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RESUMO

Objetivou-se determinar e otimizar a produgcdo de amilases e pectinases, por
Gongronella butleri sob cultivo em estado sdlido (CES), em subprodutos
agroindustriais (SA). Foi realizado teste de verificacao litica a 35°C, em meio liquido e
sélido com amido ou pectina; assim como o crescimento micelial em agar padréo a
25, 30, 35 e 40°C. A producdo enzimatica foi obtida pelo CES a 25, 30 e 35°C em 72
h, sobre diferentes SA caracterizados fisico-quimicamente; e as atividades
determinadas pelo método de reducao do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS), além do
dextrinizante para as amilases. A temperatura foi fixada a 35°C, e o perfil enzimatico
pelo DNS foi monitorado para alguns dos SA ao longo de 120 h, visando identificar os
picos de maior atividade, que ocorreram em farelo de trigo (FT) e soja (FS). O
acréscimo das atividades enziméticas nesses SA foi testado por planejamento
experimental 23, a 35°C por 72 h, combinando proporcdes de FT e FS, e variando o
teor inicial de solugcdo mineral e CaClz dos cultivos; seguido por planejamento um fator
por vez, onde se monitorou o efeito de combinacdes de FT e FS durante 120 h. As
melhores condicBes experimentais obtidas anteriormente foram usadas como
parametro para se aplicar um delineamento composto central rotacional (DCCR),
visando obter o ponto 6timo de producao enziméatica, tendo como fatores umidade
inicial do meio; temperatura e tempo de cultivo. O fungo desenvolveu-se em meio
liquido e sdlido contendo amido ou pectina, formando massa micelial em até 24 h. A
expansao micelial apresentou diferenca significativa (p < 0,05) inicial nas temperaturas
testadas, apos 72 h, ndo sendo observado crescimento a 40°C. Dos SA avaliados,
88,9% induziram atividade amilolitica dextrinizante inferior a 2,5 U mL* em ao menos
uma das temperaturas, sendo a maior atividade (9,6 U mL') observada a 35°C em
FT. As atividades amiloliticas pelo DNS foram = 7,0 U g, em todas temperaturas
testadas, quando se empregou FS e FT, e para este houve aumento de 31% da
atividade pectinolitica de 25°C para 35°C. O pico de atividade amilolitica pelo DNS foi
atingido em 72 h para FT (13,7 U g!) e 96 h para FS (16,0 U g); os outros SA
mantiveram perfis de atividade inferiores a 3,8 U g. A atividade pectinolitica atingiu
pico de 41,7 U g para FT, e 33,0 U g para FS em 48 h e apés emprego do
planejamento 23 foi observado acréscimo de 82% na atividade amilolitica e 33% na
pectinolitica, quando comparado a média individualizada em FT e FS. As maiores

atividades amiloliticas (15,97 U g!) e pectinoliticas (128,92 U g1), tenderam a ocorrer



em 48 h, e na combinacdo FT:FS (25%:75%), nao diferindo de FT:FS (50%:50%),
para pectinases, apés planejamento um fator por vez. A 6tima producdo enzimatica
(amilases = 32,35 U g!; pectinases = 246,62 U g*) obtida por DCCR foi atingida em
61,37% umidade inicial, 30°C e 68 h de cultivo. Os resultados indicam potencial de

producdo enzimatica, em especial pectinases, por G. butleri quando em FT e FS.

Palavras—chave: Biomassa vegetal. Bioprocesso. Fungos isolados do Cerrado.

Producgédo enzimatica. Residuos agroindustriais.



ABSTRACT

The objective was to determine and optimize the production of amylases and
pectinases by Gongronella butleri under solid state cultivation (SSC) in agro-industrial
by-products (AP). A lytic verification test was carried out at 35°C, in liquid and solid
medium with starch or pectin; as well as mycelial growth on standard agar at 25, 30,
35 and 40°C. The enzymatic production was obtained by SSC at 25, 30 and 35°C in
72 h, on different physicochemically characterized AP; and the activities determined
by the method of reduction of 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS), in addition to the
dextrinizer for amylases. The temperature was fixed at 35°C, and the enzymatic profile
by DNS was monitored for some of the AP over 120 h, in order to identify the peaks of
higher activity, which occurred in wheat bran (WB) and soybean (SB). The addition of
enzymatic activities in these AP was tested by experimental design 23, at 35°C for 72
h, combining proportions of WB and SB, and varying the initial content of mineral
solution and CacCl2 of the crops; followed by planning one factor at a time, where the
effect of combinations of WB and SB was monitored during 120 h. The best
experimental conditions previously obtained were used as a parameter to apply a
central composite rotational design (DCCR), in order to obtain the optimum point of
enzyme production, having as factors the initial moisture of the medium; temperature
and time of cultivation. The fungus developed in a liquid and solid medium containing
starch or pectin, forming mycelial mass within 24 h. The mycelial expansion showed a
significant difference (p < 0.05) at the initial temperatures tested, after 72 h, with no
growth being observed at 40°C. Of the AP evaluated, 88.9% induced dextrinizing
amylolytic activity less than 2.5 U mL* in at least one of the temperatures, with the
highest activity (9.6 U mL™1) being observed at 35°C in WB. The amylolytic activities by
DNS were 2 7.0 U g}, at all temperatures tested, when SB and WB were used, and for
this there was an increase of 31% in pectinolytic activity from 25°C to 35°C. The peak
of amylolytic activity by DNS was reached in 72 h for WB (13.7 U g!) and 96 h for SB
(16.0 U g?); the other AP maintained activity profiles below 3.8 U g*. The pectinolytic
activity reached a peak of 41.7 U g for WB, and 33.0 U g for SB in 48 h and after
the use of planning 23, an increase of 82% in the amylolytic activity and 33% in the
pectinolytic activity was observed, when compared to the individualized average in WB
and SB. The highest amylolytic (15.97 U g) and pectinolytic (128.92 U g) activities
tended to occur within 48 h, and in the WB:SB (25%:75%) combination, not differing



from WB:SB (50%:50%), for pectinases, after planning one factor at a time. The
optimal enzyme production (amylases = 32.35 U g; pectinases = 246.62 U g?)
obtained by DCCR was reached at 61.37% initial moisture, 30°C and 68 h of
cultivation. The results indicate potential for enzyme production, especially pectinases,
by G. butleri when in WB and SB.

Keywords: Vegetable biomass. Bioprocess. Fungi isolated from the Cerrado.
Enzymatic production. Agro-industrial waste.
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1 INTRODUCAO

O cenario global da sociedade contemporanea marcado em grande parte pelo
sistema capitalista, vem ao longo dos tempos estimulando a producdo e consumo
desenfreados. Isso tem demandado um enorme aporte de recursos naturais e
dispondo no ambiente uma grande quantidade de rejeitos e energia, que devido a sua
constituicdo e/ou alta carga emitida, demoram a ser transformados e reutilizados
naturalmente. Tal situac&o gera desordens e impactos negativos ao meio ambiente,
além da escassez de recursos, ma qualidade de vida, disputas sociais, problemas de
salde publica, dentre outros.

Essa degradacdo ambiental, iniciada em particular no século XVIII, decorrente
da Revolucéo Industrial, e acentuada nos anos seguintes, especialmente a partir do
século XX com o advento da globalizacéo, tém suscitado na humanidade um clamor
por solucdes que visem congregar o paradoxo do desenvolvimento social e econdmico
associado a conservacao e protecdo da vida e do ambiente, de modo a dar um
direcionamento mais sustentdvel a sociedade (ONU, 2015; LAMPKOWSKI;
LAMPKOWSKI, 2016).

O setor agroindustrial, pautado principalmente na producéo alimenticia, atua
como um dos mais importantes pilares econdmicos do Brasil (MOREIRA, 2016),
gerando por consequéncia grandes quantidades de “residuos” de biomassa que se
nado forem adequadamente manejados e/ou aproveitados podem trazer prejuizos em
termos ambientais.

Dentre as distintas aplicacfes desses subprodutos agricolas e agroindustriais
destacam-se 0 emprego para a alimentacdo humana e animal; como matéria prima
em uma gama variada de inddstrias; ou como substrato para o cultivo de micro-
organismos e consequente producgéo de biomassa celular, bioprodutos e energia, que
apresentam nesse caso, um maior valor agregado (SILVA et al., 2019). Tal aplicagao
se da especialmente porque essas sobras agricolas ou do beneficiamento industrial,
ainda apresentam energia potencial metabolizavel e nutrientes, que podem ser
convertidos biologicamente (DE TONISSI E BUSCHINELLI DE GOES et al., 2016;
PANDA et al., 2016).

Segundo Hartung (2020), faz-se necessario esforcos articulados que mobilizem

de forma compartilhada a sociedade com vistas a se transformar a maneira de fazer
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negocios, consumir, construir e viver, inserindo-se assim no ciclo virtuoso da
bioeconomia.

Nesse sentido, a busca por processos mais sustentaveis nos diferentes setores
econdmicos da sociedade e em especifico na agricultura e cadeia agroindustrial, tem
sido abordada de maneira mais estratégica ultimamente, tornando os impactos
advindos da sustentabilidade mais visiveis e faceis de serem administrados, com
reflexos mais palpaveis em diversos setores (MOREIRA, 2016).

Estudos recentes vém mostrando os beneficios de se aliar e aproveitar de
forma sustentavel da biodiversidade e dos servi¢os ecossistémicos por ela fornecidos
direta e indiretamente (SILVA; VASCONCELLOS, 2018; VASCONCELLOS;
BELTRAO, 2018; JOLY et al., 2019; MARTINHO et al., 2019; PARON et al., 2019).
Dentre tais servicos, pode-se destacar a bioconversdo de sobras das culturas
agricolas por micro-organismos, especialmente fungos, em outros produtos e/ou
energia. Saad et al. (2017), por exemplo, evidenciaram satisfatéria eficiéncia biolégica
(produtividade) de conversao da palha de milho (mais de 47%) em massa micelial
fresca por Ganoderma lucidum, um cogumelo potencialmente funcional e com
propriedades medicinais. Ja, Santos-Rocha et al. (2017) obtiveram eficiéncias
fermentativas de conversao da biomassa da palha e sabugo de milho pré-tratados
hidrotermicamente, em etanol de segunda geracédo em valores aproximados de 87,5%
e 86,9%, respectivamente.

Uma outra frente de estudos que se destaca € o aproveitamento das sobras
agroindustriais como substrato para cultivo microbiano e consequente producao de
enzimas de interesse comercial. Tal fato relaciona-se ndo somente com a busca atual
por processos mais sustentaveis; e a versatilidade bioquimico-metabdlica dos micro-
organismos, que possibilita otimizar a producédo desses bioprodutos (ABDULLAH et
al., 2018); mas também pelo crescimento do mercado mundial de catalisadores
bioldgicos. De acordo com pesquisa realizada pela BCC Research (2018), o mercado
global de enzimas foi avaliado em 4,58 bilhdes de dolares no ano de 2016, devendo
atingir 7,48 bilndes em 2025, com o aumento da demanda de enzimas derivadas
naturalmente.

Dentre as distintas alternativas de obtengédo de enzimas flngicas, 0 emprego
do cultivo de micro-organismos em estado solido (CES), apresenta-se como uma

técnica economicamente menos onerosa e de mais facil realizacéo (SANTI; BERGER,;
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SILVA, 2014; SANTOS P. et al., 2018), quando comparado a extracdo obtida de
macerados celulares e/ou teciduais de vegetais e animais.

Tém-se notado que a bioprospeccdo de enzimas e/ou coquetéis enzimaticos
advindos do metabolismo microbiano sobre as sobras agroindustriais podem
promover melhorias de rendimento, qualidade e reducéo de custos e energia, em meio
ao desenvolvimento de processos e/ou elaboracao de produtos.

No rol de enzimas produzidas por atividade microbiana e empregadas
comercialmente, encontram-se dentre outras, as amilases e pectinases. Segundo
Mukesh Kumar et al. (2012) e Oliveira et al. (2015), essas biomoléculas correspondem
juntas de 10 a 33% do mercado internacional de catalisadores bioldgicos, tendo uma
ampla aplicacdo em diferentes setores da atividade humana, sejam em processos
e/ou produtos da &rea alimenticia, bebidas, téxtil, quimica, entre outros (POLIZELI;
SILVA, 2016; AMIN; BHATTI; BILAL, 2019).

Em estudo sistematizado de revisao da literatura com relacdo a producéo de
enzimas microbianas sob cultivo em estado solido empregando diferentes
subprodutos agroindustriais, Santos P. et al. (2018) observaram que 49% das
pesquisas publicadas sobre o assunto sédo brasileiras, tendo como principal enfoque
a producéo de celulases; como agente bioldgico mais utilizado o fungo Aspergillus
niger; e como residuos mais empregados, o farelo de trigo e sobras da fruticultura.
Dado esse contexto, faz-se necessério estudar a atividade de outros micro-
organismos sobre substratos alternativos, de modo a se ampliar as potencialidades

de obtencao de distintas enzimas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Producdo agricola/agroindustrial, bioeconomia e desenvolvimento

sustentavel

Os desafios econémicos impostos as sociedades atuais estdo atrelados a
diferentes fatores sejam eles ambientais, sociais ou financeiros, que podem levar a
instabilidade de setores produtivos individuais ou mesmo de economias inteiras. A
interconexao global existente na natureza e mesmo aquela realizada pelo homem por
meio da globalizacéo, trazem beneficios como expansdo de mercados, acesso a
informacao e tecnologia, entre outros; mas também podem incorrer em desvantagens
como empobrecimento de uma grande parcela da sociedade, problemas ambientais
e de saude publica, como por exemplo a atual pandemia da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave de Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (FERREIRA, 2017; GEISSDOERFER
et al., 2017; DINIZ et al., 2020).

O panorama mundial das pesquisas mostra que uma das formas de se mitigar
as crises econondmico-sécio-ambientais da atualidade perspassa pela insercéo e
imersdo dos paises e seus sistemas politicos, em projetos, programas e acdes
associados ao desenvolvimento sustentavel (THORSTENSEN; MOTA, 2018). Tal
cenario exige uma observacao de todas as facetas dos problemas e 0 engajamento
de todos os atores sociais, incluindo governos, sociedade civil, organizacbes nao-
governamentais, setor privado, industrial e de pesquisa (GEISSDOERFER et al.,
2017).

O Brasil apresentou nos ultimos anos, queda no ranking no indice de
Desempenho Ambiental (Environmental Performance Index - EPI) passando da 462
posicdo em 2016 (HSU et al., 2016) para a 692 posicao em 2018 (EPI, 2018). Tais
indicadores do EPI medem a proximidade do pais ao cumprimento de metas
estabelecidas internacionalmente quanto a protecéo da saude humana e protecéo dos
ecossistemas. No que tange ao setor agricola e agroindutrial, o volume agroprodutivo
exerce impactos significativos na sustentabilidade do pais (NEVES; SALGADO;
SANTOS, 2017), especialmente se ndo for adequadamente manejado. Conforme
relatorio emitido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, a
agricultura foi uma das atividades humanas que mais demandou agua em 2017 (IBGE,
2017).


https://bibliotecadigital.fgv.br/dspace/browse?type=author&value=Thorstensen,%20Vera%20Helena
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Um outro fator que influi no desempenho ambiental do setor agroindustrial
brasileiro € a grande quantidade subprodutos gerados anualmente e provenientes de
diferentes culturas e processos industrais. Conforme Moraes et al. (2017), é estimado
gue a quantidade de biomassa produzida no Brasil possa atingir aproximadamente 1
Gt em 2030. Para tais autores, as sobras geradas, incluindo também aquelas do
processamento, ainda sdo subutilizadas, sendo dispostas de forma inadequada no
solo, gerando além de desperdicios de nutrientes e energia, passivos ambientais de
significativo impacto.

Nascimento Filho e Franco (2015) relatam que os subprodutos gerados sao
provenientes de diversas etapas da cadeia produtiva, havendo estimativas de que
cerca de 70% da biomassa vegetal é realmente aproveitada e em torno 30% €
rejeitada. Dentre os diferentes motivos associados a tal desperdicio estdo a grande
oferta de matéria prima vegetal disponivel no pais; o desenvolvimento ainda incipiente
e pouco difundido de tecnologias de aproveitamento; a pseudo impressédo empresarial
de que os subprodutos sdo considerados custos operacionais adicionais a
empresa/inddstria; o baixo investimento em pesquisas sobre o assunto e politicas
governamentais internas que estimulem esse setor.

Devido a rigueza em nutrientes e energia apresentada por muitos dos
subprodutos (casca, bagaco, polpa, sementes, carocos, folhas, talos e hastes) da
biomassa vegetal (SARAIVA et al., 2018), varios estudos tem ganhado notoriedade e
investimentos recentes em diferentes paises (NASCIMENTO FILHO; FRANCO,
2015). Os subprodutos tém sido aproveitados na elaboracao de alimentos, produtos e
utensilios humanos; como racao para animais de criacao; abubos e fertilizantes; na
producdo de biocombustivel e elaboracao fermentativa de bioprodutos; entre outros
(PENHA et al., 2016; CARVALHO et al., 2016; CRUZ; PEREIRA; FIGUEIREIDO,
2017; SANTOS C. et al, 2018; BARROS et al.,, 2019; DIAS; REIS, 2019),
possibilitando agregar valor a cadeia produtiva (NWACHUKWU et al., 2016).

As discussoes cientificas sobre a adogcao de praticas sustentaveis no setor
agroindustrial crescem em diversas atividades e regides do Brasil, como comprova
um estudo exploratorio de levantamento da producdo cientifica brasileira sobre o
assunto realizada por Zanella e Lago (2016). De acordo com as autoras, em geral a
adocéao de acOes sustentaveis sdo incoporadas em decorréncia de exigéncias legais,

ou necessidade da obtencao de certificacfes, mas algumas organizacdes produtivas
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ja utilizam tais praticas com um carater estratégico em suas metas mercadoldgicas e
tecnoldgicas, transformando-as em oportunidades de negdcios.

A sustentabilidade nos mais variados segmentos econdmicos tem se tornado
cada vez mais necessaria visando um desenvolvimento ecologicamente correto, que
proporcione melhor qualidade de vida a sociedade, sem contudo deixar a lucratividade
financeira dos negdcios. A sociedade vem se conscientizando a cada dia da
necessidade de se adotar alternativas e estratégias sustentaveis, que possam ao
mesmo tempo elevar os niveis produtivos e otimizar o uso dos recursos naturais, de
modo a atender as necessidade da geracdo atual, sem contudo, esquecer das
geracOes futuras e promover danos irreparaveis ao meio ambiente (SILVA, 2012;
TORRES et al., 2014; SILVA; MEGALE, 2020).

Nesse sentido, a bioeconomia tém se mostrado como um solucédo plausivel
para que a escassez de recursos naturais se equilibre diante ao consumo, e a
producdo dos bens, os quais dependem desses recursos (LAMPKOWSKI,
LAMPKOWSKI, 2016). Para Moreira (2016), o conceito de bioeconomia sempre
esteve inserido no setor agricola e agroindustrial, mas s6 recentemente vem sendo
abordado de maneira mais estratégica.

Estima-se que até 2030 a populacéo global creca 16% saindo dos 7,3 bilhdes
de habitantes em 2015, para 8,5 bilhdes (UNITED NATIONS, 2017). Projecdes
indicam que a extracéo de recursos da natureza pode aumentar 119% de 2015 para
2050, com um crescimento nas emissfes dos gases estufa de até 41% (HATFIELD-
DODDS et al., 2017).

Aliado a esse aumento populacional, demandas e desafios que possam
agregar o desenvolvimento pautado em um modelo que permita reduzir a poluicao,
conservar e otimizar o uso dos recursos naturais, e preservar a biodiversidade, tém
sido buscados. Para Aquilani et al. (2018) é preciso que o0s paises adotem sistemas
econdmicos mais sustentaveis, capazes de garantir a produgdo e consumo mais
limpos e seguros, com base em inovagéo e tecnologia, reduzindo, reciclando e
reutilizando os recursos. E para isso, uma das alternativas de se materializar esse
novo paradigma seria abrir-se ao modelo de desenvolvimento pautado na
Bioeconomia (EL-CHICHAKLI et al., 2016; IPEA, 2017).

Conforme Silva, Pereira e Martins (2018), ndo ha um consenso sobre a
definicdo conceitual de bioeconomia, pois ela tem evoluido e variado conforme o0s

autores e paises, entretanto existem elementos convergentes entre as diferentes
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definicbes, que sdo: as origens em atividades primarias; enfoque transversal; e énfase
na producdo com emprego de tecnologias avancadas de conversao de produtos. Para
0S autores a producao e comercializagcdo de produtos téxteis naturais, bem como,
cervejas, vinhos e queijos foram os primeiros indicios tradicionais, que tém sido
aprimorados com o tempo, e vém constituindo a bioeconomia moderna.

A Organisation for Economic Co-operation and Development — OECD, definiu
o termo bioeconomia, como uma atividade onde a biotecnologia estd atrelada a
producdo econdmica, envolvendo desenvolvimento sustentivel, biomassa renovavel
e integracdo e aplicacdo desses setores (OECD, 2009). Membros do Conselho de
Pesquisa em Tecnologia e Bioeconomia da Alemanha, definiram essa atividade
econdmica como a area que engloba todos os setores e servicos que produzem,
processam ou utilizam quaisquer recursos bioldgicos renovaveis, independente de
sua forma (HUNTTL et al., 2011).

De acordo com a Comissdo Europeia, a bioeconomia baseia-se na producao
de alimentos, racdes, produtos de base biolégica e bioenergia, empregando-se
recursos renovaveis, bem como residuos dos processos produtivos de transformacéo;
tendo como viés constitutivo os bioprocessos de conversdo de biomassa, a
biotecnologia e os distintos produtos (vacinas, medicamentos, enzimas, etc.) por ela
gerados, assim como 0S processos e servicos associados a sua aplicacdo na saude,
indastria e meio ambiente (EUROPEAN COMMISSION, 2012).

