras de FSm foi conduzida pelo
método de matéria seca, no qual o material foi seco em estufa a 80 °C até massa
constante.

As andlises do pH foram feitas pelo método potenciométrico. O oxigénio
dissolvido no meio de cultivo foi medido por sonda de oxigénio presente do
biorreator STR.

3. RESULTADOS

3.1. Escalonamento da producéo por FSm para biorreator STR.

Para a producdo de GAsz em biorreator STR, foram utilizadas as condicdes
otimizadas em frascos de Erlenmeyer. As producdes de GA3 obtidas em diferentes
condi¢cbes de aeracgao e agitacao podem ser visualizadas na Tabela 39.

A producgéo de GA;z na condi¢do de 300 rpm e 1 L/min iniciou no periodo entre
24 e 48 horas, o qual correspondente a fase exponencial de crescimento da
biomassa. A maxima producédo atingida nestas condicdes foi de 200 mg/L em 120
horas de fermentagdo. Apds 120 horas, a concentracdo de GAz diminuiu para 175

mg/L em 144 horas e entéo teve um leve aumento para 182 mg/L em 216 horas.
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Utilizando 300 rpm e 5 L/min verifica-se que a producdo de GA3 iniciou em um
periodo entre 24 e 48 horas. Apés 48 horas de fermentagdo houve uma oscilacédo na
concentracdo de GAj3 presente no meio. Essa oscilacdo ja foi observada em etapas
anteriores e em trabalhos anteriores de producdo de GA; utilizando PC (Rodrigues,
2010). A producdo maxima foi de 173 mg/L em 96 horas de fermentacédo. Apds 96
horas, a concentracdo de GA; mantém-se entre 111 e 122 mg/L.

Na condicdo de 500 rpm e 1 L/min, iniciou a producéo de GA3; em um periodo
em 0 e 24 horas de fermentacdo, o qual corresponde a fase exponencial de
crescimento da biomassa. A maior concentragédo de GA; obtida foi de 273 mg/L, a
qual ocorreu em 96 horas. Apos esse periodo, a concentracdo de GAz diminui e em
240 horas de fermentacao a concentracdo de GA3 foi de 198 mg/L.

A producao de GAg3 iniciou em um periodo entre 48 e 72 horas (300 rpm e 5
L/min), periodo em que a biomassa esta proxima do fim da fase exponencial de
crescimento e iniciando a fase estacionaria. A producao aumentou até o periodo de
96 horas, onde correu a concentracdo de GAs; (130 mg/L). Apés 96 horas, a
concentracdo de GAz no meio teve uma diminuicdo e se manteve entre 109 e 123

mg/L.

Tabela 39. Producdo de GA; obtida em diferentes condi¢cBes de agitacdo e aeracdo por FSm em STR

Tempo (horas) 300 rpme 1L/min 300 rpm e5L/min 500 rpm e 1 L/min 500 rpm e 5 L/min

0 0 0 0 0
24 0 0 60 0
48 87 138 155 0
72 110 110 235 90
96 173 173 273 130

120 200 121 230 120
144 175 115 225 110
168 159 119 232 123
192 180 120 221 120
216 182 122 200 118
240 172 111 198 109

Comparando todas as fermentacbes em STR, a maior produgcéo de GA3 foi
273 mg/L ou 3,17 g de GAz/kg de PC seca (produtividade de 2,8 mg/L.h) nas
condi¢cbes de 500 rpm de agitacdo e aeracao de 1 L de ar/min. A menor producao
de GAj; foi de 130 mg/L ou 1,51 g de GAs/kg de PC seca (produtividade de 1,3
mg/L.h) na condig&o de 500 rpm de agitacdo e 5 L de ar/min de aeragcédo. A Tabela
42 apresenta que as maiores producdes de GA; foram obtidas com taxa de aeracéo

de 1 L de ar/min, indicando que baixas taxas de aeracao influenciam positivamente
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na producédo de GAs;. Machado (2002) e Rodrigues (2010) estudaram a influéncia da
taxa de aeragdo na producdo de GA; por FES com planejamentos experimentais e
os resultados indicaram que baixas taxas de aeracdo aumentaram a producdo ou a
produtividade de GAs.

Ao comparar a producdo em STR e a producdo em frasco de Erlenmeyer,
tem-se que a maior producdo em STR foi 273 mg/L (produtividade de 2,8 mg/L.h)
em 96 horas, enquanto que em frascos de Erlenmeyer a maior producao foi de 320
mg/L (produtividade de 0,9 mg/L.h), obtida em 336 horas de fermentacdo. Em STR
tem-se uma maior produtividade de GA; de 2,1 mg/L.h a mais que em frascos de
Erlenmeyer.

Duran-Paramo, et al. (2004) utilizando células livres de G. fujikuroi em STR
com aeracdo de 0,3 vwm (1 L de ar/min) e agitacdo de 200 rpm obteve uma
producdo de 206 mg/L (produtividade de 0,6 mg/L.h) em 336 horas de fermentacéao.
Utilizando células imobilizadas nas mesmas condi¢cdes obteve uma producéo de 160
mg/L (produtividade de 0,6 mg/L.h) em 264 horas de fermentacdo. Shukla, Chand, e
Srivastava (2005) produziram GA3z; em STR de 3L. As condicbes de fermentacao
foram 700 rpm de agitacdo e 1 vwm (3 L de ar/min) de aeracdo. A concentracéo
méaxima de GA; foi 1 g/L (produtividade de 5,9 mg/L.h) em 170 horas de
fermentacao.

A cinética de crescimento da biomassa em STR pode ser visualizada na Tabela
40. Sob todas as diferentes condicdes, foi observado que a biomassa nao teve fase
lag de crescimento. Utilizando a taxa de aeracao de 5 L/min, a fase exponencial de
crescimento permaneceu até 72 e 96 horas, com 300 rpm e 500 rpm
respectivamente. A fase exponencial de crescimento utilizando 5 L/min foi maior que
a fase exponencial de crescimento utilizando 1 L/min. A maior concentracdo de
biomassa, 9,51 g/L, foi obtida utilizando 300 rpm e 5 L/min, indicando que maior taxa

de aeracédo estimula o crescimento da biomassa.

Tabela 40. Crescimento de biomassa em diferentes condi¢des de agitacdo e taxa de aeracdo em

STR
Tempo 500rpmel 500rpme5 300rpmel 300rpme5
(horas) L/min L/min L/min L/min
0 1,06 1 1,15 0,98
24 3,89 2,67 2,12 3,87
48 5,61 4,92 5,05 7,29

72 6,41 7,92 5,49 9,11



102

96 7 9,11 6,90 9,51
120 7,8 8,81 7,56 8,48
144 7,5 7,51 7,61 9,30
168 7,4 8,03 7,28 8,19
192 6,98 8,81 7,58 8,00
216 7,92 7,51 8,03 8,55
240 7,19 8,03 7,69 8,48

Sob todas as condi¢cbes de fermentacdo estudadas, o oxigénio dissolvido
diminuiu em uma alta taxa durante a fase exponencial de crescimento da biomassa
e entdo atingiu a concentragdo minima, em torno de 2%, durante a fase exponencial
de crescimento da biomassa.

Em todas as condi¢des, houve alteracdo do pH inicial, em torno de 5 para um
pH final acima de 8. Essa variacéo ja foi observada em outros estudos (capitulo 2,

secao 3.1.3).

3.2. Producao de GA3; por FSm em BCB

O processo de producao de GA; foi igualmente conduzido em BCB utilizando
EAPC nas condi¢bes otimizadas previamente em frascos de Erlenmeyer. Foram
utilizadas trés taxas de aeracdo durante a fermentacéo, 0,1, 0,5 e 1L de ar/min. Os
resultados séo apresentados na Tabela 41.

Tabela 41. Producdo de GA; por FSm em BCB utilizando diferentes taxas de aeracéo

Taxa de aeracdo (L Tempo GA;3
de ar/min) (horas) (mg/L)
0,1 96 0,0
0,1 168 0,0
0,1 216 74,4
0,5 96 65,3
0,5 168 121,7
0,5 216 168,4
1 96 72,1
1 168 102,7
1 216 203,1

A maior producao de GA; foi de 203,1 mg/L, obtida na condigdo de 1 L/min
em 216 horas. Com a aeracdo na condicdo de 0,1 L/min (menor taxa aeracéo
testada) obteve-se o menor resultado de GA; em 216 horas (74 mg/L). Na condicéo
de 0,500 L de ar/min obteve-se 168,4 mg/L de GAz em 216 horas. Este estudo indica

que, para BCB maiores taxas de aeracéo influenciam positivamente na producéo de
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GA3. Os estudos realizados em STR indicaram que, a menor taxa de aeragao
resultou em maior de producéo de GAs.

Chavez-Parga (2008) utilizou um biorreator tipo air lift de 3,5 L para producao
de GAs. No biorreator air lift, a agitacdo é pneumética semelhante ao BCB, com a
diferenca que o air lift € composto por um tubo interno na coluna, o qual direciona e
organiza o fluxo de ar no sistema. A taxa de aeragéo utilizada foi 1,6 vwm (5,6 L de
ar/min) e a producédo de GA3 obtida foi 100 mg/L (produtividade de 0,3 mg/L.h) em
288 horas de cultivo.