Para varias agéncias e departamentos governamentais dos Estados Unidos
(DOE et al.; 2016), a definicdo de bioeconomia tem por base a substituicdo de
recursos fésseis por fontes de biomassa, assim como o0 uso de ferramentas da
biotecnologia, que possam gerar energia e produtos sustentaveis, promovendo
beneficios economico-socioambientais e de seguranga nacional.

Segundo Parisi e Ronzon (2016), a bioeconomia no Canada € definida como
atividade associada a invencdo, desenvolvimento e uso de processos e produtos
baseados em recursos bioldgicos, incluindo diferentes setores da atividade humana.

Na Franca a bioeconomia foi definida como o conjunto de atividades
associadas a producdo, uso e transformacdo de biorecursos de forma sustentavel,
visando atender as necessidades da sociedade no que tange a materiais, energia e
alimentagdo (FRANCA, 2017).

Conforme a Confederacdo Nacional da Industria (CNI) do Brasil, a bioeconomia

€ o0 resultado e uma revolugdo de inovagbes no campo das Ciéncias Biologicas,
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estando atrelada a invencdo, desenvolvimento e uso de produtos e processos
biolégicos em diferentes setores da atividade humana, com destaque para a
biotecnologia industrial (producdo e processos quimicos/enziméticos; aplicacbes
ambientais e biocombustiveis), producdo priméaria (melhorarmento de plantas e
animais e aplicacbes veterinarias) e saude humana (teraupética, farmacologia,
alimentos funcionais e equipamentos médicos) (CNI, 2013).

De acordo com Silva, Pereira e Martins (2018), as diferentes definicbes de
bioeconomia empregam tanto processos produtivos baseados em conhecimentos
tradicionais, quanto processos baseados no uso intensivo de novos conhecimentos
cientificos e tecnoldgicos derivados da Biologia, sejam eles da biotecnologia moderna,
gendmica, biologia sintética, bioinformatica e engenharia genética.

As bases da bioeconomia atual, que vém gradativamente sendo adotadas em
varios paises, na elaboracédo de programas fundamentados no uso sustentavel dos
recursos biolégicos, remontam aos eventos e sistemas de producdo que marcaram o
século XX, baseados na dependéncia de recursos nao renovaveis, tal como o
petréleo, que acabaram por promover desordens e problemas s6cio-ambientais ao
longo do tempo (BIBER-FREUDENBERGER et al., 2018). Nesse sentido, a
bioeconomia surge como alternativa que visa transformar o conhecimento em
desenvolvimento industrial sustentavel em areas ligadas ao manejo e aproveitamento
de recursos biolégicos, visando integrar setores e solucionar déficits sGcioecondmicos
(MOREIRA, 2016; RONZON; M'BAREK, 2018).

Sabe-se que 0 aspecto central para a propulsdo da bioeconomia é uso e
aplicacao da biotecnologia em suas distintas vertentes. Estudo prospectivo realizado
pela OECD, em 2009, ja estimava que até 2030, a contribuicao global da biotecnologia
podera atingir 1 trilhdo de ddlares por ano, distribuidos no setor da satude (US$ 260
bilhdes/ano), producdo priméaria (US$ 380 bilh6es/ano) e industrial (US$ 420
bilhdes/ano). De acordo com Moreira (2016), governos de paises como Estados
Unidos, Canada, Alemanha, Russia, Australia, Gra-Bretanha e Finlandia ja adotam
propragamas estritamente alinhados a bioeconomia, direcionando politicas e
incentivos ao uso de fontes ndo renovaveis, de modo a estimular o crescimento
econdmico e dos empregos, mas ao mesmo tempo contribuir com solu¢des aos
problemas ambientais. Para Morrisson e Golden (2015), ndo somente o setor publico
tem reafirmado o compromisso com 0 uso de insumos biolégicos, mas varias

empresas do setor privado tém aderido a tal modelo econdmico mais sustentavel.
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Ressalta-se aqui, a necessidade e importancia que os paises desenvolvidos
tém em auxiliar e estimular os paises subdesenvolvidos e/ou em desenvolvimento, a
adoterem tais medidas, visando contribuir com a melhor qualidade ambiental e sécio-
econdmica global. Em 2001, na Conferéncia das Nac¢des Unidas sobre Comércio e
Desenvolvimento ja se pontuava a importancia da maior participacdo dos paises em
desenvolvimento na bioeconomia, especialmente porque como tais paises tem como
base produtiva recursos naturais, eles podem beneficiar-se do uso da biotecnologia
(JUMA; KONDE, 2001).

A bioeconomia no Brasil é bem exemplificada em projetos que envolvem o uso
de enzimas e micro-organismos em processos fermentativos para producdo de
alimentos, aromas e ingredientes funcionais; producdo de plantas com contetdo
proteico de alto valor biolégico; reducdo de perdas em processo e distribuicdo; bem
como no aproveitamento de subprodutos para o desenvolvimento de novas fracdes e
de produtos de maior valor agregado (MOREIRA, 2016).

Para Dias e Carvalho (2017), o Brasil configura-se como um dos principais
atores nesse novo cendrio que envolve a bioeconomia, ndo somente porque possui
uma enorme biodiversidade ainda pouco conhecida, e menores custos na producao
de biomassa, como também aptiddes agropecuarias e conhecimentos em processos
agroindustriais relacionados especialmente a bioenergia. Além disso, é constatado
uma intensificacdo de iniciativas para se estrututar conselhos e plataformas
conceituais que fomentem projetos de pesquisa e trabalhos envolvendo Bioeconomia
(MOREIRA, 2016).

Dentre os diferentes estimulos de incentivo ao desenvolvimento nacional da
Bioeconomia, pode-se citar o Programa de Apoio a Inovacdo dos Setores
Sucroenergético e Sucroquimico (PAISS), lancado em 2010, que visava selecionar
planos de negdcio e fomento a projetos que tivessem como foco o desenvolvimento,
producdo e comercializagdo de novas tecnologias industriais destinadas ao
processamento da biomassa oriunda principalmente da cana-de-acucar (MOREIRA,
2016).

Em 2011, a CNI langcou uma agenda para estimular a inovagao no Brasil,
pautada na biotecnologia e biodiversidade. No ano seguinte, foi realizado o primeiro
féorum de Bioeconomia, seguida pelo segundo féorum em 2013, o qual gerou um
relatorio que visou identificar as oportunidades e entraves, além de validar o potencial

de expanséo do segmento no pais (CNI, 2013).
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Outros eventos e acfes de incentivos foram acontecendo ao longo dos anos,
até mesmo em niveis da educacédo basica, tecnologica, superior e de pesquisa,
podendo-se destacar mais recentemente, em 2019, a Semana Nacional de Ciéncia e
Tecnologia (SNCT), com tematica voltada a Bioeconomia (MCTIC, 2019).

Em 2013, uma pesquisa realizada pela HBR Brasil em parceria CNI conduziu o
primeiro levantamento sobre a bioeconomia no Brasil, com 369 especialistas,
executivos, interessados no assunto e pessoas que nao tinham conhecimento sobre
0 tema. A pesquisa teve o0 objetivo de analisar o estadgio de maturidade do pais em
relacdo ndo s6 ao entendimento e conhecimento sobre o assunto, como também o
nivel potencial de crescimento nacional nessa area. Na época foi verificado que 70%
dos entrevistados mencionaram que o tema néo fazia parte das discussdes e
iniciativas das instituicdes nas quais 0S mesmos estavam inseridos. Entretanto, os
entrevistados mencionaram, dentre outros aspectos, nunca escala de 1 (pouco
importante) a 5 (muito importante), que os conhecimentos advindos da biorrefinarias
(42%) e bioquimica (26%) seriam de grande importancia para contribuir com a
Bioeconomia no Brasil nos cinco anos seguintes (CNI, 2013).

Silva, Pereira e Martins (2018) verificaram em 2016, que as vendas de produtos
atribuiveis a bioeconomia brasileira no mundo atingiram um valor em torno de US$
326,1 bilhdes, sendo os setores da agropecuaria, produtos alimenticios e bebidas, os
que mais contribuiram nessa participacdo (73%). E interessante ressaltar que os
autores da pesquisa mencionam que os subprodutos do setor primario e urbano nao
foram considerados nas estimativas para se contabilizar o valor da bioeconomia, mas
gue pesquisas futuras que incluam a atribuicdo dos mesmos seriam potencialmente
importantes.

No ambito do setor primario e de agronegocios o Brasil tem uma oportunidade
impar de participar de maneira ainda mais significante na bioeconomia, haja visto ser
0 quinto maior pais do mundo em extensao territorial; possuir 13,7% da reserva de
agua doce do planeta; estar localizado numa regido tropical privilegiada com alta
incidéncia solar e regime pluviométrico adequado (CNI, 2013).

Empresas das areas de agricultura, energia e meio ambiente que empregam
biotecnologia e/ou processos biotecnoldgicos no Brasil, estdo em franco crescimento.
Por exemplo, uma pesquisa realizada em 2011, pelo Centro Brasileiro de Analise e
Planejamento (CEBRAP) em parceria com a Associacdo Brasileira de Biotecnologia

(BrBiotec), evidenciou que 25% das empresas dessas areas (Figura 1), de um total
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de 237 mapeadas tinham a biotecnologia como atividade principal, e/ou desenvolviam
projetos empregando-a (CEBRAP, 2011).

Figura 1 — Percentual de empresas de biotecnologia no Brasil por area de atuacéo em
2011.
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Fonte: Cebrap (2011). Elaborado pelo autor.

Um dos principais desafios do desenvolvimento da bioeconomia no Brasil
perpassa pelo investimento em conhecimento, pesquisas, formagdo de recursos
humanos e estruturagdo das biorrefinariais (SILVA; PEREIRA; MARTINS, 2018).
Segundo Scarlat et al. (2015) as biorrefinarias sdo as unidades industriais
potencialmente capazes de materializar uma desejada abordagem integrada e
associada aos interesses almejados na Bioeconomia. Tais unidades baseiam-se na
conversdo da biomassa em bioenergia e bioprodutos, entretanto na América do Sul,
a maioria das biorrefinarias ainda séo de primeira geracao, trabalhando com acgucares
provenientes da soja e da cana-de-acUcar, estando as plantas processadoras de
subprodutos agroindustriais ainda em fase inicial de implementacdo (NGUYEN et al.,
2017; HASSAN; WILLIAMS; JAISWAL, 2019).

2.2 Diversidade fungica no Cerrado

Sabe-se que o Cerrado é uma regido biogeografica reconhecida pela
comunidade cientifica, juntamente a outros habitats naturais, como hotspots
ecoldgicos, isto é, ambientes que apresentam uma enorme quantidade e variedade
de organismos, especialmente endémicos, mas ameacados de destruicdo. A alta

biodiversidade desse bioma savanico ndo se resume somente a riqueza e abundancia
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de espécies vegetais e animais, mas também a diversidade da microbiota, da qual
muito pouco ainda se conhece.

O Cerrado é considerado o maior hotspot do hemisfério ocidental, e a savana
tropical mais biodiversa do mundo (SAWYER et al.,, 2016), com uma extenséo
aproximada de 2 milhdes de km?, sendo que cerca de 99,3% de sua area esta no
Brasil, e o restante em partes dos territérios da Bolivia e Paraguai (Figura 2). Nele
também estdo presentes as trés maiores nascentes de bacias hidrograficas da
América do Sul: Amazonas/Tocantins, S8o Francisco e Prata.

Essa alta biodiversidade do bioma, consequente de iniUmeros processos
evolutivos pelo qual o mesmo passou e tem passado, propicia a existéncia de
organismos com distintas capacidades biol6gicas, que permitem em primeira instancia
sua adaptacdo ao ambiente, mas que podem ser aproveitadas em segunda instancia
como produtos, processos ou servigos pelos seres humanos. Dessa forma, de acordo
Souza et al. (2017) estudos que visem bioprospectar tais agentes sao particularmente

importantes.

Figura 2 — Mapa dos hotspots de biodiversidade da Terra, incluindo o Cerrado.

1l biodiversity hotspot

Conservation International (conservation.org) defines 35 biodi ity traordinary places that harbor vast numbers of plant and animal species found nowhere else. All are
heavily threatened by habitat loss and degradation, making their conservation cmcual to protecting nature for the benefit of all life on Earth.

Fonte: Conservation Internation (2014).
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2.2.1 Alguns espécimes relatados nos ultimos anos

A diversidade fungica brasileira até meados de 2010, estava descrita em
poucas listas de espécies e em algumas publicacbes taxonbmicas e ecolbgicas
esparsas. Por meio da classificacdo pautada na analise filogenética e com a
publicacdo on-line do Catalogo de Plantas e Fungos do Brasil, tem sido possivel
agregar o conhecimento disperso, acelerarando a descoberta de novos géneros e
espécies. Por exemplo, o incremento de novas espécies catalogadas no Cerrado,
cresceu 45,6% de 2010 para 2015 (MAIA, et al. 2015).

Em pesquisa realizada por Castro (2015), em Brasilia, visando determinar a
micodiversidade associada a ramos e folhas de Copaifera langsdorffii (copaiba), uma
planta leguminosa que apresenta distribuigdo concentrada nos biomas Amazonico e
do Cerrado, sete fungos pertencentes ao grupo dos Ascomicetos e Celomicetos foram
relatados pela primeira vez para a hospedeira em questdo. Desses, cinco
(Stigmopeltis sp., Geastrumia sp., Metathyriella sp., Treubiomyces sp. e
Leptosphaeria sp.) sédo provaveis espécies novas, e dois, possiveis hovos géneros,
segundo o autor.

Lopes et al. (2016), utilizaram bagaco de cana proveniente de usina de alcool
e aclcar localizada na regido centro-sul do Cerrado (Goias - GO), na tentativa de se
isolar e identificar linhagens fungicas com potencial aplicacdo na industria do
bioetanol. Empregando identificacdo fenotipica classica e métodos moleculares, 0s
autores identificaram 20 espécies, sendo trés delas pertencentes ao género
Paecilomyces: P. formosus, P. saturatus e P. parvisporus. Foi verificado, por meio de
consulta a base de dados speciesLink (http://www.splink.org.br), que P. parvisporus e
P. formosus, isolados e identificados no trabalho, foram os primeiros relatos cientificos
formais de ocorréncia das espécies em territério brasileiro. Além disso, a ocorréncia
de P. saturatus € citada pela primeira vez dentro do dominio do cerrado (Figura 3).
Ressalta-se que a presenca de Paecilomyces sp. em fontes lignocelulésicas evidencia
a capacidade bioconversora desses fungos sobre acucares complexos como a
celulose (BASSO; GALLO; BASSO, 2010).

Outro estudo exploratério feito no Cerrado, ao longo de trés décadas, visando
identificar fungos micorrizicos arbusculares (FMA) da classe Glomeromycota,
encontrou 92 espécies, das quais sete (Acaulospora reducta, Ambispora brasilienses,

Cetraspora auronigra, Dentiscutata cerradensis, D. scutata, Paraglomus brasilianum
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e Racocetra verrucosa) apresentaram o primeiro registro para a area savanica, sendo
A. brasilienses e C. auronigra, reportadas exclusivamente na regido fitofisiondnica
campos rupestres (JOBIM; OLIVEIRA; GOTO, 2016).

Figura 3 - Distribuicdo geografica de espécies de Paecilomyces no Brasil, inferida a
partir de dados recuperados da base speciesLink.
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P. variotii
P. zollerniae

O circulo vermelho destaca a ocorréncia de Paecilomyces parvisporus Y. F. Han & Z. Q. Liang na Bahia
e o circulo amarelo refere-se as coordenadas de amostragem das espécies identificadas por Lopes et
al. (2016).

Fonte: Lopes et al. (2016).

Coletas realizadas por Alvarenga, Naves e Xavier-Santos (2015), ao longo de
14 anos (2001 a 2014), em diferentes areas do estado de Goias, reportaram e
ampliaram o conhecimento da ocorréncia do basiomiceto Auricularia, no Brasil. Das
101 amostras examinadas, 54% foram representadas pela espécie A. nigricans, 20%
A. fuscosuccinea, 13% A. mesenterica, 12% A. delicata (Figura 4). Conforme os
autores esses sao 0s primeiros registros de A. fuscosuccinea, A. mesenterica e A.
delicata para o estado de Goias e de A. delicata para o Distrito Federal.
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Figura 4 - Basidiomas de Auricularia nigricans (a), A. fuscosuccinea (b), A.

mesenterica (c) e A. delicata (d).

Fonte: Adaptado de Avarenga, Naves e Xavier-Santos (2015). Barras de escala:a=3cm;b=1cm; c
=3cm;d=2cm.

Em outro estudo também realizado em regifes de cerrado do estado de Goias,
entre 2008 a 2014, Alvarenga e Xavier-Santos (2017), citaram a ocorréncia de
Basiomicetos gelatinosos que possuem atividade celulasica semelhante a fungos
altamente hidroliticos pertencentes a antiga ordem Aphyllophorales. Dentre eles, foi
identificado Calocera cornea, como primeira e Unica citagdo em 40 anos, para a capital
brasileira, e segundo registro para o bioma Cerrado. Além disso, Dacrymyces
chrysospermus, Dacryopinax elegans, D. maxidorii, D. spathularia foram identificados
como primeiras citacdes para o Cerrado e regido Centro-Oeste do Brasil.
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Calaca et al. (2018), registraram pela primeira vez no Cerrado, o fungo
basidiomiceto Phlebopus beniensis, em coletas realizadas durante periodo chuvoso
em Anapolis (GO) e Rio Quente (GO) (Figura 5a). Os autores ainda relataram a
micofagia de larvas de insetos sobre o fungo (Figura 5b), algo pouco conhecido no
Brasil e com alguns registros esparsos. Segundo Yamashita et al. (2015), a fonte
nutritiva ofertada pelos fungos pode contribuir para estruturar a redes alimentares das
comunidades de insetos, tornando-se componentes chave para a manutencdo dos

ecossistemas.

Figura 5 - Basidioma fresco de Phlebopus beniensis (a) e detalhe da micofagia por

larvas de inseto (b).

Fonte: Adaptado de Calaca et al. (2018). Barras de escala: a=2cm; b =2 cm.

Alguns levantamentos bibliograficos tém mostrado que ainda sdo poucas as
descobertas relativas a enorme diversidade flngica existente no Cerrado. Rivas e
Niveiro (2019), realizaram um levantamento de fungos agaricoides, citados no
Paraguai, entre 1883 a 2017, por meio de checklist nos bancos de dados Mycobank
(www.mycobank.org) e Index Fungorum (www.indexfungorum.org), e verificaram
poucos registros de identificacdo de espécies nas regides biogeograficas de Chaco,
Pantanal e Cerrado, demonstrando ainda a baixa exploracédo cientifica de tais fungos
nessas respectivas areas. Levantamento bibliografico realizado por Alvarenga e
Xavier-Santos (2015), sobre a distribuicdo de fungos gelatinosos (Agaricomycotina:
Basidiomycota) nos estados brasileiros, também corrobora a necessidade de estudos

prospectivos e taxondmicos sobre o grupo, haja visto que em 40% dos estados da
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federacdo ndo ha ocorréncia, e a maioria das espécies € representada por um unico
registro.

Nesse cenario, nota-se que o bioma Cerrado apresenta enormes
potencialidades de albergar distintas espécies fungicas Uteis ao aproveitamento
humano, seja contribuindo com a reciclagem de nutrientes, fornecendo substancias
farmacoldgicas, atuando como matéria prima alimentar, ou mesmo como bioindicador

de qualidade ambiental, entre outras funcoes.

2.2.2 Algumas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas e ameacas a diversidade

fungica

Apesar dos distintos servicos ecossistémicos oferecidos pelo bioma Cerrado,
como por exemplo: abastecimento hidrico; alimentos e matérias primas de valor
econdmico; recursos genéticos; sequestro e armazenamento de gas carboénico (CO2)
atmosférico; turismo e lazer; substancias farmacolégicas e bioprodutos derivados de
plantas e outros organismos (VERDE et al., 2016; MAMEDE et al., 2017; SANTOS,
2018; FARINHA et al., 2019), observa-se que sua area vem sofrendo constantes
alteracdes, consequentes principalmente da urbanizacdo, agricultura e pecuéria
desenfreadas. Tais alteracGes tém propiciado a reducdo e/ou mesmo a perda das
riquezas genéticas e de biodiversidade, especialmente aquelas com potencial
farmacoldgico e tecnoldgico destinados ao tratamento de doencas e/ou aplicacdes
biotecnolégicas, como por exemplo micro-organismos e seus biocompostos derivados
(SAWYER et al., 2016).

Um estudo recente realizado por Jacinto, Moura e Uto (2018), em diferentes
areas de cerrado (nativo, de cultivo agricola e de reserva ambiental
urbana/reflorestamento) visando determinar o grau da antropicidade do solo sobre a
biomassa de bactérias e fungos, evidencia os impactos que o bioma tem sofrido. Eles
verificaram contagens significativamente distintas (p < 0,05) de bactérias em unidades
formadoras de col6nia por grama (UFC g*) de solo, em valores de 4,2 x 10%, 1,1 x 10°
e 1,8 x 10°, respectivamente, nos solos das areas de cerrado nativo, cultivo agricola
e reflorestamento. As contagens flgincas (UFC g1) também foram significativamente
distintas, 9 x 10* (dera nativa), 3 x 10* (cultivo agricola) e 6,6 x 10° (reflorestamento),
mas com valores inferiores a populacéo bacteriana, indicando segundo os autores, a

maior sensibilidade dos fungos a atividade antropica.
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Valadares-Pereira et al. (2017) também evidenciaram mudancas na
comunidade fangica em solo do cerrado tocantinense, ao comparar uma area nativa
com outra destinada ao plantio de soja. Analisando o acido desoxirribonucleico (DNA)
do solo, por meio de Andlise Espacial Intergénica Ribossomal Automatizada (ARISA),
e comparando os resultados aos teores de cobre, calcio, ferro, capacidade de troca
de cations, saturacdo por bases e relacao calcio/magnésio, de ambas as regides, 0s
pesquisadores observaram mudancas na estrutura da comunidade fugica como efeito
do manejo agricola.