No sistema de BCB, a aeracao, além de fornecer oxigénio ao microrganismo,
promove a agitagdo de todo o sistema. A taxa de aeragcdo de 0,1 L/min nao
conseguiu promover uma agitacdo suficiente de todo o sistema e, ao longo da
fermentacdo e com o aumento da biomassa, houve um acumulo da biomassa no
fundo da coluna. Na condicao de 0,5 L/min também foi observado um acumulo da
biomassa no fundo da coluna. Na condi¢céo de 1 L/min, ao longo da fermentacao nao
se observou o acumulo de biomassa no fundo da coluna, indicando que essa de
taxa de aeracdo promoveu uma agitacdo suficiente para todo o sistema ao longo da

fermentacéo.

3.3. Producao de GA3; por FESS em biorreator BCB.
Para FESS em BCB, utilizou-se a SPC otimizado em frascos de Erlenmeyer.
Empregaram-se trés taxas de aeracdo durante a fermentacdo (0,1, 0,5 e 1 L de

ar/min. Os resultados sdo apresentados na Tabela 42.

Tabela 42. Producdo de GA; por FESS em BCB utilizando diferentes taxas de aeracao

Taxa de aeragéo Tempo GA;
(L de ar/min) (horas) (mg/L)
0,1 96 32,0
0,1 168 68,6
0,1 216 156,9
0,5 96 62,1
0,5 168 96,5
0,5 216 174,8
1 96 75,6
1 168 147,6
1 216 207,7

Obteve-se 207,7 mg/L de GA3 (produtividade de 0,9 mg/L.h) em 216 horas na

condi¢cédo de 1 L de ar/min, sendo esta a maior produgéao. As menores concentragdes
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de GA; foram obtidas na condicdo de 0,1 L de ar/min (156,9 mg/L em 216 horas). A
condi¢éo de fluxo de 0,5 L de ar/min propiciou uma producéo de 174,8 mg de GAs/L
em 216 horas de fermentacdo. Como ja observado na fermentacdo submersa, a
maior taxa de aeracao favoreceu o melhor resultado de producao de GAs.

Em relagdo a agitacdo do sistema, a condi¢édo de fluxo de 0,1 L de ar/min néo
promoveu uma agitacdo suficiente do sistema e os graos de PC presentes
depositaram no fundo da coluna (Figura 26A). A condicéo de fluxo de 1 L de ar/min
promoveu uma agitacdo do sistema suficiente e ndo houve depoésito de particulas

sélidas de PC no fundo do biorreator ao longo da fermentacédo (Figura 26B).

Figura 26. A) Fermentacdo de SPC em BCB. Condicao de aeracdo 0,1 L de ar/min. B) Fermentacdo
de SPC em BCB. Condicdo de aeragdo 1 L de ar/min

3.4. Desenvolvimento do processo de producédo de GA3

O processo de producdo de GAj3 envolveu varias etapas de estudos em
diferentes tipos de biorreatores (frascos de Erlenmeyer, biorreatores do tipo STR e
BCB) e diferentes técnicas de fermentacdo (FSm e FESS). Um resumo dos
melhores resultados obtidos em cada condicdo e sistema de fermentacdo €

apresentado na Tabela 43.

Tabela 43. Producdo de GA; por FSm e FESS em diferentes tipos de biorreatores

Tipo de Tipode Tempo GA; GA;(g/kg de Produtividade Produtividade
fermentacdo biorreator (horas) (mg/L) PC seca) GA;z; (mg/L.h)  GA;3(g/kg.h)
FSm Erlenmeyer 336 320 3,72 0,95 0,01
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FSm STR 96 273 3,17 2,84 0,03
FSm BCB 216  203,1 2,36 0,94 0,01
FESS Erlenmeyer 240 331 7,69 1,38 0,03
FESS BCB 216 207,7 4,82 0,96 0,02

Em relagdo a quantidade de GA3/PC seca, tem-se que a maior producéo foi
obtida por FESS em frascos de Erlenmeyer, 7,69 g/kg de PC seca e produtividade
de 0,03 g/kg.h. Rodrigues (2010) por FES em frascos de Erlenmeyer produziu 7,6
g/kg de PC seca (produtividade de 0,05 g/kg.h). A producdo obtida por FESS é
semelhante a producdo obtida por FES em termos de GA3/PC seca. Porém, a
produtividade em FES é maior quem FESS, cerca de 1,7 vezes maior. A menor
producdo foi de 2,36 g/kg de PC seca obtida por FSm em BCB, com uma
produtividade de 0,01 g/kg.h.

Ainda que a producéo de GA; por FES seja equivalente a producao por FESS
e superior a produgcdo por FSm, a FSm e a FESS possuem algumas vantagens
sobre a FES tais como a facilidade operacional, economia, facilidade no controle de

parametros operacionais e exige um menor espaco.

4. CONCLUSAO

A producdo de GA3; em biorreator do tipo STR mostrou um ganho de
produtividade em relacdo a frascos de Erlenmeyer. A maior producdo em STR foi
273 mg/L (produtividade de 2,8 mg/L.h) em 96 horas, enquanto que em frascos de
Erlenmeyer a maior producéo foi de 320 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L.h), obtida
em 336 horas de fermentacdo. Em STR tem-se uma maior produtividade de GAz de
2,1 mg/L.h a mais que em frascos de Erlenmeyer.

Com o BCB, tanto para EAPC e SPC, a maior producao de GA3 obtida foi em
torno de 200 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L.h) em 216 horas de fermentagcdo. De
acordo com os resultados, pode-se concluir que a fermentacdo em STR tem uma
maior producgéo e produtividade de GAs.

Ao comparar as etapas desenvolvidas no processo de producao de GAj3 neste
trabalho com as etapas desenvolvidas por FES, observou-se que, em termos de
producdo, a quantidade de GAj3; obtida por FESS é semelhante a obtida por FES
(7,69 e 7,6 g/kg de PC seca), mas a produtividade da producéo obtida por FES é

1,67 vezes maior que a obtida por FESS.
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CAPITULO 4
PURIFICACAO DO GA; PRESENTE NO CALDO FERMENTADO DE
POLPA CITRICA

RESUMO

O caldo fermentado é formado por misturas complexas de componentes que contém
o(s) produto(s) de interesse. Para se obter o produto purificado, h4 a necessidade de
realizar uma série de etapas conhecidas como opera¢des unitarias. Durante o
processo fermentativo de producdo do GAj;, outras giberelinas podem estar
presentes no caldo fermentado tais como GA;, GA4, GA7, GA13 € 0 GAs-isolactona.
O GA; pode ser recuperado do caldo fermentado através de processos de adsor¢ao,
extracdo liquido-liquido e através de métodos cromatograficos. Neste capitulo sera
apresentada a purificacdo do GA3 do caldo fermentado bem como a analise do GA3
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O GA3 foi purificado por processos de
filtragdo, precipitagdo de macromoléculas, clarificacdo em carvdo ativado, extragéo
liquido-liquido, concentracdo e cristalizacdo. As fracBes obtidas apos as etapas de
precipitacdo de macromoléculas (EF), clarificacdo em carvao ativado (EC) e
cristalizacdo foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
andlise do EF por CLAE mostrou que além do GAsz; ha presenca de outros
componentes e com pouca separacao entre eles. Deste modo, a quantificacdo de
GA; por CLAE no EF ndo é adequada. Na analise do EC por CLAE, verificou-se que
houve uma purificacdo do GAgs, pois 0 cromatograma apresentou somente dois picos
definidos, sendo um deles o GAs. Os cristais de GA; obtidos sdo pequenos e
incolores e no cromatograma pode-se observar a presenca de somente um pico,
semelhante ao pico do padrao de GA3 analisado nas mesmas condicoes.

Palavras chave: purificacao, cristalizacdo, CLAE

1. INTRODUCAO

O caldo fermentado é formado por misturas complexas de componentes que
contém o(s) produto(s) de interesse em solucdes diluidas. As etapas individuais do
processo que alteram ou separam o0s componentes de um determinado meio sao
conhecidas como operacdes unitarias, as quais, em um caldo fermentado, possuem
0 objetivo de concentrar e purificar o produto desejado para venda (Doran, 1998).

Para cada produto desejado, o processo de recuperacao sera diferente, mas
geralmente, ao processo de recuperacao de um produto segue uma sequencia geral
de etapas, as quais sdo: separacdo de células, tratamento primario, purificacdo e
tratamento final.

A separacao de células consiste em remover as células do caldo fermentado.

As operacdes utilizadas para remover as células séo a filtracdo e a centrifugagédo. O
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tratamento primério consiste em remover componentes cujas propriedades diferem
consideravelmente das do produto desejado. As operacdes béasicas utilizadas séo a
adsorcao, a extracao liquida e a precipitacdo. Os processos de purificacdo sdo muito
seletivos e separam o produto das impurezas presentes no caldo que apresentam
caracteristicas semelhantes ao produto. As operagfes utilizadas sdo a
cromatografia, a ultrafiltracdo e a precipitacdo fracionada. No tratamento final, a
pureza final requerida do produto depende de sua aplicacdo. Geralmente séo
utilizados processos de cristalizacdo seguida de uma centrifugacéo ou filtracdo para
recuperacédo dos cristais obtidos (Doran, 1998).