As alteracgdes fitofisiondmicas derivadas do desmatamento, que historicamente
vém assolando o bioma, podem promover mudancas na composi¢do do solo e sua
maior exposi¢cdo aos raios solares, procipando por exemplo, alteracdes fisico-
quimicas na acidez e umidade, fatores esses essenciais a permanéncia e
desenvolvimento da microbiota residente. Segundo Cavalcanti et al. (2010) projecdes
para o ano de 2040 indicam um cendario muito preocupante, com perda de area de
mais de 753.776 km?, o que corresponderia a 78% de destruicdo dos seus limites
originais.

Dessa forma, estudar e entender a dinamicidade, funcionamento e interacao
dos micro-organismos existentes no Cerrado, e em especial nos solos dessa regiao,
nao s6 propicia um maior entendimento dos impactos ambientais e formas
inadequadas de manejo que o bioma vem sofrendo (VALADARES-PEREIRA, et al,;
2017; NOVAK, et al., 2018), como também viabiliza a possibilidade se prospectar
espécies com potenciais aplicacbes de interesse biotecnoldgico, por exemplo
(NORILER et al., 2018).

Corroborando isso, Araujo et al. (2017) avaliaram a diversidade fangica de uma
area de cerrado preservado, na regiao nordeste do estado do Piaui, dentro do Parque
Nacional das Sete Cidades, ao longo de distintos gradientes fitofision6micos:
formacao campestre, cerrado stricto sensu, cerradao e floresta decidual (Figura 6). Os
pesquisadores identificaram a maior riqueza de espécies na floresta decidual, sendo
a maior porcentagem dos isolados pertencentes ao filo Ascomycota (45%), seguido
do Basidiomycota (32%). Conforme os autores, as classes mais abundantes
encontradas incluindo espécies com potencial biotecnoldgico foram: Agaricomycetes,
Eurotiomycetes, Lecanoromycetes, Basidiobolus, Dothideomycetes e

Taphrinomycetes.
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Figura 6 — Tipos fitofisionébmicos do Cerrado.

Bioma Cerrado |

A area delimitada em vermelho representa o local de pesquisa realizado por Araujo et al. (2017).
Fonte: Ribeiro (2007).

Conforme Bononi et al. (2017), a diversidade de micro-organismos, e
especialmente dos fungos presentes em regiées do Cerrado, ainda ndo é totalmente
conhecida. Em coletas realizadas pelos pesquisadores, na regido central do estado
de Mato Grosso do Sul (MS), centro-oeste do Brasil, foram identificadas 18 espécies
de fungos (Conocybe crispa, Gymnopus dryophilus, Marasmius androsaceus, M.
oreades, Mycena pura, Rhodocollybia butyraceae, Pleurotus eryngii, Coprinellus
micaceus, Panaeolus rickenii, Hypholoma fasciculare, Clitocybe infundibuliformis,
Tricholoma argyraceum, Fomitiporia robusta, Cymatoderma elegans, Athelopsis
galzinii, Trametes ellipsospora, Guepinia helvelloides, Tremella mesenterica) ainda
ndo citadas e listadas nacionalmente, e 36 espécies com primeira citacdo para o
estado. Do total de 62 espécies de basidiomicetos coletados, os autores identificaram
15 comestiveis, quatro toxicas, 10 com propriedades medicinais, duas com
potencialidade de aplicacdo em processos de biorremediacdo, e uma com
propriedade bioluminescente, conforme comparacdes a literatura disponivel.

Segundo Savi et al. (2018), plantas medicinais tém sido muito estudadas como
reservatorio de cepas de micro-organismos endofiticos com potencial biotecnoldgico.
Nesse sentido, Noriler et al. (2018), estudaram comunidades flungicas endofiticas
associadas a folhas e peciolos da planta medicinal Stryphnodendron adstringens, de
ocorréncia no Cerrado. Dentre os 117 morfotipos fungicos (95,6% deles pertencentes
ao filo Ascomycota) isolados pelos pesquisadores, cinco (Diaporthe sp. LGMF1530,
Diaporthe cf. heveae LGMF1631, Colletotrichum siamense LGMF1604, Fusarium sp.
LGMF1630 e Epicoccum sp. LGMF1641) apresentaram atividade inibitoria (maior que

60%) sobre o crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa (LGMFO06) e
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Colletotrichum abscissum (CA142), patdogenos estes de grande importancia na
citricultura (CARSTENS et al., 2017; GUARNACCIA et al., 2017).

Isolados endofiticos também apresentaram efeito inibitorio sobre patégenos de
interesse clinico (NORILER et al, 2018), demonstrando as potencialidades
biotecnoldgicas dos fungos encontrados, ndo s6 como alternativa ao controle biolégico
de fitopatégenos, como também de micro-organismos associados a saude humana.
Phaeophleospora sp.2 LGMF1513, Epicoccum sp.1 LGMF1598 e Epicoccum sp.2
LGMF1600 apresentaram alta atividade de agéao (+++) contra Staphylococcus aures
(American Type Culture Collection - ATCC 33591) meticilino-resistentes (MRSA).
Alguns isolados fungicos (Diaporthe sp. LGMF1548 e LGMF1614, Diaporthe cf.
heveae LGMF1631, Fusarium sp. LGMF1630 e Hypoxylon sp.1 LGMF1613) se
mostraram também ativos contra S. aures (MRSA), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Acinetobacter baumannii (BACHAC-ABA) e Klebsiella pneumoniae (BACHC-
KPC) produtora de carbapenemase (KPC).

Em um estudo realizado com Miconia albicans (Sw.) Triana (Melastomataceae),
planta fanerégama endémica do Cerrado, conhecida popularmente como
“‘quaresmeira-branca”, Piza, Hokka e Sousa (2015) também isolaram e verificaram alta
atividade antagonista do fungo actinomiceto Amycolotopsis orientalis sobre S. aureus,
Enterococcus faecalis, Candida albicans, Shigella sonnei.

Alternativas de controle biolégico de artropodes-praga sobre culturas agricolas,
também vém sendo muito aplicadas. Por exemplo, em sistemas agroflorestais da
regido neotropical, alguns organismos destacam-se como as principais pragas que
assolam as culturas agrosilvicolas, sendo as formigas cortadeiras dos géneros Atta e
Acromyrmex, muito citadas. Tais formigas, conhecidas popularmente como sauvas e
guenquéns atacam as partes frescas das plantas e as carregam para o interior dos
seus ninhos, onde servirdo de substrato ao fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (Mdller) Singer (Basidiomycota: Agaricales: Lepiotaceae) do qual elas
se alimentam (DELLA LUCIA; GANDRA; GUEDES, 2014).

A forma mais usual de controle desses insetos é pelo método quimico,
entretanto a busca por alternativas ambientalmente corretas tem sido estimulada.
Nesse sentido, Dornelas et al. (2016) realizaram estudo prospectivo de fungos
filamentosos, associados a operarias de Atta sexdens e A. laevigata da regido do
cerrado tocantinense, com propriedades patogénicas. Os autores isolaram de A.

sexdens os fungos Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin, Aspergillus flavus
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Link, Acremonium sp.1, Aspergillus sp.1, Colletotrichum sp. e Acremonium sp. 2, e de
A. laevigata, Mucor sp., A. flavus, Fusarium solani (Martius) Saccardo, A. niger van
Tieghem; entretanto o teste de patogenicidade contra a formiga A. sexdens foi
realizada somente com os fungos A. flavus, A. niger e M. anisopliae, pois esses
apresentaram alta producdo de conidios e elevada prevaléncia no estudo. Foi
verificada uma taxa de letalidade de 50% das operarias em apenas cinco dias, nos
testes com A. niger e M. anisopliae, sendo essa duracéo significativamente inferior ao
tratamento controle.

Estudo realizado por Zanardo (2015) em solos dos cinco biomas do Brasil
corrobora a importancia que o Cerrado tem em abrigar uma das maiores quantidades
de fungos entomopatogénicos. A autora determinou a abundancia de fungos ao longo
de dois anos em amostras de solos de cultivos anuais, perenes e vegetagao nativa,
durante estacdo climatica seca e Umida, de cinco areas representativas dos biomas
brasileiros (Figura 7), e verificou no geral, maiores densidades de entomopatogénicos
no Cerrado (2,27 + 1,58 x 10% a 3,46 + 1,51 x 10* UFC g de solo), sendo o género

Metarhizium spp. o de maior predominéancia.

Figura 7 — Biomas brasileiros, cidades e estados, tipos de cultivos agricolas e

vegetacao nativa onde as amostras de solo foram coletadas.
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Fonte: Zanardo (2015).
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Conforme mencionado anteriormente, além do emprego dos fungos no controle
biolégico e como bioindicadores da qualidade do solo em manejos diversos, esses
micro-organismos tem importancia preponderante no setor agricola. Podem atuar na
melhoria da produtividade das culturas, realizando a ciclagem de nutrientes, ao
decompor e transformar materiais organicos em minerais, que serdo assim
aproveitados pelas plantas. E também, associar-se simbioticamente (micorrizas) com
raizes de muitas espécies vegetais, proporcionando a essas aumento da superficie
de contato com o solo, para absor¢do de 4gua e sais minerais (ABREU; ROVIDA,;
PAMPHILE, 2015; LIMA et al.; 2015; NASCIMENTO et al., 2016; STOFFEL et al.;
2016).

Dentre os grupos de micorrizas destacam-se 0s fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), também denominados endomicorrizas, que tem como
caracteristica diferencial desenvolver um micélio que penetra internamente no cortex
da raiz, invadindo tanto o espaco intra quanto intercelular. Berude et al. (2015), em
pesquisa bibliografica, compilaram outros distintos beneficios as plantas quando de
sua associacdo aos FMA: reducdo ao estresse hidrico e salino, diminuicdo de sitios
de infeccdo por patdgenos, aumento na absorcdo de fésforo e nitrogénio do solo e
maior tolerancia a metais pesados.

Experimento realizado por Salgado et al. (2016), ilustra a potencialidade de
fungos isolados do Cerrado em propiciar o crescimento inicial de plantas de feijoeiro
e soja. Os pesquisadores coletaram, isolaram e identificaram FMA (Acaulospora
scrobiculata, Claroideoglomus etunicatum, Dentiscutata heterogama, Gigaspora
margarita e Rhizophagus clarus) provenientes de solo do Cerrado (regido sudoeste
de Goias), os quais foram associados ao estimulante de colonizac¢éo (7-hidroxi,4’-
metoxi-isoflavona) e inoculados sobre ambas culturas. Eles observaram aumento da
biomassa nas plantas, mais de 200% para o feijoeiro e mais de 80% para a soja,
partindo-se dos seguintes parametros de avaliagcdo: massa seca da parte aérea,
massa seca da raiz, colonizagdo micorrizica, massa de nédulos e acumulo de calcio,
zinco e fésforo na massa seca da parte aérea.

Em outro experimento, partindo das mesmas condicionantes, Salgado et al.
(2017), determinaram os efeitos de tal combinagcdo sobre o crescimento inicial de
plantas de algodao e milho, e verificaram que baixa densidade de propagulos de FMA
inoculados e associados a estimulante de colonizacdo foram também benéficos ao

desenvolvimento de ambas culturas.
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Santos A. et al. (2018), avaliaram os efeitos da inoculacdo de FMA,
provenientes de solo de Cerrado conservado, sobre uma regido degradada pela
construcéo de uma usina hidrelétrica, no municipio de Selviria-MS. Eles verificaram
que a combinacdo de residuos organicos/minerais com a aplicagdo dos fungos
influenciou positivamente o solo degradado, pois o teor de carbono da massa
microbiana (CBM), carbono de gas cabdnico liberado (C-COz2) e quociente microbiano
(gMic) elevaram-se. Todos esses parametros séo indicadores de qualidade do solo
(MELO et al., 2017).

Outro aspecto a se considerar sdo os estudos sobre emprego da atividade
fungica para a melhoramento de processos de producédo, extracdo, solubilizacéo e
transformacdo no setor industrial. Os mesmos vém crescendo e propiciando
vantagens em termos ambientais e de obtencdo de produtos com maior valor
econdbmico agregado. A producdo de biossurfactantes por micro-organismos, por
exemplo, € uma opcdo promissora em termos de obtencdo de produtos
biotecnolégicos, haja visto a baixa toxicidade, alta biodegrabilidade e melhor
compatibilidade ambiental quando comparados aos surfactantes sintetizados
guimicamente (SOUSA et al., 2016).

Partindo disso, Passone et al. (2015) avaliaram o potencial biossurfactante de
trés fungos isolados de ambientes do Cerrado na regido do Triangulo Mineiro,
codificados como C18, C35 e C40, sobre diferentes concentragbes de glicerol,
empregando fermentacao submersa. Os autores observaram indices de emulsificagdo
variando de 28,6 a 71,4%. Foi notado também aumento nesse parametro (em média
10%), com o aumento do tempo de fermentacéo (48 para 72 h), nos cultivos contendo
concentracdes de glicerol 2,5, 5,0 e 10,0% (v/v) inoculados com o fungo C35, além de
um dos menores valores de tenséo supercial (40 mN m) na condicédo de 1,5% (v/v)
de glicerol a 48 h. Altos incides de emulsificacé@o e baixos valores de tenséo superficial
sao bons indicativos de atividade surfactante (LIMA, 2007).

A producéo e oferta interna de fertilizantes fosfatados no Brasil ainda tem sido
um gargalo no setor agricola, especialmente porque a rocha fosfatica, principal insumo
da industria de fertilizantes, € um mineral pouco disponivel no pais e ainda apresenta
baixo teor de pentoxido de fésforo (P20s). Solos araveis, como os do Cerrado,
demandam fésforo que é pouco disponibilizado e muitas vezes insoluvel para ser
utilizado pelas culturas agricolas, necessitando assim serem suplementados com

fertilizantes (CARNEIRO et al., 2016). Associado a isso, a extracdo dos fosfatos &
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realizada empregando-se acido fosforico (HsPO4) ou sulfurico (H2SO4), 0 que gera
residuos. Tais condicbes tornam o custo da producdo nacional elevado e
ambientalmente pouco sustentavel, suscitando pesquisas que se utilizem de métodos
naturais renovaveis e que agridam menos o0 ambiente, tal como a biossolubilizacéo
realizada por micro-organismos (EMBRAPA, 2015; BRASIL, 2018).

Nesse sentido, Cabral et al. (2017) isolaram Trichoderma harizianum, um fungo
filamentoso do filo Ascomycota, de um complexo minerador do municipio de Araxa-
MG, e testaram sua capacidade de biossolubilizar fésforo a partir de concentrado de
rocha fosfatica (teor de P20s igual a 37,5%) originaria do complexo de mineracéo do
municipio de Tapira-MG. Empregando-se fermentacdo submersa em biorreator air-lift
com reciclo do meio reacional, e variando o fluxo volumétrico de ar ascendente e a
concentracdo de rocha fosfética, os pesquisadores obtiveram uma concentracao de
fésforo soluvel em meio liquido igual a 244,9 partes por milhdo (ppm) ou 33,78% de
solubilizacdo, em um periodo de trés dias a 28 + 0,5°C. Gomes et al. (2017), obtiveram
11,95% (94,8 ppm) de solubilizacdo de fésforo em 14 dias, e 6,81% (52 ppm) em 9
dias, empregando o mesmo concentrado de rocha fosfatica, na fermentacgdo sdlida e
liquida, respectivamente, com o fungo T. ressei, coletado no Cerrado.

Estudo realizado por Rocha (2017), com a levedura Torulaspora globosa,
isolada da rizosfera de milho, no municipio de Araras-SP, evidenciou também a rapida
solubilizacdo de fosfato tricélcio (Cas3(POa4)2) em fermentacdo submersa. A autora
obteve quantidade maxima de fésforo soluvel (42%) em apenas 48 h, demonstrando
a potencialidade do fungo em aplicacdes industriais e agricolas.

Propiciar o aumento e variedade da quimiodiversidade, isto €, da obtencéo de
novas substancias derivadas da acdo metabdlica de micro-organismos e/ou enzimas
isoladas, sobre compostos organicos ou sintéticos, tem sido uma nova estratégia
biotecnoldgica alternativa de sintese quimica, dentro da area de quimica verde. Para
Hegazy et al. (2015), o uso desse processo apresenta vantagens quando comparado
a sintese tradicional: baixo custo; quimio, estereo e regioseletividade; manutencéo das
cepas; reducado no numero de animais experimentais; maior quantidade e variedade
de compostos produzidos; consumo minimo de energia e menor geracéo de residuos,
especialmente compostos toxicos e danosos ao ambiente.

Historicamente, os processos de biotransformacgéao via micro-organismos foram

impulsionados em 1952, quando Peterson e Murray patentearam o emprego do fungo



49

Rhizopus arrhizus para converter progesterona em 11 a-hidroxiprogesterona (Figura
8) (ASHA; VIDYAVATHI, 2009).

Figura 8 — Biotransformacéao de progesterora (1) em 11 a-hidroxiprogesterona (2) por

Rhizopus arrhizus.

. . H(-)lllﬁ,
Rhizopus arrhizus -

(1) Progesterona (2) 11 @-hidroxiprogesterona

Fonte: Adaptado de Peterson et al. (1952).

Silva (2015) testaram cepas de Beauveria sp. isoladas de solo do Cerrado da
regido de Goias, sobre acido galico (AG) e elagico (AE), utilizando cultivo submerso
em meio glicose e Corn Steep (milho macerado), durante 96 h a 27°C e 200 rotacdes
por minuto (rpm). Empregando-se Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), foi notado que todas as cepas foram
eficientes na biotransformacédo dos compostos, sendo que o meio contendo Corn
Steep proporcionou maior variedade e quantidade de compostos formados para
ambos substratos. Os derivados do AG obtidos e caracterizados estruturalmente por
métodos espectroscopicos foram: acido benzoico, 3-O-metil-B-glucopiranosil-
galatoester (Labiocon 465); acido benzoico,4-[[6-O-(3,4-diidroxi-5-metoxibenzoico)-a-
D-glucopiranosideo]oxi]-3-hidroxi-5metoxi (Labiocon 484); &cido galico 3-O-B-
glucopiranoside (Labiocon 510) e acido 3,4-diidroxi-5-metoxi-benzoico-2-hidroxi-5-
metoxicarbonil-fenilester (Labiocon 530). E os do AE: 3,8-dimetoxi-dibenzo[b,d]piran-
6-one (Labiocon 511) e o &cido elagico 4-0,3’-O-metil-B-D-glicose (Labiocon 534).

Na industria de alimentos, algo que tem se tornado corriqueiro é o emprego de
insumos e/ou ingredientes com carater mais natural (KUMAR et al.; 2015; CAROCHO
et al., 2017) para a elaboracao de produtos alimenticios, dada a mudanca de atitudes
do consumidor e sua maior preocupacado com a saude (RIBEIRO et al., 2017). Para
isso, tem-se por exemplo substituido o emprego de aditivos quimicos artificiais, por

compostos naturais derivados de animais, plantas ou mesmo micro-organismos.
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Conforme Rao, Xiao e Li (2017), a demanda por corantes alimenticios naturais
derivados de micro-organismos, por exemplo, tem aumentado dia a dia, ndo somente
pelos efeitos nocivos cientificamente relatados da ingestdo de alguns corantes
sintéticos, mas também porque pigmentos de origem microbiana apresentam
vantagens quando comparados a outros produtos naturais: rapidez na producéo; facil
processamento; independéncia das condicdes climaticas e propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anticancerigenas.

Entre os distintos pigmentos microbianos, aqueles derivados de fungos
ambientais e especialmente do solo, tém sido pesquisados e vem apresentando-se
como alternativa favoravel ndo s6 na medicina, como também na industria cosmética,
téxtil e principalmente alimenticia (AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016). Nesse
sentido, Machado (2018) isolou leveduras com potencial carotenogénico do ambiente
(folhas, solo, flores, frutos silvestres e insetos) do Cerrado e verificou que as espécies
Rhodotorula glutinis, R. graminis, R. aurantiaca, R. lactosa e R. mucilagionosa se
destacaram na producdo de carotenoides. Realizando testes de otimizagdo em
condi¢des de cultivo experimental submerso com variagdo de agitagdo (130 a 230
rpm), temperatura (25 a 35°C), pH (4,5 a 6,5) e componentes do meio de cultivo, o
autor observou que a levedura R. mucilaginosa foi a mais efetiva na bioproducéo do
pigmento (4164,45 ug L1).

Em outro estudo bioprospectivo de fungos endofiticos de folhas de Hymenaeae
coubaril (jatobd), arvore tipica do Cerrado, Romano (2015) identificou potencial
producdo de pigmento vermelho pelo fungo Talaromyces minioluteus, empregando-
se diferentes meios de cultivo a 28°C, por 72 h e a 200 rpm, ao se comparar a
mensuracdo da biomassa ap0s os cultivos, com indices de absorbancias obtidos a
510 nm. Conforme o autor, a intensa coloracao vermelha obtida em todos os cultivos
realizados evidencia o possivel emprego biotecnolégico da espécie, entretanto,
sugere-se a continuidade das pesquisas visando ndo somente identificar
quimicamente o pigmento, como verificar a micotoxicidade, empregar substratos
alternativos de menor custo e também otimizar o processo de producéo.

No setor industrial, especialmente alimenticio, a producdo biotecnoldgica de
frutooligossacarideos (FOS) e exopolissacarideos (EPS) empregando-se micro-
organismos tem sido muito demandada, ndo somente por serem considerados
naturais (LI et al., 2017); como também pela praticididade e facilidade de obtencao

hY

quando comparado a extracdo realizada de fontes vegetais (LIU; WILLFOR; XU,
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2015); além desses polissacarideos apresentarem beneficios a saude, bem como
propriedades tecnoldgicas que melhoram as caracteristicas fisico-quimicas,
reoldgicas e sensoriais dos produtos destinados ao consumidor (FREITAS; TORRES;
REIS, 2017; BARCELOS et al., 2019; MACEDO; VIMERCATI; ARAUJO, 2020).