Durante o processo fermentativo de producdo do GAj;, outras giberelinas
podem estar presentes no caldo fermentado tais como GA;, GA,;, GA7, GA;3 e 0
GAgs-isolactona, o qual é biologicamente inativo (Rachev et al., 1993). O GA3 pode
ser recuperado do caldo fermentado através de processos de adsor¢cdo ou pela
extracdo com solventes e entdo purificado por repetidas extracdes liquido-liquido e
entdo, concentrado sob condicdo de vacuo. Enfim um produto em pé ou cristalino é
obtido (Shukla, Srivastava e Chand, 2003). A separacdo de giberelinas individuais
tem sido realizada também através de colunas de silica gel e sephadex LH20, por
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia de camada delgada (Rachev
et al., 1993).

Durante o processo fermentativo, diferentes GAs séo sintetizadas. Métodos
rapidos e simples foram desenvolvidos para analisar o GA3 (Berrios, lllanes e Aroca,
2004). Dentre os métodos utilizados, ha a analise espectrofotométrica e a anélise
por CLAE.

O método espectrofotométrico baseia-se na conversdo do GA3; em acido
giberelénico, pela acdo de &cidos fortes. A absorbancia do &cido giberelénico é
medida em 254 nm (Holbrook, Edge e Baily, 1961). E um método rapido e especifico
para o GAs, rotineiramente utilizado para a analise de caldos fermentados.

A CLAE promove separacao de diferentes tipos de giberelinas com boa
resolucdo, incluindo isémeros, além de uma quantificacdo precisa, sendo
potencialmente atrativo para esses fitohormonios polares e termicamente labeis. Os
detectores de UV tém sido utilizados em CLAE para a separacao de fitohormonios
em amostras de plantas (Barendese e Van de Werken, 1980; Sandberg et al., 1987;
Lin et al., 1991; Dobrev et al., 2005). Dois tipos de colunas podem ser utilizadas, a

pBondapak C18 e Radial-Pak-A. A fase movel consiste de na maioria das vezes,
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metanol-dgua destilada acidificada com acido fosférico em pH 3, com detec¢do a
203 ou 206 nm (Machado, 2002).
O objetivo desta etapa do trabalho foi purificar e analisar o GA; do caldo

fermentado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente trabalho foi a Gibberella fujikuroi LPB-
06, obtida do banco de cepas do Laboratério de Processos Biotecnologicos | (LPB-I),
da Divisdo de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade Federal
do Parana.

A cepa foi mantida em meio PDA (Potato Dextrose Agar) a 4 °C e sendo

repicada a cada 3 meses.

2.2. Substrato

Foi utilizado a PC, um subproduto da agroindustria brasileira, como substrato
para producdo de GAsz. A PC foi fornecida pela empresa Coalma Comércio de
Produtos para Alimentacdo Animal, na forma de pellets, os quais foram triturados e
classificados na granulometria menor que 5 mm.

A PC foi mantida na forma sélida a temperatura ambiente e o EAPC foi
preparado no momento do uso. O EAPC foi obtido utilizando 5 g de PC moida
(granulometria menor que 5 mm) em 50 mL de agua. Essa suspenséo foi levada a
ebulicdo por 30 minutos em banho-maria e entao filtrada para remoc¢éo dos sélidos
suspensos (Rodrigues, 2010).

O ESSPC foi obtido misturando 5 g de PC, com tamanho entre 2 e 2,8 mm,
com 100 mL de solugdo contendo 20 g/L de sacarose e 0,6 g/L de uréia. Essa

suspensao foi esterilizada em autoclave por 15 minutos a 121°C.

2.3. Preparo do in6culo de G. fujikuroi LPB-06
A cepa de G. fujikuroi LPB-06 foi cultivada em tubo de ensaio contendo meio
PDA inclinado e incubada a 30 °C por 7 dias. O micélio foi raspado do meio PDA

com auxilio de uma alga de niquel e entdo inoculado nos frascos Erlenmeyer de 250
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mL contendo 50 mL de meio a base de EAPC a 5 %. O cultivo foi conduzido a 29 °C

sob agitacao de 120 rpm por 96 horas.

2.4. Producéo de GA3; por FESS

A fermentacéo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL
do ESSPC. O ESSPC contém 5 % de PC (m/v), 20 g/L de sacarose, 0,6 g/L de uréia
e pH 5,6. Foi utilizada uma taxa de inoculacédo de 10% (v/v).

A fermentacao foi conduzida a 29°C, sob agitacdo de 120 rpm por 168 horas.