Diante dos beneficios e aplicacdes dos FOS, Zaninette et al. (2019) observaram
atividade hidrolitica e capacidade de transfrutosilacéo de solucéo de sacarose (150 g
L1), com producdo de 8 g L de 1-cestose (FOS do tipo inulina) e 7,3 g L de
neocestose (FOS do tipo neolevana, comumente n&o produzido por fungos
filamentosos), pelo fungo Penicillium janczewskii Zaleski CCIBt 3352, isolado da
rizosfera de uma planta do Cerrado (Chrysolaena obovata), evidenciando a
promissora capacidade sintetizadora de FOS por uma cepa selvagem. Outro estudo
realizado com diferentes frutos do Cerrado (SILVEIRA, 2018), corrobora a
necessidade de estudos prospectivos com viés biotecnoldgico mais sistematizados
sobre o bioma. A autora isolou 17% de micro-organismos (de um total de 59), com
potencialialidades de producédo de EPS, sendo que uma das linhagens alcangou uma
producdo maxima desses bioprodutos de 1,2 g L'* ap6s 2 h de processo a 30°C e 150
rpm.

No setor de energias renovaveis, em especial na producdo e melhoria de
processos para obtencédo de biocombustiveis e/ou biodiesel, os fungos também vem
apresentando suas potenciais aplicacbes. Segundo Bechara et al. (2016), o
crescimento incessante da populacdo tem demandado o consumo de recursos
energéticos para suprir o bem-estar individual, desempenho industrial ou mesmo
servicos de manutencdo; promovendo a escassez de fontes de energia nao
renovaveis como o petroleo, por exemplo, e a intensa emissao de gases poluentes
para a atmosfera (JONKER et al., 2016). Assim, o uso da bionconverséao de diferentes
residuos empregando-se fermentagdo microbiana vem sendo adotado como
alternativa para se otimizar a aquisicdo de combustiveis mais sustentaveis, e ao
mesmo tempo minimizar alteracdes ambientais decorrentes da disposicdo de
subprodutos e rejeitos com caracteristicas poluentes (ZANONI et al., 2015;
MARTINEZ-RUANO et al., 2019).

Um dos principais motivos do emprego de micro-organismos para obtencao de
biocombustiveis € exemplificado na obtencédo do etanol de segunda geragéao (E2G).
Conforme Davis et al. (2015) e Johnson (2016), ainda existem dificuldades de se

despolimerizar as longas cadeias de carboidratos que constituem a parede celular
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vegetal, para se poder disponibilizar os aclUcares fermentesciveis que serao
convertidos em alcool. Assim, diferentes estudos e esfor¢os publicos e privados tém
sido realizados, visando selecionar micro-organismos que apresentem tal capacidade
bioconversora, de forma a se reduzir o custo atual do refinamento da biomassa
vegetal.

Dabaja et al. (2019), testaram 43 culturas de fungos endofiticos isolados de
Annona crassiflora (araticum), uma planta nativa e exclusiva do Cerrado, e verificaram
que 8% apresentaram atividade esterasica; 34,43% atividade celulolitica; 73,91%
atividade fosfatasica; 78,26% atividade lipolitca e 91,3% atividade [3-
frutocfuranosidasica. Os autores ainda realizaram a fermentacdo submersa para
determinacado da atividade lipolitica, visto serem as lipases enzimas muito aplicadas
em biocombustiveis (principalmente na producdo de biodiesel), e constataram uma
atividade expressiva de 27,34 U g em 60 h de fermentacéo a 28°C.

Bessa (2019) isolou fungos do solo do Cerrado e verificou atividades lipoliticas
promissoras de 9,268 U mg™ e 7,032 U mg para duas cepas Paecilomyces formosus
(isolado | e 11); e 6,447 U mg para Aspergillus tubingensis. A autora ainda observou
gue o extrato enzimatico bruto proveniente do isolado Il de P. formosus conseguiu
atingir 41,60% de converséao de 6leo:metanol em ésteres metilicos. Conforme Ahmad
et al. (2019), enzimas com a capacidade de catalisar reacdo de transesterificacéo
quando na presenca de um triacilgerol e &lcool, tém forte potencial de serem
empregadas na producéo de biodiesel, haja visto este processo ser considerado mais
limpo quando comparado ao uso de catalisadores quimicos.

Dentre os distintos micro-organismos presentes no solo do Cerrado, bactérias
e fungos, especialmente aqueles que apresentam capacidade de excretar enzimas
para o meio, tem sido alvo de interesse nos estudos relacionados a bioprospeccéo e
biotecnologia. Isso porque, a secrecdo extracelular enzimética, realizada naturalmente
pelo micro-organismo com objetivo de promover a degradacdo de compostos
complexos para sua posterior absor¢cdo e nutricdo, reduz custos nos sistemas de
isolamento de tais bioprodutos quando comparado aos processos onde € necessario
o rompimento celular (ANDRADE-LINHARES; VERESOGLOU; RILLIG, 2015). Além
disso, biocompostos excretados tendem, de forma geral, a ser mais estaveis aos
distintos fatores ambientais, quando comparados aqueles que se mantém no interior

da célula, em condicdes fisiologicas favorareis.
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Silva et al. (2015), por exemplo, estudando a capacidade de 66 estirpes de
Trichoderma spp. isoladas do solo e madeira em decomposicao da regido do cerrado
tocantinense, verificaram que dois dos isolados (UFTJCO85 e UFTMGL15)
apresentaram atividades enzimaticas celulasicas satisfatorias para FPase (1,34 Ul
mL1) e CMCase (0,81 Ul mL?), haja visto que ndo foram empregados tratamentos
prévios do sabugo de milho testado.

Oliveira et al. (2015) testaram a atividade amilolitica de enzimas produzidas por
leveduras isoladas de ambientais naturais (frutas e serrapilheira) e industriais (mosto
de usina de cana-de-acucar) da regido de Dourados (MS), e identificaram trés cepas
de um total de 54, com boas capacidades de produzir amilases, a partir de farelo de
trigo a 70% de umidade. Entre as cepas destacaram-se Candida parapsilosis com
atividade maxima 14,68 U mL!; Rhodotorula mucilaginosa com 25,0 U mL* e Candida
glabrata com 25,39 U mL™, empregando FES por 120 h a 28°C. A amilases produzidas
por tais cepas exibiram atividade maxima em pH 7,0 e temperatura de 60°C;
apresentaram atividade mesmo ap6s 1 h de incubacéo a 50°C; mantiveram atividade
catalitica residual maior que 70% ap06s exposicéo a solugcédo de 15% de etanol; e ainda
apresentaram maiores atividades enzimaticas em amido de milho, quando comparado
aos amidos de batata, trigo e mandioca.

Santos et al. (2016) destacaram o potencial biotecnolégico de outro fungo
também isolado do solo da regido de Dourados (MS) (22°10'49.2”S 54°56°57.4W),
com capacidade de producdo de B-glicosidades, enzimas empregadas na producéo
de biocombustiveis; vinificacdo e desenvolvimento de alimentos funcionais. A cepa de
G. butleri isolada apresentou a maxima produgao de B-glicosidades (21,5 U mL?), em
FES a 30°C por 96 h, sobre farelo de trigo a 55% de umidade. Os autores verificaram
ainda uma atividade catalitica maxima em pH 4,5 e temperatura de 65°C, com
retencé@o de 80% da atividade mesmo apdés manutencdo a 50°C por 1 h.

Em pesquisa realizada por Melo et al. (2018), em amostras de solo e
serrapilheira coletados no Parque Estadual do Cerrado em Jagaritna (PR) (24°09'S e
50°18'W), regido nativa de Cerrado, 89,3% dos isolados fungicos pertencentes ao filo
Ascomycota e Basiodiomycota, apresentaram atividade celulasica em meio de cultura
contendo carboximetilcelulose (CMC), tendo se destacado Colletotrichum boninense
e Trichoderma sp. Os autores observaram ainda que todas as cepas apresentaram

alguma atividade lipolitica, demonstrando potencialidades para serem empregadas
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em processos biotecnoldgicos que envolvam degradacdo de biomassa vegetal e

producdo de biocombustiveis.

2.3 Gongronella butleri: caracteristicas gerais, emprego e possibilidades

evidenciadas em estudos atuais

O género Gongronella foi inicialmente elucidado por Ribaldi (1952) tendo G.
urceolifera Ribalbi (atualmente renomeada como G. butleri Lendn.), como primeira
espécie categorizada. Anos mais tarde Peyronel e Dal Vesco (1955) reclassificaram e
agruparam Absidia butleri Lendn. dentro da espécie G. butleri Lendn., tendo por base
protuberancias morfoldgicas caracteristicas observadas nos esporangios de A. butleri,
que sdo semelhantes as presentes nas espécies do género Gongronella. A partir dai,
novos estudos inseriram mais espécies ao género.

Atualmente conforme Freitas et al. (2021) sdo reconhecidas cientificamente dez
espécies de Gongronella: G. brasiliensis; G. eborensis; G. koreana; G. lacrispora; G.
orasabula; G. sichuanensis; G. zunyiensis; G. pedratalhadensis; G. guangdongensis;
e G. butleri. Todas as cepas padrédo foram isoladas do solo estando depositadas em
micotecas da China, Coreia, Reino Unido, Portugual e Brasil.

As espécies do género Gongronella sdo fungos pertencentes ao sub-reino
Mucoromyceta; filo Mucoromycota (antigo Zygomycota); subfilo Mucoromycotina;
ordem Mucorales (TEDERSOO et al., 2018). Os individuos pertencentes a essa ordem
sdo essencialmente terrestres ubiquos; predominantemente sapréfitos; formados por
hifas cenociticas e apresentam crescimento rapido, sendo capazes de assimilar
diferentes tipos de acgucares. A reproducdo pode ocorrer de forma assexuada, pela
formacdo de esporos denominados esporangiosporos, que ocorre no interior de
esporangios (Figura 9); ou em condi¢gBes especificas e menos frequente, de forma
sexuada, pela fusdo gametangial de duas hifas, seguida de divisdo meidtica e
formacao dos zigésporos (MARTINS et al., 2016; SENNA, 2018).

Dentre as caracteristicas distintivas dos fungos agrupados dentro do género
Gongronella estdo: a formagdo de pequenas colbnias miceliais; a producdo de
esporangios globosos com protuberancias; esporangiosporos em forma de feijao e

elipticos e producéo de zigosporangios ornamentados (LI et al., 2016a).
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Figura 9 — Desenho esquematico das estruturas morfolégicas gerais de fungos
pertencentes ao subfilo Mucoromycotina e fotomicrografia do esporangio de
Gongronella butleri.
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Fonte: Griskeviciene (2021) e ZyGolife Research Consortium (2016).

Pesquisas tém mostrado que representantes desse género taxondnico, em
especial a espécie G. butleri, ttm potencial biotecnolégico e econdmico, podendo ser
empregada em processos de producdo de enzimas e outros bioprodutos como a
quitosana; biorremediacdo e descontaminacdo; no controle bioldgico; entre outros
(BABU et al., 2016; MORALES; CASANOVA, 2015; MARTINS et al., 2017).

No setor agricola e ambiental tém-se evidenciado o emprego de isolados de
Gongronella spp. no controle biolégico de nematoides e na degradacédo de diferentes
substancias no ambiente, principalmente aquelas de carater toéxico. Santos et al.
(2020) verificaram efeitos promissores na capacidade de infeccéo de ovos e inibicao
da ecloséo de juvenis do nematoide fitoparasita Meloidogyne javanica, por isolados
de Gongronella ssp. provenientes de solo de area agricola. Conforme os autores,
embora ndo se tenha registros massivos do emprego desse género fungico como
agente de controle de nematoides, os resultados apresentaram alto potencial
biotecnoldgico. Acredita-se que o parasitismo dos ovos esteja associado a capacidade
de desacetilagdo da quitina (composto predominante na casca) a quitosana, que é
assim incorporada a biomassa do fungo (GHORMADE; PATHAN; DESHPANDE,
2017). Varela-Benavides, Duran-Mora e Guzman-Hernandez (2017) também

observaram potencial controle in vitro de M. exigua, ao utilizar G. butleri.
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Em termos de degradacao e estababilizacdo de substancias quimicas, Morales
e Casanova (2015), obtiveram altos rendimentos de reducdo da acetofenona
empregando células de G. butleri imobilizadas em espuma de poliuretano. Como
ressaltado pelos autores, além dos melhores rendimentos e menor tempo de
conversédo, o emprego do fungo como biocatalisador € muito especifico gerando uma
menor quantidade de substancias toxicas secundarias, em contraposicdo aos
processos de conversao que empregam catalisadores inorganicos.

Estudo realizado por Martins et al. (2017) também evidenciou o potencial
biotecnolégico do emprego do género Gongronella para a dedragacdo de compostos
xenobidticos e recalcitrantes, como o fungicida metalaxil, muito empregado no
combate de fitopatdogenos.

Seguindo esse mesmo Vviés da quimica verde e sustentavel existem relatos da
atividade de G. butleri na degradacdo de polihidroxialconoatos - PHA (polimeros
constituintes dos bioplasticos degradaveis), que tém substituido gradualmente os
plasticos sintéticos tradicionais (VOLOVA; BOYANDIN; PRUDNIKOVA, 2015).

Um estudo recente com fungos isolados de uma mina de uréanio inativada, na
cidade de Caldas (MG), também mostrou em testes de resisténcia/tolerancia, o
potencial de G. butleri na biorremediacdo de uranio por meio de biossorcédo desse
elemento quimico em agua contaminada (COELHO E. et al., 2020).

A capacidade catalitica de G. butleri também foi evidenciada por Kollerov et al.
(2015) na hidroxilagdo de 6a-fluoro-16a-metil-desoxicorticosterona 21-acetato (FM-
DCA) a 6a-fluoro-16a-metil-corticosterona, um esteroide ativo, sendo atingindo um
rendimento otimizavel de 65% de conversdo ao se empregrar 6 g L' de FM-DCA.
Segundo os autores, essa capacidade esta associada a um sistema de enzimas 11(3-
hidroxilantes na membrana celular do fungo, propiciando uma ferramenta eficaz de
modificacdo de esteroides, que seriam de dificil obtencdo por métodos sintéticos
convencionais (KOLLEROQV et al., 2019).

A producdo de quitosana e enzimas derivadas de G. butleri tem sido muita
pesquisada para emprego em diferentes setores de atividade econdmica,
especialmente no alimenticio, bebidas, médico-farmacéutico, limpeza e higiene.

A quitosana é um biopolimero derivado da desacetilagdo da quitina, o segundo
carboidrato mais abundante da natureza. Por apresentar caracteristicas nao toxicas,
biodegradaveis, biocompativeis e eco-amigaveis, tem sido um polimero amplamente

utilizado em recursos biotecnoldgicos. Durante longos periodos sua extragdo vem
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sendo realizada a partir de residuos das carapacas de crustaceos, entretanto, os
processos extrativos sdo complexos, empregam solventes quimicamente agressivos,
e a producdo do carboidrato € muito dependente das condigbes ambientais. Tais
caracteristicas sao consideradas pouco vantajosas quando comparadas a producao
a partir de fontes flngicas, o que tém ganhado atencdo nos ultimos anos (RAZAK et
al., 2018). Vantagens tecnoldgicas também se somam a obtencédo desse composto a
partir de fungos, tais como: polimeros de comprimento mais homogéneo, com alto
grau de desacetilacdo e solubilidade em relacdo as fontes marinhas (GHORMADE;
PATHAN; DESHPANDE, 2017).

Além da quitosana ser encontrada naturamente em paredes celulares de
fungos como: Absidia glauca, A. coerulea, A. blakesleeanus, Aspergillus niger, Mucor
rouxii, G. butleri, Phycomyces blakesleeanus, Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei,
e Lentinus edodes (RAJKUMARI; BUSI, 2018); enzimas quitosanases podem ser
isoladas dos mesmos, podendo ser empregadas na despolimerizacdo da quitosana,
com formacao de quitooligossacarideos (QOS), que sdo oligbmeros com propriedades
biolégico-farmacéuticas e tecnoldgicas especificas (LI et al.; 2016b). Existem relatos
do emprego dos QOS com funcao anti-inflamatoria (AZUMA et al., 2015); antifangica
(SEKI; NISHIYAMA; MITSUTOMI, 2019); antibacteriana (LAOKULDILOK et al., 2017);
antioxidante (YANG et al., 2017); antitumoral (ZOU et al., 2019); como componentes
de embalagens (CASTILLO et al., 2017) e em produtos lacteos (VELA GUROVIC et
al., 2015).

Essa capacidade de producéo de quitosanases por G. butleri foi identificada em
um estudo recente onde se purificou e caracterizou uma exo-quitobiohidrolase
monomérica de 47.000 Da, com atividade 6tima em pH 4,0 e temperatura de 45°C; e
estabilidade entre pH de 5,0 - 11,0 e temperaturas abaixo de 30°C (SEKI; NISHIYAMA,;
MITSUTOMI, 2019).

O emprego de G. butleri na producao de enzimas, tendo por base seu cultivo
em subprodutos agroindustriais, tem apresentado resultados satisfatérios,
especialmente por tais substratos apresentarem uma fonte potencial de nutrientes e
energia de baixo custo, haja visto estarem amplamente disponiveis em paises que
tém sua economia pautada na agropecuaria, como o Brasil (MORAES et al., 2017;
SAMPAIO; HADDAD; WIENDL, 2018).

A diversificada producdo de enzimas por G. butleri relatada em estudos

recentes, tais como: amilases, xilanases, quitosanases, celulases, dentre outras;
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demonstra sua potencial versatilidade metabdlica, e a necessidade de estudos
prospectivos distintos empregando-se condicbes de cultivo e substratos de
composicdo quimica diferenciados, visando-se induzir e otimizar enzimas, que podem
ser empregados nos mais variados produtos e processos (SANTOS et al.; 2016;
CAVALHEIRO et al., 2017; SENNA et al., 2017; SENNA, 2018; SENNA et al. 2018;
SEKI; NISHIYAMA; MITSUTOMI, 2019)

2.4 Amilases

As amilases sao carboidrases que catalisam a quebra das ligacdes glicosidicas
presentes no amido, glicogénio e sacarideos derivados. Podem ser obtidas de plantas,
e animais, mas as amilases derivadas de micro-organismos, especialmente fungos
filamentosos, tém sido mais empregadas comercialmente, uma vez que a inducéo da
producado desses catalisadores por tais fungos requer processos de facil aplicacdo e
baixo custo, e podem ocorrer em curtos periodos de tempo, tornando a obtencao
economicamente viavel (PASIN et al., 2014).

Outro fator que corrobora a adocdo industrial de amilases fungicas, esta
relacionado a capacidade desses organismos de sintetizar uma série de enzimas com
diferentes caracteristicas. Segundo Elizei et al. (2014), essa capacidade relaciona-se
a diversidade de habitats distintos colonizados por esses micro-organismos ao longo
da evolucdo. Conforme os mesmos autores, estima-se que 60% dos catalisadores
bioldgicos utilizados em processos industriais derivam de fungos filamentosos,
seguidos por 24% de bactérias, 6% de animais, 4% de vegetais e 4% de leveduras.

O amido é um homopolissacarideo de reserva, estruturalmente complexo,
constituido de centenas a milhares de unidades de D-glicose ligadas entre si por
ligacbes O-glicosidicas do tipo a-1,4 e a-1,6, sendo largamente encontrado nas
plantas (sementes, folhas, raizes, bulbos, tdberculos e rizomas), na forma de
granulos, constituidos por duas fragbes: amilose e amilopectina (Figura 10). A
proporcdo dessas fracdes varia conforme cada espécie vegetal, mas em média a
amilose representa de 15 a 30% do amido, e amilopectina de 70 a 85%. Por ser um
acucar largamente presente nos vegetais e também nos subprodutos derivados
destes; torna-se um dos principais substratos a serem empregados em bioprocessos
industriais, pela acdo das amilases, gerando diferentes compostos derivados com

ampla aplicagéo (PASIN et al., 2019).
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Figura 10 — Férmulas estruturais da amilose e amilopectina.
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Fonte: Adaptado de Alves-Prado (2005).

A maior parte do amido usado industrialmente é quimicamente modificado, e
para isso faz-se importante empregar processos de hidrolise dessa molécula. Como
0 emprego de enzimas necessita de condicdes menos enérgicas e ainda é especifico,
gerando menor quantidade de outros subprodutos de n&o interesse, quando
comparado aos catalisadores quimicos; pesquisas tém sido dedicadas a se produzir
e isolar tais catalisadores biologicos (GUIMARAES, 2016).

Devido a complexidade estrutural do amido, formado por partes lineares de D-
glicose, dispostas de forma helicoidal (amilose), e partes ramificadas (amilopectina),
faz-se necessario aplicar sistemas multienzimaticos, constituidos por diferentes
enzimas, visando-se obter distintos hidrolisados de amido (POLIZELI; SILVA, 2016).

As amilases podem ser agrupadas de acordo com diferentes caracteristicas:
modo de acdo (endo- ou exo-), retengdo ou inversdo de configuragao (a ou B),
afinidade por ligagdes do tipo a-1,4 ou a-1,6, atividade de transglicosilacdo ou néo
(KOBLITZ, 2010).

De acordo com o seu modo de acédo na estrutura do amido (Figura 11) as
amilases podem ser classificadas como endoamilases, exoamilases, desramificantes

ou transferases.
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Figura 11 — Representacdo esquematica da acdo das enzimas envolvidas na

degradacgéo do amido.
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As endoamilases hidrolisam o amido de forma casual no interior da molécula,
rompendo ligagbes do tipo a-1,4, gerando oligossacarideos de diversos
comprimentos, e promovendo de forma geral a reducéo da viscosidade da solucéo de
amido. As principais representantes desse grupo sdo a-amilases (EC 3.2.1.1), que
tém acdo rapida sobre substratos de alta massa molecular, dando origem a uma
mistura de oligossacarideos de pesos moleculares distintos, denominados de
dextrinas ou maltodextrinas. Em longos tempos de reacdo, essas enzimas podem
produzir glicose e maltose a partir de amilose; e oligossacarideos (de 4 ou mais
unidades de glicose) contendo as ligacoes a-1,6, a partir de amilopectina (VAN DER
MAAREL et al., 2002). As a-amilases séo estabilizadas na presenca de ions de calcio,
e algumas podem ser ativadas (apresentando maior taxa de hidrolise) na presenca de
halogénios. E interessante ressaltar também, que leveduras alcodlicas n&o sintetizam
tais enzimas (KOBLITZ, 2010).
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As exoamilases hidrolisam, consecutivamente, as ligacdes glicosidicas
partindo da terminac&o nao redutora da molécula, produzindo basicamente acucares
redutores, como a glicose ou a maltose. Como exemplos pode-se citar as -amilases
(EC 3.2.1.2) e glicoamilases/amiloglicosidases (EC 3.2.1.3), que formam produtos de
configuracdo B e dextrinas; e a-glicosidases (EC 3.2.1.20) que formam as a-glicoses
(BERTOLDO; ANTRANIKIAN; 2002). As B-amilases hidrolisam especificamente as
ligacOes a-1,4, e sao produzidas principalmente por vegetais, sendo a soja a melhor
fonte de obtengdo comercial, mas existem relatos de sua produg&o por micro-
organismos, ndo sendo conhecidas p-amilases de origem animal. As glicoamilases
sao capazes de romper tanto ligacfes a-1,4, quanto a-1,6, tendo mais afinidade pelas
primeiras, e sendo produzidas principalmente por fungos filamentosos (KOBLITZ,
2010).

As enzimas desramificantes sdo amilases que tem alta afinidade pela ligacao
a-1,6. Destacam-se as isoamilases (EC 3.2.1.68), que clivam ligacdes da amilopectina
e dextrinas ramificadas (ndo atuando satisfatoriamente sobre amilopectina nativa, e
nem tendo capacidade de hidrolisar isomaltose), sendo produzidas por vegetais e
bactérias; e as pululanases (EC 3.2.1.41) produzidas por leveduras, que além de
atuarem sobre a amilopectina, também hidrolisam o pululano (polimero de
maltotrioses unidas por ligagdes a-1,6) (KOBLITZ, 2010).

As transferases sao enzimas que fazem a quebra das ligac6es glicosidicas a-
1,4 da molécula doadora, transferindo parte dessa molécula para um aceptor
glicosidico e formando uma nova ligacdo. Essa transglicosilacdo pode ser
intermolecular ou intramolecular. As ciclodextrina-glicosiltransferases (CGTase, EC
2.4.1.19) e as amilomaltases (EC 2.4.1.25) formam uma nova ligagéo tipo a-1,4; sendo
gue a primeira forma produtos ciclicos, e a segunda, produtos lineares. Ja, as enzimas
ramificadoras (EC 2.4.1.18) formam uma ligacdo a-1,6 (VAN DER MAAREL et al.,
2002).

2.5 Pectinases

As pectinases sé@o enzimas capazes de reconhecer as ligagdes glicosidicas do
tipo a-1,4 entre unidades de acido galacturdnico (principal monémero constitutivo da
pectina) e seu derivado metoxilado, hidrolisando-as; ou promover a desesterificacao

da pectina. Sao produzidas por vegetais e micro-organismos, tendo como ponto de
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atuacao a lamela média e a parede celular primaria vegetal. No primeiro caso, as
enzimas enddgenas atuam de forma a promover o afrouxamento da parede celular ao
longo do processo de multiplicacdo, desenvolvimento, maturacdo e senescéncia
celular. No segundo caso, as enzimas exdgenas atuam de modo a facilitar o acesso
do micro-organismo ao interior da célula vegetal, permintindo maior infectividade e/ou
obtencéo de nutrientes (KOBLITZ, 2010; COSTA, 2019).

As pectinases sao aplicadas em diferentes processos industriais, como
extracdo de sucos e 0Oleos; controle da turbidez, viscosidade e clarificacéo de alguns
tipos de bebidas; branqueamento do papel; tratamento de fibras téxteis; producéo de
derivados de interesse a saude humana; agregacdo de propriedades sensoriais e
nutricionais a produtos alimenticios; entre outros (SANTI; BERGER; SILVA, 2014).
Conforme Melo (2021), dentre os micro-organismos com maior emprego na producao
de pectinases de interesse biotecnoldgico, destacam-se os fungos filamentosos,
capazes de produzir elevados titulos de concentracfes proteicas.

O principal substrato de atuacdo das pectinases sdo as pectinas, uma familia
heterogénea de substancias pécticas, formadas por oligo e polissacarideos, que em
conjunto ddo origem a uma macromolécula complexa. Apesar da constituicao
molecular variada, as substancias pécticas ttm em comum uma estrutura molecular
esquelética formada por uma cadeia linear de acidos D-galacturénicos (um derivado
oxidado do monossacarideo galactose) unidos entre si por ligacbes do tipo a-1,4.
Algumas dessas unidades monoméricas podem estar metiladas, acetilas ou ligadas a
acucares como a D-apiose, L-arabinose, L-ramnose, D-fucose, D-galactose, D-xilose
e alguns acidos especificos (CANTERI et al., 2012).

A combinacgdo entre os monossacarideos presentes na molécula é diversa,
dificultando a elaboragcéo de um esquema estrutural Unico. Entretanto, Willats, Knox e
Mikkelsen (2006), propuseram uma representacdo convencional, onde a
macromolécula é formada basicamente por trés agrupamentos distintos, sendo eles:
homogalacturonana, a ramnogalacturonana | e a ramnogalacturonana Il. A partir de
outros estudos e com novas evidéncias analiticas, uma estrutura hipotética alternativa,
foi proposta (Figura 12) (CANTERI et al., 2012).
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Figura 12 — Representacao esquematica da estrutura das substancias pécticas.
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Alternativa proposta

Fonte: Willats, Knox e Mikkelsen (2006), adaptado por Canteri et al. (2012).

A parte homogalacturonana é basicamente linear e formada pela sequéncia de
de 4&cidos galacturbnicos unidos por ligacbes a(1—4). Estima-se que pode
corresponder a 60-65% de toda a pectina, sendo predominante em tecidos
reprodutivos como frutas e sementes (VORAGEN et al., 2009). A ramnogalacturonana
| € a combinacéo entre acido galacturénico dextrogiro e ramnose levogira, unidas por
ligacbes a(1—2), o que possibilita a adicdo de novas cadeias de glicanos ligadas a
ramnose, como a arabinose e galactose, por exemplo. Estima-se que este
agrupamento corresponda a aproximadamente 20 a 35% das substancias pécticas
(ATMODJO; HAO; MOHNEN, 2013). A ramnogalacturonana Il é a variagdo mais
complexa e menos presente na pectina, ocupando 10% de toda a composicdo. Nela
h& a presengca de aglcares pouco comuns, como a apiose e o0s acidos deoxi-
lixoheptulo piranosidico (Dha) e cetodeoximano-octulopiranosilénico (KDO). Pode

conter ainda estruturas secundarias ligadas a cadeia galacturbnica, sendo dois
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dissacarideos, um octassacarideo e um nonassacarideo, estando ou ndo metilados
ou acetilados (VORAGEN et al., 2009; ATMODJO; HAO; MOHNEN., 2013).

Em termos genéricos as substancias pécticas podem ser agrupadas em
pectina, acido pectinico e acido péctico (pectato). Basicamente, a diferenca entre
essas trés denominacbes esta relacionada a grau de metoxilagdo dos grupos
carboxilicos do acido galacturénico. As pectinas formam geis em meio acido e
presenca de agucar, podendo apresentar de 75% ou mais de seus &cidos
galacturdnicos esterificados com metanol. Os 4cidos pécticos praticamente ndo se
apresentam esterificados, e os acidos pectinicos, sdo denominacdes intermediarias,
onde alguns monémeros de acido galacturénico estdo metoxilados. Por isso, esses
altimos sdo também denominados de pectinas de baixo teor de metoxilacao
(KOBLITZ, 2010).

As pectinases podem ser classificadas conforme seu modo de acao, substrato
preferencial e reacdo catalisada. De forma geral, sdo agrupadas em desmetoxilantes
(esterases) e despolimerizantes, podendo estas Ultimas atuarem como hidrolases ou
liases (ou seja, rompem a ligacdo a-1,4, e formam uma dupla ligacdo entre os
carbonos 4 e 5 de um dos acidos galacturénicos) (UENOJO; PASTORE, 2007).

As enzimas desmetoxilantes, também conhecidas como pectinaesterases ou
pectina-metil-esterases sdo hidrolases que atacam a ligacdo éster, desmetoxilando
acidos galacturénicos esterificados com o grupamento metil, dando origem a pectato
e metanol (Figura 13). Essa acdo tem como efeito, maior susceptibilidade do
polissacarideo ao ataque por enzimas despolimerizantes, e também maior facilidade
de precipitacdo na presenca de calcio. Sdo produzidas tanto por vegetais, quanto por
micro-organismos, sendo que as de origem fungica agem totalmente ao acaso sobre
a molécula de pectina, gerando pectinas com baixo teor de metoxilacdo, porém

resistentes a precipitacdo por calcio (KOBLITZ, 2010).

Figura 13 — Acéo das esterases sobre a molécula de pectina.

desmetoxilacdo Regido desmetoxilada
COOR COOR
1"‘r\o "{( Coo--‘
OH e OH ‘>k N
6] + CH,OH
OH OH- ! (!)H
6 0
& H b

H

Desesterificagao/saponificacao

Fonte: Adaptado de Canteri et al. (2012).
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As pectinases despolimerizantes rompem as ligacdes glicosidicas a-1,4,
podendo atuar preferencialmente sobre pectinas com alto teor de metoxilacéo (sendo
denomidas de polimetilgalacturonases) ou sobre pectinas com baixo teor de
metoxilacdo (sendo denominadas de poligalacturonases). Podem ter agcao endo- ou
exo- e hidrolisar a cadeia de pectina randomicamente ou a partir de sua extremidade,
respectivamente (Figura 14) (CANTERI et al., 2012).

Figura 14 — Acao das polimetilgalacturonases e poligalacturonases sobre a molécula

de pectina. Ponto de ag&o enzimatica

COOR
ﬁ() & COOR COOR
. COOR H o 0. OH 0.
0 0 S~ OH OH
L OH . OH O
A OH OH

OH

Hidrolise dcida

Fonte: Adaptado de Canteri et al. (2012). R = CHs (polimetilgalacturonases); R = OH (poligalacturonases).

As liases, atacam a ligacéo a-1,4 lisando-as por B-eliminacao e formando uma
dupla ligagcéao entre os carbonos 4 e 5 de um dos mondmeros da sequéncia. Podem
atuar de forma endo- ou exo- sobre a molécula de pectina, e algumas (pectinaliases
ou poligalacturonato liases) serem ativadas por calcio ou outros ions divalentes
(Figura 15). Um outro grupo de pectinases, também foi detectado em fungos
filamentosos, sendo denominadas de ramnogalacturonases. Estas sdo capazes de
hidrolisar as ligaces glicosidicas entre ramnose e acidos galacturdnico, nas regides
ramificadas das substancias pécticas, liberando diferentes oligbmeros formados por
acido galacturénico e acuUcares neutros (ramnose, arabinose, galactose e xilose)
(KOBLITZ, 2010).

Figura 15 — Acao de B-eliminacao catalisada por liases sobre a molécula de pectina.
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Fonte: Adaptado de Canteri et al. (2012).
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2.6 Desafios e alternativas atuais associados ao problema dos residuos

agroindustriais

As perdas e desperdicios de alimentos na integra e/ou subprodutos agricolas
e agroindustriais, que poderiam ser aproveitados em outros processos e para
elaboracao de diferentes produtos destinados a distintos setores, ocorrem no mundo
todo como consequéncias da ineficiéncia ou inadequado manejo ao longo da cadeia
produtiva, tendo como causas questdes econémicas, politicas, culturais, tecnoldgicas,
dentre outras (DELIBERADOR, et al. 2018; BARROZO et al., 2019).

Segundo dados da Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentagcdo e
Agricultura (FAO/ONU, 2016), estima-se que aproximadamente um terco de todo o
alimento produzido, ou seja cerca de 1,3 bilhdo de toneladas sédo desperdicados no
mundo anualmente. Tal situacdo gera inameros efeitos sejam eles econémicos, com
prejuizos anuais variando em torno de US$ 750 bilhGes de ddlares, quanto de
seguranca alimentar e ambiental, comprometendo assim a sustentabilidade, uma vez
que cerca de 30% dos alimentos produzidos no planeta sdo descartados, perdidos,
estragam-se ou sao deteriorados por pragas (MUNESUE; MASUI; FUSHIMA, 2015;
PEIXOTO; PINTO, 2016).

Calcula-se que 54% das perdas agroindustriais de alimentos no mundo
ocorram nas etapas da producdo, da manipulacdo pés-colheita e da armazenagem
dos produtos, sendo esses desafios mais intensos nos paises em desenvolvimento; e
gue os 46% restantes sdo desperdicados nas etapas de processamento e distribuicao,
estando associados especialmente ao comportamento inadequado constatado
principalmente nas regides mais industrializadas ou de renda média mais elevada
(CAISAN, 2018; BARROZO et al., 2019).

Véarios recursos sdo usados para se gerar sobras e subprodutos néo
consumidos na cadeia agroindustrial, mas que ainda apresentam nutrientes e energia
gue poderiam ser aproveitados. S6 no Estados Unidos, por exemplo, se perde ou
consome com esses produtos descartados, 30% dos fertilizantes, 31% das terras
agricolas, 25% da agua doce total e 2% da energia (MUNESUE; MASUI; FUSHIMA,
2015). Associado a isso, ainda existe a possibilidade de desvalorizacdo e
desvantagens competitivas das empresas vinculadas ao setor agroindustrial,

decorrentes ndo somente das pressoes e legislacdes governamentais, como também
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da maior exigéncia dos consumidores perante a oferta de produtos e servicos que nao
prejudiquem demasiadamente os recursos naturais (ARAUJO et al., 2018).

Segundo Ribeiro, Jaime e Ventura (2017), o consumo de servicos e
principalmente produtos derivados do setor agroindustrial tem sido impulsionado por
problematicas baseadas em novos elementos determinantes do processo decisorio
de uso e compra, sendo eles: qualidade, saude e bem-estar, transparéncia, seguranca
e menores impactos ao meio ambiente. Nesse sentido, estudos sobre a perda e o
desperdicio de alimentos, associados ao aproveitamento eficiente e valorativo das
sobras, tém se tornado constantes, desafiando os sistemas agroindustriais a encontrar
novas formas de se reduzir o uso de recursos naturais e diminuir as externalidades
negativas ao meio ambiente derivadas dos processos, produtos e servigcos, como por
exemplo, a disposicao inadequada de rejeitos no solo, dgua ou ar (MCCARTHY; LIU,
2017; CAROTA et al., 2018; LIZARDI-JIMENEZ et al., 2019)

O setor agroindustrial, representando 25% do Produto Interno Bruto (PIB) do
Brasil (ESTADO DE MINAS, 2020), participa significativamente do desenvolvimento
do pais, e vem adotando nos dultimos anos novos processos de producdo,
aproveitamento e comercializacdo de produtos, visando um desenvolvimento mais
sustentavel (MOREIRA, 2019). Isso se deve ndo somente por uma regulamentacao
interna e externa mais exigente, mas também pela busca de uma maior visibilidade
do setor e empresas perante aos clientes e consumidores.

A demanda por produtos dos inUmeros segmentos do setor agroindustrial
consome recursos naturais e geram grandes quantidades de subprodutos e emissées,
gue necessitam ser devidamente manejados para que ndo provoquem problemas
ambientais (FERRAREZE; BRAGA-JUNIOR; BAPTISTA, 2018). Dai a necessidade
da adocéao de estratégias e acdes de melhorias tecnologicas que visem buscar a
exceléncia no processo produtivo.

Dentre tais estratégias, o emprego dos subprodutos agroindustriais como
substrato para o cultivo de micro-organismos, com consequente producdo de
bioprodutos, biomassa e/ou energia tém se tornado uma alternativa promissora e
sustentavel, pois valores financeiros sdo agregados ao processo produtivo, gerando
mais renda. Almeida et al. (2018), por exemplo, comparando o cultivo de Pleurotus
ostreatus em diferentes substratos de origem agroindustrial, verificaram que a
combinacéo de bagaco de cana-de-acucar suplementado com farelo de trigo, foi bem

eficiente ao desenvolvimento do fungo, podendo complementar a renda do agricultor,
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especialmente porque esta espécie pode ser comercializada por ser considerada
comestivel. Barbosa, Rodrigues e Oliveira (2017) também evidenciaram
potencialidades do emprego de caro¢o de acai no aumento de produtividade do
mesmo fungo.

A bioprospecc¢éao de micro-organismos produtores de enzimas na presenca de
subprodutos agroindustriais também tem sido muito pesquisada, pois as enzimas ou
coquetéis enziméticos obtidos podem ser empregados em distintos processos
promovendo melhorias de rendimento, qualidade e reducdo de custos e energia.
Exemplo disso € demonstrado no estudo realizado por Silva J. et al. (2018), onde os
autores empregaram a levedura Saccharomyces cerevisiae JAY-270, sobre residuos
da coroa de abacaxi (Ananas comosus) pré-tratada com complexo enzimatico
celulolitico comercial (Cellic® CTec2 — Cellulase; Novozymes Latin America Ltda), e
obtiveram boa producéo (18,80 g L) de bioetanol de segunda geragéo, num periodo
de 24 horas, com maior pico (31,10 g L) nas primeiras 4 horas de fermentacgéo,
demonstrando a importancia da aplicacdo de enzimas para obtencdo de maior
rendimento etandlico.

Dentre as formas de obtencdo de enzimas microbianas, o CES vém sendo
amplamente estudado e utilizado (SANTOS P. et al., 2018), especialmente no Brasil.
Pesquisas indicam que a adocao desse método de producdo enzimatica seja mais
vantajoso que o cultivo submerso (CSm), pois exige uma menor quantidade de agua,
evitando contaminacdo devida a agua livre no sistema; emprega como substrato,
subprodutos agroindustriais de baixo custo; fornece um meio mais concentrado; a
fermentacdo é realizada em condicBes similares ao habitat natural (especialmente
quando se emprega os fungos filamentosos, como agente biolégico fermentativo).
Além disso, evita a represséo catabolica; demanda baixo investimento, empregando
instrumentos e equipamentos de cultivo rotineiramente usados em laboratério;
necessita de menor demanda energética associada a remogéo de produto do meio
fermentado e proporciona produtividades volumétricas consideraveis (PITOL et al.,
2016; SUHAIMI et al., 2016; IDRIS et al., 2017; ORTIZ et al., 2017; RODRIGUES, et
al., 2017).

As celulases tém sido as enzimas mais produzidas por CES empregando-se
subprodutos agroindustriais, em pesquisas brasileiras (SANTOS P. et al.,, 2018).
Entretanto, ndo menos importantes, as amilases e pectinases também se destacam

comercialmente, constituindo de 10 a 33% do mercado internacional de enzimas
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(MUKESH KUMAR et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2015), pois sdo aplicadas em
diferentes processos e/ou empregadas em produtos sejam eles da area alimenticia,
bebidas, téxtil, quimica, entre outros (POLIZELI; SILVA, 2016; AMIN; BHATTI; BILAL,
2019).

Considerando que 40% dos investimentos requeridos nos custos dos meios de
cultivo estdo associados a fonte de carbono (OLIVEIRA et al., 2015), sendo ainda o
farelo de trigo e o fungo A. niger, o subproduto e agente biol6gico, mais usados nos
processos fermentativos por CES (SANTOS P. et al., 2018), faz-se necessario testar
alternativas empregando-se outros substratos e micro-organismos, a fim de se ampliar
a obtencao de enzimas (PEREIRA et al., 2017; RAVINDRAN et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar as atividades enzimaticas amilolitica e pectinolitica do fungo
filamentoso G. butleri, isolado do solo do Cerrado, sobre distintos subprodutos
derivados do processamento agroindustrial, empregando-se cultivo em estado sélido

in vitro em diversas condi¢cdes, com o intuito de se otimizar a producao das enzimas.

3.2 Objetivos especificos

a) Realizar teste piloto de cultivo da cepa fungica isolada, em relagdo a meios
de cultura especificos que permitam presumir a producdo de amilases e pectinases

pelo micro-organismo;

b) Averiguar o crescimento e expansado micelial da cepa flungica ao longo do
tempo, em meio de cultura padrdo, sob diferentes temperaturas, visando selecionar

os melhores parametros para o cultivo nos subprodutos agroindustriais;

c) Caracterizar fisico-quimicamente os subprodutos agroindustriais, a serem
usados como substrato nas fermentagfes, antes e apds a umidificagdo com solugéo

mineral nutritiva;

d) Cultivar a cepa fungica em estado sélido sobre diferentes substratos
derivados do processamento agroindustrial, em distintas temperaturas e sob um

tempo mais razoavel a fermentagéo obtido no item 3.2b;

e) Determinar as atividades amilolitica e pectinolitica da cepa fungica, visando
determinar o melhor tempo e temperatura de fermentacdo a ser adotado em testes
subsequentes, empregando para isso 0s métodos dextrinizante e de determinacéo

dos agucares redutores pelo acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS);

f) Determinar o pico de maior atividade enzimatica para a cepa fungica, a partir

da fermentacdo e dosagem, a cada 24 h por cinco dias, empregando-se a
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temperatura, 0 método e os substratos que obtiveram melhores resultados no item
3.2e; monitorando-se também as atividades enziméaticas especificas e o teor de

proteinas totais;

g) Realizar testes de otimizacdo da producdo de amilases e pectinases pela
cepa fungica, empregando planejamentos experimentais com combinacao e variacao

de fatores, a partir dos resultados obtidos para os melhores substratos do item 3.2f.

h) Mensurar a reducao percentual da viscosidade de uma solucéo padronizada
de pectina, apos acao de pectinases continas nos extratos brutos enzimaticos obtidos

por planejamento experimental.
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4 MATERIAL E METODOS

A cepa fungica de G. butleri (nomeada como IPS 8.2, referente ao ponto de
coleta no ambiente amostrado) empregada nos testes foi previamente isolada do solo
do Cerrado (Mato Grosso do Sul, Brasil), em uma propriedade rural particular do
municipio de Inocéncia (Latitude: -20 01" 39,45232"; Longitude: -51 46' 16,08534")
(SENNA, 2014), sendo molecularmente identificada, comparada e registrada no banco
de dados GenBank (nimero de acesso KU686888) (SENNA, 2018). Esta mantida sob
congelamento (-18 a -20°C) em meio agar Sabouraud (AS) inclinado com uma
camada de 6leo mineral estéril, junto a colecdo de micro-organismos do laboratoério
de Biotecnologia e Bioprocessos do Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de
Alimentos e Sécio Economia da Faculdade de Engenharia da UNESP, Campus llha
Solteira (SP).