2.5. Purificagdo do GA; e analise por CLAE
A purificacdo do GA;z foi realizada segundo a metodologia utilizada por
Rodrigues (2010). As etapas realizadas para purificacdo do GAs produzido por FESS

estdo apresentadas no fluxograma da Figura 27.
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Figura 27. Fluxograma do processo de purificacdo do GA; do caldo fermentacéo.
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O caldo fermentado foi filtrado para remocéo da biomassa e, em seguida,
realizou-se uma precipitacdo para remo¢do de macromoléculas. Para precipitagdo
foram utilizados 15 mL do filtrado e adicionou-se 5 mL de etanol, 1 mL da solucdo de
Carrez 1 (acetato de zinco a 30 %), 1 mL da solucdo de Carrez 2 (ferrocianeto de
potassio a 15 %). O volume foi completado para 25 mL com &gua deionizada. O
material foi filtrado para remocdo do precipitado e no liquido clarificado foi feita a

analise de GA; por espectrofotometria e por CLAE.
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Para a clarificacdo do extrato fermentado, foi utilizado um carvao ativado na
forma de po6 (referéncia C118-CB), o qual foi gentilmente fornecido pela empresa
Carbomafra S/A. Foram utilizados 30 g de carvao ativado, que foram empacotados
em uma coluna de vidro de 48 mm de diametro com altura de carvéo ativado de 70
mm. A coluna foi lavada com &gua deionizada e entdo 500 mL do extrato foram
percolados pela coluna com auxilio de uma bomba peristéltica a uma vazdo de 80
mL/min. Em seguida, a coluna foi lavada com agua deionizada (Rodrigues, 2010).

O extrato clarificado (passado pelo carvado ativado) teve o pH abaixado para
1,5 com HCI 0,1 N e entéo foi adicionado acetato de etila na proporgéao 1:1 (v:iv) em
um funil de separac@o. A mistura foi agitada e entdo ficou em repouso até a fase
contendo solvente organico separar da fase aquosa. A fase de acetato de etila foi
recolhida e entdo foram realizadas mais duas extracfes com acetato de etila nas
mesmas condi¢des descritas acima (Rodrigues, 2010).

As amostras apés extracdo com acetato de etila foram concentradas até
aproximadamente 1/10 do volume inicial e, em seguida acondicionadas em um copo

de Becker a temperatura entre 4 e 10 °C para que houvesse cristalizacdo do GAs.

2.6. Analises

A andlise do GA3; por espectrofotometria e por CLAE foram realizadas no
extrato apds a etapa de precipitacdo de macromoléculas e no extrato clarificado.

A analise espectrofotométrica utilizada consiste na acidificacdo do extrato
com HCI 3,7 M durante 60 a 80 min a 20 °C e analisado a 254 nm (Holbrook, Edge e
Bailey, 1961).

Nas andlises realizadas em CLAE, foram utilizadas 20 pL da amostra e a
eluicdo foi feita com uma mistura de solvente A (metanol) e solvente B (Agua com
pH 3,0 acidificada com &cido fosférico) com fluxo de 1,00 mL/min. A coluna utilizada
foi a C-18 a temperatura ambiente e detector de UV a 210 nm. A andlise foi
realizada em comparagcdo ao padrao de GAs; (99% de pureza) nas mesmas

condi¢cbes das amostras (Rodrigues, 2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3. Analises do extrato fermentado e do extrato clarificado por CLAE
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Para andlise de GA; por CLAE, o extrato fermentado foi clarificado a fim de se
obter cromatogramas com picos separados e definidos. As amostras analisadas por
CLAE foram do extrato fermentado (EF) obtido apés a etapa de precipitacdo de
macromoléculas, do extrato clarificado (EC) obtido apds a etapa de passagem pela
coluna de carvao ativado e dos cristais de GAs. O resultado da analise do EF e do

EC por CLAE é apresentado na Figura 28.
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Figura 28. Andlise por CLAE. A esquerda (A) esté representado o cromatograma obtido do EF e a

direita (B) est4 representado o cromatograma obtido do EC

O cromatograma da analise do EF mostra que, além do GA; ha presenca de
outros componentes com pouca separacao entre eles. Deste modo, a quantificacéo
de GA; por CLAE no extrato fermentado nao é adequada.

No EC observa-se que, em relacédo ao EF, houve uma limpeza efetiva apos a
passagem pela coluna de carvao ativado. Essa limpeza pode ser observada no
cromatograma obtido do EC em que h& a presenca de dois picos separados e
definidos, sendo que um deles € o pico do GA; (pico indicado na Figura 28). A
diferenca visual entre o EF e 0 EC e a eficiéncia de limpeza do EC pela coluna de

carvao ativado pode ser visualizada na Figura 29.
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Figura 29. Extrato fermentado (esquerda) e extrato clarificado (direita).
FONTE: A Autora.

A andlise de componentes através da CLAE oferece resultados reais quando
existe uma boa separacdo entre os picos referentes aos componentes da amostra.
Em extratos fermentados nos quais ha uma grande quantidade de compostos, esta
técnica fica vinculada a uma limpeza e preparo rigoroso da amostra, além do
desenvolvimento da metodologia de andlise. Deste modo, utilizou-se a metodologia
de andlise de GA; no EF por espectrofotometria até esta etapa dos estudos. A
metodologia de espectrofotometria utilizada € especifica para a analise de GAg,
sendo bastante util quando se tem um grande numero de analises a realizar
(Rodrigues, 2010).

A analise quantitativa do GAz no EF e no EC é apresentada na Tabela 44, em
gue para a condi¢do utilizada na coluna de carvao (30 g de carvao para 500 mL de
extrato e vazdo de 80 mL/min) houve recuperacao de 58 % de GA3. Esse resultado
indica que parte do GA3; foi adsorvido pelo carvao ativado. Essa porcentagem de
recuperacdo de GAgs, utilizando o carvao ativado, foi préxima a obtida por Rodrigues

(2010), a qual obteve 63 % de recuperacéo de GAs.

Tabela 44. Concentracdo de GA; por espectrofotometria no EF e no EC e porcentagem de

recuperacdo do GAs.

Extrato fermentado Extrato clarificado Recuperacio de GA
(Concentracdo de GA3) (Concentracdo de GAj) perac 3
200 mg/L 116 mg/L 58 %

No extrato clarificado foi realizada uma extracdo liquido-liquido com acetato

de etila. A fracdo contendo o acetato de etila foi recuperada e foi concentrada para



113

posterior cristalizacdo em baixa temperatura (4-10°C). Os cristais obtidos foram re-

suspendidos com etanol e analisados por CLAE para verificar a pureza do GAs

(Figura 30).
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Figura 30. Analise de GA; por CLAE. A esquerda (lado A) esta apresentado o cromatograma do

cristal obtido apés a etapa de purificacédo e a direita (lado B) esta apresentado o cromatograma do

padrdo de GAz; 99% de pureza da marca Sigma a 0,1 g/L ambos dissolvidos em etanol.

Nesta analise os cristais obtidos de 200 mL de extrato clarificado, foram

solubilizados em etanol e analisados. Foi observada a presenca de trés picos néo

separados o que talvez pudesse ser devido a baixa concentracdo do analito ja que

nessas condi¢cbes as interacdes que ocorrem entre o analito, a fase mével e a fase

estacionaria se apresentam mais evidentes. Assim, foi escolhida uma concentracao

baixa de padrdo (0,1 g/L) para que se pudesse observar se este efeito também

ocorreria em uma amostra pura (99%), o que realmente foi observado (Figura 30 B).

Desta forma com a analise do cromatograma dos cristais obtidos, observa-se que o

processo de purificacdo do GAj; foi efetivo.
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Figura 31. Cristais de GA; obtidos apds a purificacdo do extrato fermentado.
FONTE: A Autora.

Neste trabalho, as condicGes de cristalizacdo utilizadas ndo foram otimizadas
e ndo houve agitacdo durante o processo cristalizagcéo (por resfriamento). Os cristais
obtidos sdo pequenos e brancos (Figura 31). Rachev et al. (1993) purificaram o GA3
de um caldo fermentado e apés a extracéo liquido-liquido obtiveram cristais brancos

com pureza de 75%.

4. CONCLUSAO

O processo de purificacdo do extrato fermentado foi efetivo para remocéo dos
contaminantes presentes e, ao final do processo obtiveram-se cristais de GAz. Os
extratos obtidos durante o processo de purificacdo foram analisados por CLAE e nos
cromatogramas obtidos pode-se observar a remogao dos contaminantes. Ao realizar
a andlise do padrdao de GAs; 99% pode-se comprovar que o cristal purificado
corresponde ao GAs.

A analise do EF por CLAE mostrou que a quantificacdo do GA3 neste meio é
impossibilitada devido a presenca de contaminantes na amostra que nao puderam
ser separados nas condicdes utilizadas. Desta forma faz-se necessario uma
clarificagcdo da amostra para quantificar o GAs por CLAE. Para o EF a quantificacao
por método espectrofotométrico mostrou-se assim, continuar sendo a mais

adequada.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho realizou-se o estudo da producdo de GAj3; por fermentacao
submersa e fermentacao no estado semissalido, utilizando a PC como substrato pré-
tratado. Utilizou-se o extrato aquoso de polpa citrica (EAPC) e a suspenséo de polpa
citrica (SPC).

A cepa Gibberella fujikuroi LPB-06 foi escolhida dentre as cepas existentes no
banco de cepas LPB, pois produziu a maior quantidade de GAz em meio liquido
sintético ICI, 248,9 mg/L de GAs.