Os subprodutos agroindustriais, de diferentes niveis granulométricos, usados
como substrato para cultivo e fermentacao do fungo foram cedidos por empresas da
regido de Ilha Solteira (SP) e arredores, sendo acondicionados em sacos plasticos
identificados a -18°C, visando manter suas propriedades e ndo serem degradados por

micro-organismos ou pragas.

4.1 Reativacédo da cepa e teste piloto de producédo de amilases e pectinases

A cultura fangica mantida em meio de armazenamento foi reativada em meios
liquidos contendo amido e pectina, para a determinacao da atividade litica de amilase
e pectinase, respectivamente, conforme metodologias adaptadas de Hankin e
Anagnostakis (1975) e Alves et al. (2002). Para isso uma algada da cultura foi
transferida em condicbes assépticas, com auxilio de alca de platina, para frascos
Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL do meio de cultivo previamente esterilizado a
121°C por 15 minutos. Os frascos foram mantidos sob agitacédo a 120 rotacdes por
minuto (rpm) em incubadora Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) a 35°C por 18 a
24 h.

O meio de cultivo liquido contendo amido apresentou a seguinte composicao
(1% amido em po solavel; 0,2% de peptona; 0,2% de extrato de levedura; 0,1% de
fosfato de potassio dibasico — K2HPO4; 0,05% de sulfato de magnésio heptahidratado

— MgS04.7H20). J& o meio de cultivo para determinacgéo da atividade pectinolitica foi
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composto dos mesmos constituintes e nas mesmas proporcoes, excetuando o amido,
gue foi substituido pela pectina em p6 de maca.

ApGOs turvagéo e desenvolvimento de um macico de hifas no meio sob agitacéo,
uma alcada de cada um dos indculos foi estriada (em triplicata) em condi¢gfes
asseépticas, na superficie de agar amido e agar pectina, sendo a placas de Petri
incubadas invertidas em B.O.D. nas mesmas condi¢cdes de tempo e temperatura
empregadas para se reativar as cepas em meio liquido, até o desenvolvimento de
colbnias visiveis a olho nu. A composi¢cdo quimica dos meios de cultivos sélidos,
contendo amido e pectina, foi a mesma dos meios de cultivo liquidos, s6 sendo
acrescentado 1,5% de agar agar em p6 comercial.

Para verificagdo da atividade amilolitica, as culturas formadas sobre as placas
contendo amido foram expostas a micropérolas de iodo que, ao se sublimar e entrar
em contato com o meio de cultivo, se combinaram ao amido formando um complexo
quimico de cor azul, demonstrando assim, que o mesmo nao foi degradado. A
transparéncia ao redor das colbnias fungicas evidenciou a atividade amilolitica. A
atividade pectinolitica foi verificada diretamente no meio de cultivo pela observacao

de halos transparentes ao redor das col6nias formadas.

4.2 Determinacao do crescimento e expansao micelial da cepa fungica em meio

de cultivo padréo sob distintas temperaturas

Visando determinar a eficiéncia de desenvolvimento de G. butleri em
temperaturas diferenciadas, in6culos da cepa fungica pura, previamente cultivados
em AS a 35°C + 0,5 por 72 h, foram repicados em condicdes assépticas, em triplicata,
no centro de placas de Petri contendo meio de cultivo estéril Potato Dextrose Agar
(PDA), conforme metodologia adaptada de Benassi e Almeida (2018), com o auxilio
de alca de platina. As placas foram incubadas invertidas em B.O.D. a 25, 30, 35 e
40°C + 0,5, por periodos de tempo correspondentes ao completo preenchimento das
mesmas pelo micélio fungico. O crescimento micelial (baseado na média do diametro
dos limites das duas maiores bordas) das col6nias para cada placa foi mensurado a
cada 24 h, e a média das medidas de cada replicata por temperatura foram adotadas
para comparacdo e escolha dos melhores parametros adotados em testes

subsequentes.
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4.3 Caracterizacéo fisico-quimica dos substratos agroindustriais

A caracterizagao fisico-quimica dos subprodutos agroindustriais empregados
como substratos nos testes fermentativos foi determinada pela mensuragéo inicial do
teor de sélidos sollveis — SS (°Brix); densidade aparente (g mL™); potencial
hidrogeniénico — pH; teor de umidade (%); teor de cinzas (%) e teor de acucares
redutores totais — ART (mg g!), de forma isolada e apds a adicdo da solugédo mineral
nutritiva (neste caso, s6 nao foi mensurada a densidade aparente), segundo
metodologias adotadas por Andrade et al. (2018), sendo todos os testes realizados
em triplicata.

O teor de SS foi quantificado adicionando-se em frascos Erlenmeyer (125 mL),
9 mL de agua destilada estéril e 1 g do respectivo substrato, sendo a suspensao
mantida sob agitacdo (200 rpm) a 25°C por 1 h. A mistura foi filtrada em bomba de
vacuo, empregando-se papel de filtro qualitativo (80 g m?; 14 um) adaptado em funil
de Buchner, para se separar o residuo sélido do sobrenadante. A mensuracao foi feita
em refratbmetro portétil Abbe, sendo o resultado expresso em °Brix, multiplicado por
10, devido a diluicdo empregada.

Para determinacdo da densidade aparente, o substrato foi adicionado sem
compactacao a proveta de 100 mL, previamente tarada em balanca analitica, sendo

0 volume de massa ocupado mensurado conforme Equagéo 1 (Eqg. 1).

Densidade aparente (g mL1) = massa do residuo
volume ocupado (Eq. 1)

O pH foi determinado em potencidmetro digital de bancada, previamente
calibrado com solug¢des-padréo (pH 4,0 e 7,0), partindo-se de uma suspensao de 10
g do substrato em 100 mL de &agua destilada estéril, seguida de agitacdo e
precipitagéo.

O teor percentual de umidade foi calculado colocando-se aproximadamente 2
g do substrato em placa de Petri estéril de massa conhecida, previamente seca e
tarada. O conjunto amostra-placa foi pesado e mantido em estufa de secagem a 105°C
+ 2 por 24 h, sendo resfriado por 1 h em dessecador contendo silica gel, e em seguida
novamente pesado. A determinag¢ao da umidade foi feita por meio da Equacéao 2 (Eq.
2).
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Umidade (%) =_(massa inicial amostra — massa final amostra) x 100
massa inicial da amostra (Eq. 2)

Para a determinacéo do teor percentual de cinzas pesou-se 2 g do substrato
em cadinho de porcelana previamente calcinado a 600°C por 30 min., e resfriado em
dessecador. O conjunto amostra-cadinho foi aquecido em forno mufla até 600°C por
3 horas, sendo reduzida a 200°C por mais 1 h. O conjunto amostra-cadinho foi mantido
em dessecador até resfriamento total e em seguida pesado novamente, sendo a

mensuracgao calculada pela Equacgéo 3 (Eqg. 3)

Cinzas (%) = massa final da amostra
massa inicial da amostra (Eq. 3)

Para a determinagé&o do teor de ART adicionou-se em frascos Erlenmeyer (125
mL) 10 g do substrato, 20 mL de &4gua destilada estéril e 5 mL de HCI 1 M. A mistura
foi agitada (200 rpm) a 25°C por 1 h. Em seguida, adicionou-se 2 mL de NaOH 1 M a
mistura e promoveu-se a filtracdo em bomba de vacuo, empregando-se papel de filtro
qualitativo (80 g m?; 14 pum) adaptado em funil de Buchner, afim de separar o
sobrenadante contendo os acucares soluveis, do residuo solido.

Empregou-se o método do &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), onde 0,5 mL do
filtrado foi colocado para reagir com 2,5 mL do reagente de DNS, em tubo de ensaio
mantido a 100°C por 10 min. e resfriado em banho de gelo por 5 min., sendo acrescido
posteriormente 3 mL de &gua destilada estéril. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 540 nm, sendo o branco feito a partir de 4gua destilada ao invés
da amostra. Uma curva padrdo (APENDICE A) empregando-se solucdo de glicose
(0,1%) em diferentes concentracdes foi utilizada para se transformar a leitura da
absorbancia em mg ART por mL de solucdo, e mensurar assim a concentracao de

ART por g de amostra (mg ART g de amostra).

4.4 Cultivo da cepa fungica sob diferentes substratos agroindustriais e

temperaturas

Partindo-se da escolha do melhor tempo de desenvolvimento micelial obtido no

item 4.2, a cepa foi submetida a cultivo em estado sélido (CES), conforme metodologia
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utilizada por Senna (2018), sob as mesmas temperaturas em B.O.D. sem agitacao,
empregando-se 0s seguintes substratos secos e triturados: farelo de trigo (2 mm) nao
lavado (Agromix, Bunge Alimentos S.A.); farelo de soja (2 mm) (Cargill Trés Lagoas);
sabugo de milho (2 mm) safra 2017; residuos do fermentado de vinho de uvas Santa
Isabel e Bordd (2 mm); casca de maracuja (2 mm); fibra do residuo de processamento
da mandioca (= 2 mm); palha de milho verde (0,5 mm) lavada; quirera de arroz (= 2
mm) e farinha do caroco de abacate (< 0,5 mm) liofilizado (Lote: GENE-8963, Jardim
de Minas, Belo Horizonte).

As fermentacBes para cada substrato e temperatura foram realizadas em
triplicata sem agitacao, em frascos Erlenmeyer (250 mL), contendo 5 g do substrato
previamente umedecido com 10 mL de solugdo mineral nutritiva (0,26% (NH4)2SO4;
0,22% K2HPO4; 0,02% MgS04.7H20; 0,03% CaClz), e esterilizados a 121°C por 15
min. Cinco discos (5 mm cada) miceliais de G. butleri, previamente cultivados em PDA
a 35°C %= 0,5 por 72 h, foram transferidos assepticamente para os frascos. Apos
término de cada periodo de fermentacéo adicionou-se assepticamente aos frascos 50
mL de agua destilada estéril, sendo esses agitados (100 ciclos min.!) a 25°C + 0,5,
por 1 h. O fermentado obtido foi filtrado em gaze de algodao hidrofilico (13 fios cm?)
esterilizado, sendo na sequéncia centrifugado a 10.000g por 10 min.,, e 0

sobrenadante utilizado para determinagéo da atividade enzimatica.

4.4.1 Determinacgéo das atividades enzimaticas

A determinacado das atividades amiloliticas e pectinoliticas dos extratos brutos
obtidos no item 4.4 foi realizada empregando-se os métodos dextrinizante (FUWA,
1954; PONGSAWASDI; YAGISAWA, 1987) e de reducéao do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959) para amilases; e método DNS para as pectinases.

A mensuracéo da atividade amilolitica pelo método dextrinizante foi realizada
pela medida indireta da capacidade absortiva dos extratos brutos, empregando
espectrofotometria a 700 nm, considerando-se a formacao do complexo azulado de
interagc&o do iodo com o amido. O controle e branco foram preparados e mensurados
da mesma maneira, substituindo-se o extrato bruto enzimatico e o substrato reativo
(conforme o caso) pelo volume equivalente em agua destilada estéril. A unidade de

atividade enzimatica dextrinizante (Ul) foi definida como sendo a quantidade de
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enzimas necessarias a reducdo de 10% da intensidade da cor do complexo iodo-

amido por minuto, de acordo com a Equacéo 4. (Eq. 4).

U mL1 = [(abs.C — abs.R) + abs.C] * (k) * (v x t) * fd (Eq. 4)

Onde:

abs.C = absorbancia do controle;

abs.R = absorbancia do meio reacional,

k = constante igual a 10;

v = volume do extrato bruto testado;

t = tempo de reagdo da metodologia;

fd = fator de diluicdo do extrato bruto enzimético.

A determinacdo das atividades amiloliticas e pectinoliticas pela reducdo do
DNS foi mensurada por espectrofotometria a 540 nm, comparando-se as
absorbéancias com curvas de calibragdo padronizada da solugédo do DNS, obtidas por
diluicdes de solucdo de glicose e acido D-galacturdnico a 0,1%, respectivamente
(APENDICE B). As medidas foram expressas em Ul por mililitro de extrato bruto
enzimatico (U mL™) ou por gramas de substrato (U g1), que corresponde a quantidade
de enzima necesséaria para liberar 1 umoL de glicose ou &cido galacturénico (conforme
0 caso) por minuto de reacgao.

Para determinac¢éo da atividade enzimatica empregou-se a Equacéao 5 (Eq. 5),
onde o branco foi preparado substituindo-se os volumes dos extratos brutos e
substratos reativos, pelo equivalente em agua destilada estéril. Os controles foram
preparados conforme os mesmos métodos do procedimento reacional, sO que
invertendo as etapas de adicdo dos reagentes (substrato = solucdo DNS - extrato

bruto enzimatico).

UmL?=[(x) = (v * )] * fd (EqQ. 5)

Onde:
x = resultado da solugcéo da equacéo da reta de calibragéo;
v = volume de extrato bruto enzimatico;

t = tempo da reagdo em minutos;
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fd = fator de diluicdo do extrato bruto enzimatico.

4.4.2 Determinacao do perfil das atividades enzimaticas e atividades especificas

A partir dos melhores resultados obtidos no procedimento dos itens 4.4 e 4.4.1
foram definidos os seguintes parametros para se determinar o perfil e pico da atividade
enzimatica de amilases e pectinases: método de reducdo do DNS; temperatura de
incubacéo/fermentacao de 35°C + 0,5; e sete substratos (farelo de trigo, farelo de soja,
sabugo de milho, residuos do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bordd,
casca de maracuja, palha de milho verde e farinha do caroco de abacate).

O monitoramento da produgéo enzimatica foi realizado em triplicata para cada
tipo de substrato e ao longo de 24, 48, 72, 96 e 120 h, empregando 0S mesmos passos
e procedimentos adotados nos itens 4.4 e 4.4.1.

As médias dos resultados da atividade enzimatica das replicatas foram plotadas
em grafico e comparadas visando-se definir os melhores substratos e temperatura
para testes subsequentes de otimizacao.

As atividades especificas (U mg proteina) foram determinadas dividindo-se o
valor de atividade enzimatica (U mL?), pela respectiva concentracéo de proteina total

(mg mL1) dos extratos brutos obtidos.

4.4.3 Determinacao de proteinas

Na quantificacdo de proteinas totais a mistura de reacao foi composta de 500
uL do extrato bruto contendo enzimas, 450 pL do reagente A (2,0 g L* de
KNaC4H406.4H20; 100,0 g L't Na2COs; 0,5 mL L* solucdo NaOH a 1 N), seguida de
incubacédo em banho-maria a 50°C por 10 min, e posterior resfriamento a + 25°C. Na
sequéncia, foi adicionado a mistura reacional, 50 pL do reagente B (2%
KNaCsH406.4H20; 1% CuS04.5H20; 10% solugcdo NaOH, a 1 N) e incubada a
temperatura de + 25°C por 10 min. Posteriormente, foi adicionado 1,5 mL do reagente
C (Folin Ciocalteau diluido em &gua destilada na propor¢do 1:15) & mistura, e
incubada em banho-maria a 50°C por 10 min. A absorbancia foi determinada em
espectrofotometro a 650 nm, apds a mistura atingir temperatura aproximada de *

25°C, conforme o0 método Hartree-Lowry (HARTREE, 1972), sendo a concentracao de
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proteinas (mg mL™) determinada empregando-se a curva de calibracdo (APENDICE
C) de soro albumina bovina — BSA (0 — 300 ug mL™?).

4.5 Teste de otimizacdo da producao de enzimas e mensuragdo da atividade

pectinolitica por método viscosimétrico empregando planejamento fatorial 23

No teste de otimizagao da producao de amilases e pectinases por G. butleri, foi
empregado planejamento experimental fatorial 23 com trés repeticdes no ponto central
(BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010) totalizando-se 11 experimentos.
Como variareis independentes do planejamento foram adotados a combinacédo e
variagdo das propor¢cdes dos dois substratos que obtiveram os melhores resultados
no item 4.4.2; além da variagdo da umidade inicial desses, por meio de diferentes
volumes de solucdo mineral nutritiva adicionados; como também pela variacdo da
quantidade de CaClz. As atividades enzimaticas, bem como o percentual de reducéo
da viscosidade (nesse caso somente para determinacdo de pectinases) foram
empregadas como variaveis resposta (dependentes) do delineamento experimental.

Os fatores codificados e o planejamento experimental encontram-se

explicitados na Tabela 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Fatores codificados do planejamento experimental 23.

Cdbdigos -1 0 1
Substrato A B A B A B
Proporcao dos substratos (g) 125 375 25 25 3,75 1,25

Volume (mL) de solucédo mineral nutritiva
adicionada ao meio fermentativo
Quantidade (%) de CaClz na solucao
mineral nutritiva

Fonte: Elaborado pelo autor.

5,0 7,5 10

0 0,015 0,03

A conducao das fermentac¢des e a mensuragéo das atividades enzimaticas dos
11 experimentos seguiram 0s mesmos procedimentos dos itens 4.4 e 4.4.1, sendo
uma temperatura fixada, assim como o tempo de fermentacdo que apresentou 0s

maiores picos de atividade enzimatica determinado no iterm 4.4.2.
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Tabela 2 — Planejamento experimental fatorial 23, com trés repeticdes do ponto central.

Proporcéo dos Volume

substratos () (mL) de Quantidade
| i et
Experimento o na solugéo
nutritiva era

A B adicionada minera

. nutritiva

ao meio
fermentativo

1 1 (125 (375 -1 (5 1 ()
2 +1 (375) (1.25) -1 (5) 1 (0)
3 4 (125 (3.75) +1 (10 1 ()
4 +1 (375) (1.25) +1  (10) 1 (0)
5 1 (1.25) (375) -1 (5) +1  (0,03)
6 +1 (375) (1.25) -1 (5) +1  (0,03)
7 1 (125 (3.75) +1  (10) +1  (0,03)
8 +1 (3.75) (1.25) +1  (10) +1  (0,03)
9 0 (25 (2.5) 0 (7.5) 0 (0,015)
10 0 25 (25 0 (7.5) 0 (0.015)
11 0 (25) (2.5) 0 (7.5) 0 (0,015)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A atividade do complexo pectinolitico também foi mensurada em duplicata pela
capacidade de reducéo da viscosidade de uma solucdo padréo de pectina citrica,
conforme metodologia adaptada de Santos et al. (2008). Para isso, em frascos
Erlenmeyer (125 mL) contendo 100 mL de pectina citrica 1% (p/v) preparada em
solucéo tampao de acetato de s6dio 200 mM pH 4,5; foi adicionado 10 mL do extrato
bruto enzimatico prosseguindo a reacdo por 7,14 min. a 26,5°C + 1,5. Completado
esse tempo e ainda na mesma temperatura, a viscosidade da mistura reacional foi
mensurada em viscosimetro copo Ford (orificio 01). Ensaio branco foi feito
adicionando-se a solucao de pectina, 10 mL de tampao acetato 200 mM pH 4,5, ao
invés do extrato enzimatico. Pela diferenca entre os valores da viscosidade do ensaio
em branco com o extrato enzimatico calculou-se a reducao percentual da viscosidade
devida a acao enzimatica.

Os resultados de atividade enzimatica bem como de reducéo percentual da
viscosidade da solugcdo de pectina citrica foram submetidos a regressdo mdultipla e
analise de variancia (ANOVA), com subsequente possivel constru¢do de diagramas
tridimensionais de superficie de resposta, visando-se obter modelos matematicos
empiricos ajustados (SANTOS et al., 2008; BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010), de modo a investigar a influéncia das variaveis e a interagdo entre as mesmas,
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assim como obter melhores valores dos parametros estudados que maximizem 0s
resultados esperados. As andlises estatisticas foram efetuadas nos softwares

Protimiza Experimental Design e Excel 2016 (Microsoft®).

4.6 Planejamento um fator por vez, seguido de delineamento composto central
rotacional (DCCR)

Com bases nos resultados e significancia estatistica obtidos no planejamento
fatorial 23 (item 4.5), foi realizado estudo da influéncia da fonte de substrato sobre a
producdo de amilases e pectinases, empregando-se planejamento um fator por vez.
Para isso, diferentes combinagdes dos mesmos substratos do item 4.5 (A e B) foram
testados, totalizando-se cinco experimentos. Os ensaios foram realizados em
duplicatas, de 24 a 120 h, sendo o volume inicial de solucdo mineral nutritiva (10 mL)

e a temperatura (35°C) padronizados (Tabela 3).

Tabela 3 — Planejamento um fator por vez, combinando-se os substratos A e B em

diferentes proporcoes.

Proporcéo dos substratos (Q)

Experimento Proporcao percentual

A B
1 0,0 5,0 B (100%)
2 1,25 3,75 A:B (25%:75%)
3 2,5 2,5 A:B (50%:50%)
4 3,75 1,25 A:B (75%:25%)
5 5,0 0,0 A (100%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A determinacdo da variavel resposta (atividades enziméaticas amiloliticas e
pectinoliticas pelo método DNS) foi mensurada conforme procedimentos do itens 4.4
e 4.4.1. Também foi realizado monitoramento do teor de proteinas totais (mg mL™?),
conforme item 4.4.3; e determinacdo das respectivas atividades enzimaticas
especificas.

Foi empregado ANOVA seguida de Teste de Tukey (5%) visando determinar a
existéncia de diferencas entre os experimentos para cada tempo de cultivo e também
entre os diferentes tempos de cultivo para um mesmo experimento, de modo a se
obter os parédmetros (tempo de cultivo e combinagdo de substratos), que melhor

influenciaram na mais alta producao de amilases e pectinases.
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4.6.1 Planejamento experimental usando delineamento composto central rotacional
(DCCR)

Visando determinar os fatores (teor de umidade inicial do meio de cultivo;
temperatura e tempo de incubacdo) mais influentes sobre a variavel resposta
(atividades enzimaticas), e consequentemente obter o ponto 6timo de maior producao
enzimatica, assim como um modelo quadratico que descreva o processo, foi
empregado Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com quatro
repeticdes no ponto central (BARROS-NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Partindo-se da nomeacéao dos fatores x1 = tempo de cultivo (h); x2 = temperatura
de incubacéo (°C); e xs = teor de umidade inicial do meio de cultivo, considerando o
volume de solucdo mineral nutritiva (solugdo salina) adicionada (mL); e utilizando a
Equacédo 6 (Eq. 6) foi possivel a codificacdo e decodificacdo dos fatores estudados,
possibilitando relacionar os valores reais para cada variavel independente em estudo

com os valores do DCCR.

Xn = Xo.— X Eq. 6
Ox
Onde: xn € o valor da variavel codificada; xo € o valor da variavel nao codificada; X é o

valor médio para cada variavel; ox € o delta (variacdo) para cada fator.

As Tabelas 4 e 5 mostram os niveis, valores reais dos fatores e a matriz com

os fatores codificados/decodificados para cada experimento.

Tabela 4 — Niveis codificados e reais das variaveis independentes do Delineamento

composto central rotacional (DCCR).

Variaveis independentes (fatores) Niveis codificados e reais dos fatores
-1,68 -1 0 +1 +1,68
X1 (Tempo h) 27,8 36 48 60 68,2
x2 (Temperatura °C) 21,6 25 30 35 38,4
x3 (Umidade mL) 3,3 5 7,5 10 11,7

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os valores axiais a (-1,68; +1,68) foram calculados em funcdo do numero de

variaveis independentes (k) por meio da Equacéo 7 (Eq. 7).

a = (2K Eq. 7

As faixas de variacdo (niveis) entre o limite inferior e superior de cada variavel
independente foram estabelecidas de acordo com os resultados obtidos nos testes
experimentais anteriores.

Optou-se por realizar um DCCR com quatro repeticdes no ponto central, sendo

0 numero total de experimentos obtido por meio da Equacéo 8 (Eq. 8).

n=2k+ 2k + pc Eq. 8

Onde: n é quantidade de experimentos totais do DCCR; k € o niumero de fatores; pc é

a quantidade de experimentos no ponto central.

Aplicou-se andlise de regressdo multipla e ANOVA, com subsequente possivel
construcdo de diagramas tridimensionais de superficie de resposta, visando-se obter
modelos empiricos ajustados, de modo a investigar a influéncia das variaveis e a
interacdo entre as mesmas, assim como obter melhores valores dos parametros
estudados que maximizem os resultados esperados. As analises estatisticas foram

efetuadas nos softwares Protimiza Experimental Design e Excel 2016 (Microsoft®).
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Tabela 5 — Matriz do planejamento experimental DCCR (valores decodificados e
codificados) para os fatores umidade (%); temperatura de incubacao (°C); e tempo de

cultivo (h).

' Fatores reais* (valores codificados)
Experimento

Umidade (%)** Temperatura (°C) Tempo (h)
1 53,15 (-1) 25 (-1) 36 (-1)
2 53,15 (-1) 25 (-1) 60 (+1)
3 53,15 (-1) 35 (+1) 36 (-1)
4 53,15 (-1) 35 (+1) 60 (+1)
5 66,76  (+1) 25 (-1) 36 (-1)
6 66,76  (+1) 25 (-1) 60 (+1)
7 66,76  (+1) 35 (+1) 36 (-1)
8 66,76  (+1) 35 (+1) 60 (+1)
9 45,21  (-1,68) 30 (0) 48 (0)
10 70,94  (+1,68) 30 (0) 48 (0)
11 61,37 (0) 22 (-1,68) 48 (0)
12 61,37 (0) 38 (+1,68) 48 (0)
13 61,37 (0) 30 (0) 28 (-1,68)
14 61,37 (0) 30 (0) 68 (+1,68)
15 61,37 (0) 30 (0) 48 (0)
16 61,37 (0) 30 (0) 48 (0)
17 61,37 (0) 30 (0) 48 (0)
18 61,37 (0) 30 (0) 48 (0)

*QOs valores reais dos fatores (temperatura e tempo de cultivo) foram matematicamente arredondados,
visando facilitar o monitoramento durante os testes experimentais.

**A umidade (%) inicial do meio de cultivo foi calculada apés adicdo da solugdo mineral nutritiva e
autoclavacao, conforme Equacéo 2 (item 4.3).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teste piloto de producédo de amilases e pectinases

Foi observado qualitativamente crescimento da cepa fungica de G. butleri IPS
8.2, com formacédo de micélio visivel a olho nu, e halos transparentes de degradacéao
ao redor das colbnias, em um periodo de até 24 h, tanto em meio liquido quanto em
meio solido contendo amido e pectina (Figura 16).

Figura 16 — Desenvolvimento celular de Gongronella butleri a 35°C + 0,5 por 24 horas,

em meio liquido (a), e solido (b, c¢), contendo amido.

Reverso Verso

As setas amarelas indicam o halo transparente ao redor da colénia em meio sélido.

Fonte: Autoria propria.

Tal evidéncia corrobora estudos recentes que demonstram a potencialidade e
versatilidade metabdlica que o fungo filamentoso possui para hidrolisar e/ou se utilizar
de diferentes substratos como fonte principal de carbono e/ou energia.

Benassi e Almeida (2018) reportaram altas atividades amiloliticas do substrato
amido (1%), em fungos da mesma ordem taxonémica empregada no presente estudo.
Foi verificado atividade de 2,25 U mL* em um isolado de Mucor sp. e 1,63 U mL* em
dois isolados de Rhizopus sp., a 35°C por 48 h.

Santos et al. (2016) por exemplo, verificaram o potencial de producédo de (-
glicosidade por G. butleri em diferentes subprodutos agroindustriais (casca de arroz,
farelo de trigo, farelo de soja, palha de milho, espiga de milho), tendo a cepa
apresentado maior atividade de producéo enzimatica quando cultivado em farelo de

trigo (213,6 U g de substrato). Cavalheiro et al. (2017), empregando o mesmo fungo,
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também observaram a capacidade de producdo de amilases em palha e espiga de
milho, casca de arroz, farelo de trigo e de soja, como principais fontes de carbono
disponiveis no meio.

Martins et al. (2017) relataram altas taxas de degracao do fungicida sistémico
metalaxyl [metil N-(2,6-dimetil-fenil)-N-(metoxyacetil)-alaninato], evidenciando a
capacidade da cepa de Gongronella sp. isolada do solo, de utilizar o composto como
principal fonte de carbono e energia. Hu et al. (2019) verificaram em um sistema de
co-cultura que Gongronella sp. w5 na presenca de sacarose produziu glicose e frutose
por meio de uma invertase intracelular, estimulando a producdo de lacase por
sintrofismo em Coprinopsis cinerea. Seki, Nishiyama e Mitsutomi (2019) conseguiram
purificar uma nova exoquitanase a partir do filtrado da cultura de uma cepa de G.
butleri.

Estudo realizado por Senna et al. (2018) com a mesma cepa usada no presente
estudo evidenciou consideravel producdo de xilanases (493,5 U g? de substrato)

empregando farelo de trigo como substrato durante 72 h de fermentacao a 30°C.

5.2 Crescimento e expansao micelial de G. butleri IPS 8.2 em agar PDA, ao longo

do tempo, em distintas temperaturas

O menor tempo do crescimento micelial adotado para realizacédo de testes e
fermentacdes posteriores foi o de 72 h (Figura 17), haja visto ser o tempo onde foi
observada a primeira diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos
(diferentes temperaturas de incubacéo) testados.

A escolha desse tempo de cultivo foi também pautada pelo fato dele encontrar-
se dentro da faixa de 24 a 96 h, periodo considerado como corrente para emprego em
aplicac6es industriais (COELHO et al., 2001), além de apresentar a menor variancia
estatistica (APENDICE D) entre os trés tratamentos empregados, corroborando a

maior homogeneidade entre as replicatas das diferentes amostras.
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Figura 17— Crescimento micelial (cm) médio (+ desvio padrdo) de Gongronella butleri em diferentes temperaturas ao longo do tempo,

em Potato Dextrose Agar (PDA).
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Fonte: Elaborado pelo autor. Médias com letras diferentes dentro de um mesmo agrupamento, diferem entre si (p < 0,05).
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A escolha da temperatura foi fixada em 35°C, pois além de néo ter sido
anteriormente empregada como parametro inicial em estudos preliminares de
fermentacdo, que adotaram o mesmo fungo e/ou a mesma cepa (SANTOS et al.,
2016; CAVALHEIRO et al., 2017; SENNA et al., 2018); a expans&o micelial ndo diferiu
estatisticamente (p < 0,05) do tratamento realizado a 30°C em um periodo de 72 h
(Figura 17).

Comparando a taxa de crescimento micelial (cm ht) do presente estudo, com
um trabalho realizado por Benassi e Almeida (2018), que isolaram e testaram em PDA
48 fungos filamentosos coletados de amostras ambientais em Minas Gerais, verifica-
se que a taxa de crescimento micelial de G. butleri a 35°C (0,0356 cm h™1) apresentou-
se superior a 62% dos isolados coletados pelas autoras, que constataram média de
crescimento de 0,0184 cm hl. Dentre os géneros flngicos relatados pelas
pesquisadoras, 83% estavam associados a Fusarium, Penicilium, Rhizopus,
Aspergillus, Trichoderma, Acremonium, Mucor e Rhizoctonia.

Estudo do crescimento de Trametes sp. e Pycnoporus sanguineus (FERREIRA
et al., 2016), fungos degradadores de madeira e consequentemente produtores de
enzimas de interesse biotecnolégico, isolados em Manaus (AM), também
demonstraram taxas médias de crescimento de 0,00285 cm h! e 0,00229 cm h,
respectivamente, durante 12 dias a 35°C sobre agar malte (2%). E importante ressaltar
que além de tais fungos serem basidiomicetos, foi empregado um meio de cultura
diferente do utilizado na presente pesquisa, o PDA, que além de conter amido de
batata, também tém dextrose. Segundo Moore-Landecker (1996), meios de cultivo
contendo alta concentracdo de carboidratos tendem a estimular maior crescimento
micelial. Tal caracteristica também foi observada por Cano et al. (2020) ao comparar
a diferenca significativa (p < 0,01) no crescimento micelial a 25°C por 192 h, de
Colletotrichum graminicola (ascomiceto) em agar PDA a 3,9% (0,0430 cm ht) e &gar-
agua 2% (0,00391 cm hl).

Conforme observado na Figura 17, o crescimento micelial de G. butleri
aumentou linearmente com o tempo para todas as temperaturas testadas, atingindo
em 30 e 35°C todo o didmetro da placa (85 mm) por volta de 264 h (11 dias).
Caracteristica similar de crescimento micelial em PDA foi observado em cepas de
Cunninghamella sp. (um fungo também da ordem Mucorales) isoladas do solo de
Gurupi (TO). Entretanto, a completa ocupacdo da placa ocorreu a temperatura de
28°C em um periodo de 96 h (ANDRADE et al., 2015). Segundo classificacdo adotada



89

por esses mesmos autores, a velocidade de crescimento de G. butleri, pode ser
considerada como intermediaria a 30 e 35°C em PDA, haja visto que o tempo para o
micélio ocupar toda a placa esta na faixa de 8 a 14 dias. Ndo foi observado
desenvolvimento de G. butleri a 40°C, fato também relatado em 16,7% das
amostras coletadas por Benassi e Almeida (2018), estando entre estas, fungos

da mesma ordem taxénomica de G. butleri.

5.3 Caracteristicas fisico-quimicas dos subprodutos agroindustriais

Quando tratamos de CES empregando subprodutos agroindustriais, diferentes
sdo os fatores que podem interferir no desenvolvimento do micro-organismo e,
consequentemente, no desempenho do processo fermentativo, sendo um deles as
caracteristicas fisico-quimicas do substrato utilizado.

Os parametros fisico-quimicos referem-se aos sete subprodutos agroindustriais
(excetuando-se fibra do processamento da mandioca e quirera de arroz), empregados
como substratos, que apresentaram os melhores resultados para os testes de
determinacdo de atividade enzimatica (item 5.4). Os parametros mensurados nos
substratos sem e apés adicdo da solucdo mineral nutritiva estdo apresentados nas

Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6 - Parametros (médias + desvio padrdo) fisico-quimicos dos substratos
agroindustriais, sem adi¢cdo de solucdo mineral nutritiva, empregados no cultivo em

estado sdlido de Gongronella butleri.

Acucares

Densidade Solidos Teor de :
P redutores ; Teor de cinzas
Subtrato pH aparente soluveis . umidade
(g mLY) (°Brix) totais (%) (%)
, , (mg g™

FT 6,59 0,11° 0,35+0,01°  15,3£4,04°*¢  0,23+0,01® 1257 £0,09*° 5,03 +0,10°"
FS 6,43 +0,06™ 0,60+003*  280£1,00°  0,02+0,00™ 11,23+0,58* 6,50+ 0,03
SM 6,32+0,25"° 0,33 0,00 2,0£0,00™™"  0,03+0,02°"™ 6,17 +0,15™™ 1,11 +0,05™""
uv 3,56+0,06™"" 0,46 +0,00°  19,0+1,00™  0,13+0,02°*° 5,55+0,06™" 10,41 +1,06°
PM 5,43+0,25™™  0,37+0,01°"  18,3+0,58°*° 0,14 +0,01™ 5,03+£0,27°"™ 2,05<0,04"
FA 6,01£0,21°  0,57+0,01*  10,0£0,00°™ 0,10 £0,00™" 9,98+0,10°° 4,54 +0,04°™
CM 3,93+0,12°" 0,27 +0,00™™" 35,0 +4,93" 0,34+0,01* 11,07+0,13"° 7,88 +0,01"

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bordd (2 mm); palha de
milho (0,5 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm). Médias

seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).
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Tabela 7 - Parametros (médias + desvio padrdo) fisico-quimicos dos substratos
agroindustriais adicionados da solucdo mineral nutritiva (10 mL) empregados no

cultivo em estado solido de Gongronella butleri.

Sélidos Agucares Teor de .
Lo redutores . Teor de cinzas
Subtrato pH solaveis . umidade
A totais (%)
(°Brix) 1 (%)
(mg gt

FT 6,40 + 0,02* 10,0 £0,00°® 0,07 +0,01°° 69,43 0,42  1,91+0,01°"
FS 6,42 +0,02% 12,3+058"°  0,02+0,00°"™ 68,69 +1,18™  2,33+0,07™
SM 5,18 + 0,039 2,3+0,58™™" 0,02 +0,00™" 65,97 +0,44°™ 0,60 + 0,02°™"
uv 4,06+0,06™"™ 12,3 +231% 0,04 +0,01°™ 66,71 +0,37*"™ 3,19+0,19*
PM 5,04 + 0,020 6,7+153™"  0,14+0,01* 68,60+0,87°¢ 0,83 +0,07™"
FA 6,36 + 0,10 9,3+1,15° 0,06 + 0,00 64,98 + 0,52 1,77 +0,03™™
CM 4,39 +0,03%™M' 10,7 + 0,58 0,09 +0,01™ 73,84 +1,10° 2,60 + 0,06™

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bord6 (2 mm); palha de
milho (0,5 mm); FA = farinha do carogo de abacate (£ 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm). Médias

seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

O pH 6timo para o crescimento e atividade enzimética é muito variavel entre os
micro-organismos, especialmente quando consideramos CES, entretanto, de forma
geral, fungos tém preferéncia por pHs mais acidos (MADIGAN et al., 2016). Santos e
Orlandelli (2019), por exemplo, citam que o pH relativamente &cido demonstrou ser
mais promissor para obtencdo de xilanases empregando-se CES, conforme os
diferentes trabalhos elencados.

Considerando somente o fator pH (Tabela 7) pode-se inferir que o farelo de
trigo, farelo de soja e farinha de caroco de abacate seriam o0s substratos mais viaveis
ao desenvolvimento da cepa de G. butleri, partindo-se do principio que ao longo do
processo fermentativo pode ocorrer reducdo do pH do meio, e que em estudos
anteriores (SANTOS et al., 2016; CAVALHEIRO et al., 2017; SENNA et al., 2018) com
esse fungo, onde foram testadas a producdo de diferentes enzimas, as maiores
atividades cataliticas ocorreram entre pH 4,0 € 5,5.

Sabe-se que o controle e manutencdo do pH em processos envolvendo CES
sdo complicados de serem realizados devido a caracteristica heterogénea da
biomassa empregada (ANDRADE et al., 2018), bem como pelo processo de
fermentacdo em nivel laboratorial acontecer na maioria das vezes sem agitacao.
Dessa forma, optou-se por somente determinar o pH inicial do meio a ser fermentado.

O pH foi o Unico parametro analisado que nao apresentou variacao significativa
(p =2 0,05), para a maioria dos substratos testados, apés a adi¢cdo da solu¢cao mineral

nutritiva (Figura 18). Tal fato é importante, haja visto que ndo foi empregada solugéo
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tamponante na etapa de umidificacdo dos substratos; e caso essa adicao tivesse
alterado bruscamente o pH inicial do meio, poderia influenciar previamente no

desenvolvimento fermentativo (MARRA et al., 2015).

Figura 18 — Determinacao do pH (média £ desvio padréo) inicial dos meios de cultivo

com e sem adicao de solucdo mineral nutritiva.
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Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bord6 (2 mm); palha de
milho (0,5 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm). Médias

entre colunas do mesmo grupo de substrato, ndo diferem entre si (p = 0,05).

A densidade aparente é um parametro indireto da compactacéo dos gréos do
substrato e pode influir na aeracdo do meio de cultivo, delimitando poros e espagos
gue propiciam a passagem de gases e o consequente melhor desenvolvimento do
micro-organismo (ANDRADE et al., 2018).

Pelos resultados, nota-se que o farelo de soja e a farinha de caroco de abacate
podem apresentar maior compactacdo, entretanto € importante frisar que a
similaridade estatistica entre as densidades de ambos substratos (Tabela 6), deve-se
ao fato da menor granulometria dos gréos da farinha do caro¢o de abacate, o que
propicia fisicamente mais particulas por unidade de volume ocupado. Além disso,
deve-se considerar também, a constituicdo quimica proteica do farelo de soja, que
garante aos grdos uma maior massa.

Se fosse considerado somente o fator densidade aparente, a casca de

maracuja (0,27 + 0,00 g mL?) seria teoricamente mais viavel ao desenvolvimento do
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fungo, pois forneceria maior porosidade para a transferéncia de gases no meio. E
prudente pontuar, que essa maior porosidade facilita a ocupacéo dos espacos vazios,
pela solu¢do aquosa nutritiva adicionada ao sistema. Além do mais, nota-se um baixo
valor de pH (4,39 = 0,03) inicial, juntamente com o alto (73,84 = 1,10%) teor de
umidade (Tabela 7), podendo tais parametros influenciar no desenvolvimento fangico.
Como o substrato ja possui uma consideravel umidade (Tabela 6), pouca agua é
absorvida pelos grdos do mesmo, e sobrard um maior teor de agua livre entre as
particulas, ocupando os espacos vazios e consequentemente reduzindo as trocas
gasosas.

Partindo-se do mesmo raciocinio anterior, poderia se considerar que o baixo
teor de umidade apresentado pelo residuo do fermentado de uvas (5,55 + 0,06%) e
pela palha de milho (5,03 + 0,27%) (Tabela 6) seriam pontos favoraveis ao melhor
desenvolvimento do fungo, entretanto, nota-se que ambos substratos apresentam
baixo pH inicial (Tabelas 6 e 7) quando comparado ao farelo de trigo e soja, por
exemplo.

A adicao da solugdo mineral nutritiva aos substratos, aumentou de 5,5 a 13,6
vezes a umidade inicial dos sistemas de cultivo, atingindo teores entre 65 a 74%
(Tabela 7). A umidificacdo do substrato no CES, além de fornecer uma quantidade de
agua necessaria a dissolucéo e transporte dos nutrientes para o interior das hifas do
fungo, também propicia indiretamente a reducdo da concentracdo de acgucares
facilmente metabolizaveis no meio, que podem inibir ou reprimir catabolicamente a
atividade de determinadas enzimas (ANTONIETO et al., 2014; CARRILLO-SANCEN
et al., 2016; LIMA, 2019).

Como apresentado na Tabela 8, o teor de SS (°Brix), um parametro indireto
estimativo da quantificacdo de acucares em solucdo, assim como o teor ART (mg g
1), apresentaram reducGes aproximadas de até trés vezes, apés adicdo da solucédo
mineral nutritiva, com excec¢ao dos meios de cultivo contendo sabugo de milho, que
nao teve alteragao significativa em nenhum dos dois parametros; e farelo de soja e

palha de milho que mantiveram o teor de ART praticamente constantes.
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Tabela 8 — Reducéo percentual e numérica no teor de sélidos solUveis e agUcares
redutores totais dos sistemas de cultivo contendo diferentes substratos, apos adi¢cao

inicial de solug&o mineral nutritiva.