O EAPC foi selecionado como substrato para producdo de GAsz por
fermentacdo submersa. A maior producao obtida foi de 150 mg/L (produtividade de
1,2 mg/L/h) em 120 horas (5 dias) de fermentacdo. Pode-se destacar a substituicdo
de um meio sintético por um meio a base de um subproduto da agroinddstria com
baixo valor agregado.

ApOs as etapas de otimizacdo com o emprego de planejamentos
experimentais, houve aumento na producdo de GAsz;. Em fermentacdo submersa
(FSm) houve um ganho de 113% em relacdo a condicao inicial de fermentacéo
sendo a maior concentracdo de GAj3; obtida de 320 mg/L (3,7 g de GAs/kg de PC
seca) em 336 horas de fermentacdo. As condicdes empregadas neste caso foram:
EAPC 10% (10% m/v de PC seca no extrato), pH 5,5 (natural da PC), 10% v/v de
taxa de inéculo e 0,5 g/L de MgSO,, a 29 °C e 120 rpm. Em fermentacéo
semissolida utilizando a SPC, o ganho foi de 85% em relacdo a condi¢éo inicial de
fermentacdo. Obteve-se uma concentracdo de GA3z de 331 mg/L (7,7 g de GAs/kg de
PC seca) utilizando 5% m/v de PC na SPC, granulometria da PC de 2 a 2,8 mm, 20
g/L de sacarose, 0,6 g/L de uréia, 0 29 °C e 120 rpm.

Ao comparar a producao de GAz nos dois sistemas de fermentagéo, observa-
se que ha pouca diferenca entre concentracdo de GA3 obtida em relagcdo ao volume
do fermentado (320 mg/L em FSm e 331 mg/L em FESS). Essa produc¢ao obtida, em
relacdo a massa seca de PC adicionada no extrato, observa-se que em FESS como
SPC obteve-se o dobro de producdo de GA3 em relacdo a FSm utilizando o EAPC
(7,7 g de GAs/kg de PC seca por FESS com SPC e 3,7 g de GAs/kg de PC seca por
FSm com EAPC).

Com o escalonamento da producdo em EAPC de frascos de Erlenmeyer para

STR, houve um ganho de produtividade em relagcdo a producdo em frascos de
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Erlenmeyer. Esse aumento deve-se ao fato de que no STR a velocidade de agitacéo
ser maior e haver aeragdo forgada. A maior produgdo em STR foi 273 mg/L
(produtividade de 2,8 mg/L.h) em 96 horas, enquanto que em frascos de Erlenmeyer
a maior producdo foi de 320 mg/L (produtividade de 0,9 mg/L.h), obtida em 336
horas de fermentagdo. Em STR tem-se uma maior produtividade de GA; de 2,1
mg/L.h a mais que em frascos de Erlenmeyer.

O escalonamento da producdo de frascos de Erlenmeyer para biorreator do
tipo BCB, tanto com o EAPC como com a SPC, a maior producdo de GA; obtida foi
de 200 mg/L em 216 horas de fermentacdo, com taxa de aeracdo de 1 L/min. Essa
taxa de aeragdo promoveu uma maior agitacdo do meio durante a fermentacgéo.

Este trabalho teve resultados que sdo promissores principalmente utilizando a
técnica de fermentacdo no estado semissdlido, pois os estudos de aumento de
escala para biorreatores STR e BCB nao foram concluidos. H& perspectivas de
aumento de produgédo e melhora na produtividade de GA3z assim como a obtencao

dos produtos a base de GAz em po (cristal) e liquido.
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PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho foram bastante promissores, pois apresentam

perspectivas de sequiéncia dos estudos para formulacdo de um novo produto. Deste

modo, os estudos a serem realizados para dar continuidade sdo apresentados a

sequir:

Aumento de escala do processo de producéo de GAs por FESS de frascos de
Erlenmeyer para biorreator STR.

Estudo de diferentes modos de fermentacdo em STR como a batelada
alimentada.

Melhoramento genético do fungo selecionado como bom produtor de GA3; em
fermentacdo submersa e fermentacéo no estado semissolido.

Estudos de processo de concentracao, clarificacdo e purificacdo do GAs.
Formulacao de diferentes produtos a base de GAz produzido por fermentacao
utilizando polpa citrica.

Aplicacéo dos produtos obtidos em campo.

Modelagem matematica do processo de producdo de GAgz, envolvendo todas
as variaveis significativas.

Estudo econémico dos custos de producao dos produtos obtidos.

As etapas de melhoramento genético do fungo e estudos de purificacdo do

GA; estdo em andamento.
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