Substrato Solidos soluveis (°Brix) AcUcares redutores totais
(mg g?)
FT 34,6% (1,53 x) 69,6% (3,29 x)
FS 56,11% (2,28 x) constante constante
SM constante Constante constante constante
uv 35,3% (1,54 x) 69,2% (3,25 x)
PM 63,4% (2,73 X) constante constante
FA 7,0% (1,08 x) 60% (1,67 x)
CM 69,4% (3,27 X) 73% (3,77 X)

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bord6 (2 mm); palha de
milho (0,5 mm); FA = farinha do caroco de abacate (< 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm).

O teor percentual de cinzas reduziu-se em até trés vezes com a adicdo da
solu¢do mineral nutritiva, algo ja previsto, considerando-se a formula para o célculo
desse parametro fisico-quimico (Eq. 3 do item 4.3). Entretanto, ndo foi observada
variacdo consideravel nas médias entre os distintos substratos antes e apos a
umidificacdo (como notado na sequéncia idéntica entre as letras que acompanham as
médias das Tabelas 6 e 7, e também na Figura 19), haja visto a reduzida quantidade

de sais presente na solugdo mineral adicionada.

Figura 19 — Determinacéo do teor percentual de cinzas (média + desvio padrao) inicial

dos meios de cultivo com e sem adicdo de solu¢cdo mineral nutritiva.
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Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bord6 (2 mm); palha de

milho (0,5 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm).
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E importante destacar que outros fatores sdo também necessarios a serem
considerados, e que influem no efetivo desenvolvimento do micro-organismo, como o
maior valor nutricional apresentado pelo trigo e soja ao ser comparado aos outros

substratos aqui empregados.

5.4 Atividades enzimaticas amiloliticas e pectinoliticas sob diferentes

temperaturas e tempo fixado

Conforme explicitado no item 5.2, o tempo de cultivo foi fixado em 72 h, e as
fermentacdes realizadas a 25, 30 e 35°C £ 0,5.

Para atividades enziméticas determinadas pelo método dextrinizante (Figura
20), nota-se que em 88,9% dos substratos foram verificadas atividades amiloliticas
inferiores a 2,5 U mL! em ao menos uma das temperaturas testadas. A maior
atividade enzimatica (9,6 U mL™?) foi atingida a 35°C em farelo de trigo (FT). Cavalheiro
et al. (2017) também evidenciaram atividade dextrinizante por G. butleri, entretanto os
autores obtiveram aproximadamente 7,3 U mL* empregando extrato bruto obtido de
CES em farelo de trigo a 25°C por 96 h. O valor de atividade dextrinizante aqui obtido,
também foi superior ao potencial dextrinizante de Thermoascus aurantiacus (fungo
termofilico) isolado por Oliveira et al. (2016) em serrapilheira de fragmento de Mata
Atlantica, localizada em Dourados — MS. Os autores observaram atividade
despolimerizante aproximada de 6,0 U mL™, em extratos brutos obtidos a partir do
cultivo do fungo em farelo de trigo (pH inicial 5,0 e 75% de umidade) a 45°C por 120
h.

Considerando que a determinacao da atividade dextrinizante estima a producao
de enzimas induzidas pela presenga de amido e maltose (como as a-amilases —
endoamilases que atuam ao longo da cadeia de amilose e amilopectina hidrolisando
aleatoriamente ligagbes a-1,4 com formacdo de oligossacarideos ramificados e
lineares com cadeias de diferentes comprimentos) (MICHELIN et al., 2010), pode-se
considerar que os maiores valores de atividade observados, ao se empregar FT,
estejam também associados a maior disponibilidade do amido no substrato, haja visto
gue o0 mesmo nao foi previamente lavado.

Sabe-se que dentre o0s substratos testados a fibra do residuo de
processamento da mandioca (FM) e a quirera de arroz (QA), apresentam as maiores

porcentagens constitutivas de amido, entretanto nota-se que as atividades
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enzimaticas sobre tais substratos, foram as menores observadas. Tal fato
possivelmente esteja relacionado a maior granulometria desses substratos, o que
conforme Souza et al. (2010), dificulta o rendimento da absorg&o dos nutrientes pelas
hifas, devido a menor area superficial de contato; bem como a composic¢ao nutricional
dos mesmos.

Para Almalki (2018), o rastreamento de uma variedade de substratos, visando-
se encontrar o composto mais adequado a produgcdo de uma enzima especifica, é
essencial, haja visto, que as fontes de carbono e nitrogénio sdo aspectos
determinantes nessa producdo em CES. Farelo de trigo, casca de batata, palha de
trigo, palha e casca de arroz, residuos da banana e do café sdo alguns exemplos de
substratos utilizados para a producdo de amilases (MAHMOOD et al., 2018).
Entretanto, testar a produgdo enzimatica em novas e distintas biomassas faz-se
importante, ndo somente porque as capacidades cataliticas variam de micro-
organismo para micro-organismo; mas também por poder ampliar os modos de
obtencado das enzimas, assim como dar um destino mais sustentavel aos subprodutos
agroindustriais.

Figura 20 — Atividade amilolitica (U mL-t) dextrinizante média de Gongronella butleri,
em cultivo em estado solido por 72 horas, em diferentes temperaturas e subprodutos

agroindustriais.
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Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bord6 (2 mm); CM = casca
de maracuja (2 mm); FM = fibra do residuo de processamento da mandioca (= 2 mm); PM = palha de

milho (0,5 mm); QA = quirera de arroz (= 2 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm).
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A auséncia de atividade enzimética dextrinizante observada a 30 e 35°C no
cultivo sobre a farinha de caroco de abacate (FA), possivelmente esteja relacionada a
reduzida granulometria do substrato (< 0,5 mm), que promove um meio mais
empacotado dificultando as trocas gasosas e favorecendo o0 superaquecimento;
associada ao baixo teor de umidade (64,98% + 0,52) (Tabela 7).

As atividades enzimaticas determinadas pelo método DNS estéo apresentadas
na Figuras 21 e 22.

Figura 21 — Atividade amilolitica (U g') média, pelo método de reducgéo do acido-3,5-
dinitrosalicilico, de Gongronella butleri em cultivo em estado sélido por 72 horas, sob
diferentes temperaturas e subprodutos agroindustriais.
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Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bordd (2 mm); CM = casca
de maracuja (2 mm); FM = fibra do residuo de processamento da mandioca (= 2 mm); PM = palha de
milho (0,5 mm); QA = quirera de arroz (= 2 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm). Médias

com letras iguais, em colunas diferentes, nao diferem entre si (p = 0,05).

Nota-se na Figura 21, que tanto para o farelo de trigo (FT) quanto para o farelo
de soja (FS), a atividade amilotitica pelo método DNS, apresentou-se mais alta em
praticamente todas as temperaturas testadas, quando comparado aos outros
substratos. Efeito similar foi observado na atividade pectinolitica empregando FT
(Figura 22), e nesse caso ainda, o aumento da temperatura de 25°C para 35°C foi um

fator que estimulou a producéo enzimatica (31%), atingindo 34,9 U g de substrato.
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Figura 22 — Atividade pectinolitica (U g') média, pelo método de reducédo do acido-
3,5-dinitrosalicilico, de Gongronella butleri em cultivo em estado solido por 72 horas,
sob diferentes temperaturas e subprodutos agroindustriais.
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Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bord6 (2 mm); CM = casca
de maracuja (2 mm); FM = fibra do residuo de processamento da mandioca (= 2 mm); PM = palha de

milho (0,5 mm); QA = quirera de arroz (= 2 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm).

Santos et al. (2016) e Cavalheiro et al. (2017), ao usar o mesmo fungo, também
evidenciaram maiores atividades [-glicosidicas e amiloliticas, respectivamente,
empregando-se farelo de trigo e soja, em comparacdo com outros substratos testados
(palha de milho, espiga de milho e casca de arroz). Rocha (2010) empregando testes
otimizados que combinaram residuo de arroz (farelo e casca) com casca de maracuja,
obtiveram atividade pectinasica maxima de 9,0 U g, em um periodo de 288 h (12
dias) a 35°C, ao usar cepa padrdo A. niger ATCC 16404; valor esse, inferior aos
resultados obtidos no presente estudo com G. butleri IPS 8.2, aplicando a mesma
temperatura, em um periodo de tempo inferior (72 h), sobre FT (34,9 U g), SM (9,7
Ug?),UVv(11,1Ug?), FM (20,3 U g?t) e FA (13,3 U g1) (Figura 22). Isso evidencia o
potencial para producéo de pectinases do agente biolégico aqui empregado, haja visto
ser A. niger, a espécie mais usada em estudos com CES (SANTOS P. et al., 2018).

Ao se realizar comparagdo entre as médias das atividades de FT, FS e SM e
UV (Figura 21) para a temperatura de 35°C, foi observado que as mesmas nao

diferiram estatisticamente (p = 0,05), corroborando dessa forma a escolha pelos
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substratos FT e FS em testes subsequentes, especialmente o do planejamento
experimental.

As baixas respostas em atividade enzimatica para FM e QA observadas nos
dois métodos (dextrinizante e DNS) de determinacdo empregados (Figuras 20, 21 e
22); assim como a aparente reducdo das atividades com o aumento da temperatura
de 25°C para 35°C (com excessdo da atividade pectinolitica de FM); e a maior
granulometria desses substratos, foram condicbes que fizeram com que tais
substratos ndo fossem empregados nos testes subsequentes.

Os altos resultados de atividade enzimatica obtidos em FT ou FS, pelo método
dextrinizante e DNS, sugerem a capacidade sinérgica de G. butleri em produzir
endoamilases (enzimas dextrinizantes), como as a-amilases; e exoamilases (enzimas
sacarificantes), como as 3-amilases que hidrolisam a penditima ligagao a-1,4 a partir
da extremidade n&o redutora da molécula de amilose, liberando maltose; assim como
glicoamilases que rompem ligagcdes a-1,4 e a-1,6 do amido e oligossacarideos,
removendo unidades de glicose a partir da extremidade n&o redutora desses
substratos (BAGHERI; KHODARAHMI; MOSTAFAIE, 2014).

5.5 Perfil de atividade enziméatica em diferentes tempos de fermentacdo e

temperatura fixada, empregando o método do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS)

O monitoramento da producdo de enzimas por um micro-organismo ao longo
do tempo, seguida da plotagem dos resultados indiretos obtidos pelas atividades
enzimaticas, permite que se possa fazer comparacdes ao se empregar diferentes
substratos de cultivo; e assim, observar em que tempo e em qual meio a producéo
enzimatica foi mais ou menos intensa. Isso gera informacdes que podem facilitar na
escolha de determinados parametros que poderao ser melhor otimizados futuramente.

O perfil da atividade amilolitica para G. butleri, assim como o teor de proteinas

totais determinados nos extratos brutos estdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 — Perfil da atividade amilolitica (U g') média de Gongronella butleri (a) e proteina total (mg mL) média (b), em diferentes
subprodutos agroindustrais, pelo método de reducéo do acido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado sélido a 35°C ao longo de
120 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (a) FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de milho (2 mm); PM = palha de milho (0,5 mm). (b) UV
= residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bordd (2 mm); CM = casca de maracuja (2 mm); FA = farinha do caroco de abacate (< 0,5 mm).
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Nota-se aumento gradual e consideravel da atividade amilolitica com o decorrer
do tempo, para FT e FS, quando comparado ao restante dos substratos testados;
atingindo o pico de atividade para FT (13,7 Ug') a72heemFS (16,0 U g*!) a 96 h.
Maiores picos de atividade amilolitica, entre 72 h e 96 h, também foram observados
por Silva G. et al. (2018), em CES de Metarhizium anisopliae var. anisopliae sobre
fibra de algaroba (pH 5,4 e 70% de umidade inicial). Entretanto, os valores observados
variaram de 6,4 a 6,6 U g1. Conforme verificado pelos autores, apés 96 h de cultivo
até o final da fermentacgéo (240 h), houve reducéo da atividade amilolitica, assim como
notado no presente estudo com FT e FS. O perfil de atividade amilolitica para SM,
PM, UV, CM e FA manteve-se na faixa de 1,0 U g' a 3,8 U g1, demonstrando que as
caracteristicas desses substratos ndo foram ideais para induzir consideravel producéo
de amilases sacarificantes pelo fungo (Figura 23).

O aumento no teor de proteinas totais dos extratos brutos, entre 48 e 96 h, para
FT e FS, fornece indicios da producdo das amilases pela atividade metabdlica do
micro-organismo, apesar dos picos de maior atividade nao coincidirem com os de
maior producdo enzimatica. Tal fato também foi relatado por Gongalves (2019), ao
determinar o perfil amilolitico de isolados selvagens de Rhizoctonia solani,
empregando FT lavado a 25°C. A pequena variacdo ou a discreta constancia do teor
proteico ao longo do tempo para UV, CM, SM e FA, sem alteracdes consideraveis nas
atividades enzimaticas, demonstra que as proteinas determinadas podem ser outros
tipos de biomoléculas que nédo as amilases (Figura 23).

A determinacédo da atividade especifica (Tabela 9) também corrobora a maior
efetividade de producéo de amilases em FT e FS. Pode-se observar um aumento de
mais de nove vezes na atividade amilolitica especifica, sob o cultivo em FT a 72 h,
guando comparado a 24 h de cultivo. Nota-se que a atividade amilolitica especifica
sobre FT diferiu significativamente (p < 0,05) da atividade obtida ao se utilizar FS, no
tempo de 72 h de cultivo; atingindo valores quatro vezes mais altos (1,04 £ 0,11 U mg"
1 de proteina, para FT e 0,28 + 0,04 U mg™* de proteina, para FS).

Apesar do pico da atividade amilolitica, sobre FS em 96 h de cultivo, ter sido
aparentemente mais alto que em FT, nota-se que o0s desvios se sobrepuseram (Figura
23a) e as atividades especificas ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 9).

Dentre os sete substratos testados, UV e CM, foram 0s que apresentaram 0s
menores valores de atividade amilolitica especifica, ndo diferindo entre si,

independentemente do tempo de cultivo empregado. Tal condicdo pode estar
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associada ao baixo pH inicial desses sistemas de cultivo, quando comparado aos
outros substratos empregados; assim como o alto teor de umidade inicial observado
em CM (Tabela 7); ou a presenca de taninos naturalmente encontrados em uvas.
Goncalves (2019), observou influéncias negativas na producao amilases por cepas de
R. solani, ao empregar como substratos palha de café e casca de banana, que contém
taninos em sua composicdo. Conforme Mohammed, Al-Zubaidy e Al-Asward (2008),
e Antoniéto et al. (2014), taninos apresentam atividade antimicrobiana podendo inibir
o desempenho enzimatico de determinados micro-organismos, ao afetar a via de
fosforilacdo oxidativa de carboidrases, proteases e lipases, necessarias a hidrdlise do
substrato para obtencao de nutrientes.

Pode-se observar também, que as atividades amiloliticas especificas, para os
diferentes substratos testados, ndo diferiram (p = 0,05) entre si, nos tempos de cultivo
de 24 e 120 h.

Tabela 9 - Atividades amiloliticas especificas (U mg?! proteina) médias de
Gongronella butleri, em diferentes subprodutos agroindustrais, pelo método de
reducado do acido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado sélido a 35°C ao longo de
120 horas.

Tempo de cultivo

Subtrato

24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
FT 0,11 + 0,042 0,73 +0,23% 1,04 + 0,117 0,60 +0,16% 0,37 +0,52°
FS 0,11 +0,09% 0,33 + 0,08* 0,28 + 0,04 0,39+0,19°° 0,21 +0,13°
SM 0,12 + 0,022 0,09 +0,07°% 0,12 + 0,07 0,14 +0,12"*" 0,12 + 0,06°
uv 0,08 + 0,062 0,04 +0,07™%" 0,06 + 0,04 0,04 +0,01°*" 0,07 +0,09°
PM 0,15 + 0,262 0,16 + 0,27 0,31 + 0,40°* 0,24 +0,07™" 0,15 +0,01*
FA 0,27 + 0,232 0,51 + 0,47 0,37 +0,08™ 0,40 +0,01* 0,45 +0,21*
CM 0,06 + 0,112 0,04 +0,05™" 0,06 +0,05*" 0,03 + 0,00°*" 0,05 + 0,06°

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bordd (2 mm); palha de
milho (0,5 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm). Médias

seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

O perfil da atividade pectinolitica para G. butleri, assim como o teor de proteinas

totais determinados nos extratos brutos estdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 — Perfil da atividade pectinolitica (U g*) média de Gongronella butleri (a) e proteina total (mg mL*) média (b), em diferentes

subprodutos agroindustriais, pelo método de reducado do acido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado sdlido a 35°C ao longo de

120 horas.
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Assim como para a atividade amilolitica, a atividade pectinolitica atingiu picos
bem mais altos ao se empregar FT (41,7 U g1) e FS (33,0 U g1), quando comparado
aos outros substratos testados, diferindo somente no periodo de tempo para o
atingimento do pico, que ocorreu a 48 h (Figura 24). Raymond, Mshandete e Kivaisi
(2015), empregando CES de Pleutorus HK-37 a 28°C por 20 dias (480 h), obtiveram
atividade pectinolitica maxima (8,28 + 2,14 U g%), inferior ao do presente estudo,
utilizado residuo de sisal suplementado com esterco de vaca.

Os resultados aqui obtidos, em FT e FS, séo superiores aos encontrados por
Bonomini, Wisbeck e Gern (2017), ao empregar Plerotus Sajor-caju, cultivado em
meio submerso a 35°C sob agitacdo, suplementado com pectina e extrato de trigo. Os
autores obtiveram maior pico de producdo de pectinases (0,29 U mL* ou 2,9 U g?)
somente no 11° dia (264 h) de fermentagédo. Souza et al. (2010), ao investigarem o
perfil de producéo de poligacturonases, obtiveram maxima producédo enzimatica (20,9
U g1) a 66 h, empregando CES de A. niger em casca/albedo de maracuja, com teor
de 13,10% de pectina e umificacdo inicial de 40%. Malayil e Chanakya (2016),
detectaram maxima producédo pectinasica de 27,17 U g, ao cultivarem P. florida por
16 dias (384 h) em meio semi-sélido contendo palha de arroz.

O fato do farelo de trigo e soja apresentarem maior capacidade indutora na
producdo de enzimas fungicas deve-se a maior riqueza constitutiva em nutrientes
(SANTOS et al., 2016; SANTOS; ORLANDELLI, 2019), quando comparado as outras
biomassas, além do meio fermentativo exibir um pH inicial mais préximo do neutro e
um teor de umidade aproximado de 70%, como ja demonstrado na Tabela 7. Em
estudo anterior, com a mesma cepa fangica aqui testada, Senna (2018), também
observou maior atividade xilanasica empregando-se FT com teor inicial de 70% de
umidade.

Segundo Oliveira Junior (2014), a umidade inicial do sistema fermentativo
exerce influéncias sobre o crescimento fangico, e consequentemente sobre o
desempenho da producédo enzimatica. Em CES, a umidade inicial pode variar de 18 a
85%, dependendo das caracteristicas do substrato, ou conjunto de substratos
utilizados. De acordo com o autor, umidades elevadas podem aumentar o volume da
biomassa, diminuindo os espacos entre 0s poros das particulas; ou tais espagos
podem ser ocupados por agua e, consequentemente dificultar as trocas gasosas.

Foi observado perfis de atividade pectinolitica sobre SM, PM, UV, CM e FA com
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padrao bem semelhante, sendo que em todos esses substratos as atividades
maximas foram atingidas somente a 96 h de fermentacéo (Figura 24).

O teor proteico, nos extratos brutos de FT e FS, também se elevou ao longo do
tempo, atingindo valores maximos de 2,19 + 0,38 mg mL* e 4,58 + 0,32 mg mL™Y,
respectivamente, em tempos de cultivo superiores aos obtidos pelos picos de
atividade pectinasica. O teor de proteinas totais em FS a 72 h de cultivo teve um
acréscimo de mais do que o dobro do teor observado no inicio na fermentacao (24 h)
(Figura 24b), demonstrando a capacidade metabdlica do micro-organismo, para
produzir enzimas. Aos altos teores proteicos observados em CM e UV, especialmente
nos tempos iniciais de cultivo, associado ao pequeno acréscimo das atividades
pectinoliticas, déo indicios de que as enzimas produzidas nesses substratos, ndo
estdo associadas as enzimas de interesse.

Os picos de maior atividade pectinolitica, em FT e FS, coincidiram com os de
maior atividade especifica, em 48 h de cultivo, sendo que somente neste tempo de
fermentacdo é que foi verificada diferenca significativa (p < 0,05) entre ambos
substratos, atingindo o valor 4,42 U mg™ para FT e 0,93 U mg™* proteina, para FS. As
menores atividades especificas também foram observadas em CM e UV, nao diferindo

estatisticamente entre si, em nenhum dos tempos de cultivo empregados (Tabela 10).

Tabela 10 — Atividades pectinoliticas especificas (U mg?* proteina) médias de
Gongronella butleri, em diferentes subprodutos agroindustrais, pelo método de
reducdo do acido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado sélido a 35°C ao longo de
120 horas.

Tempo de cultivo

Subtrato 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
FT 0,62 +0,20° 4,42 +0,41° 2,39 + 1,00 1,25 +0,06™" 0,56 + 0,97%*
FS 0,43 + 0,052 0,93 + 0,14 0,57 +0,12°*™ 0,60 + 0,17 0,58 + 0,23
SM 0,86 + 0,452 0,55 +0,08™% 1,77 +0,77% 2,32 +0,43*° 1,49 +0,03®
uv 0,25+ 0,232 0,18 +0,10°°M" 0,27 +0,09°%% 0,51 + 0,24°%%" 0,46 + 0,17
PM 0,31 +0,02? 0,59 + 0,90 1,03 + 0,31 1,27 +0,55* 0,91 + 0,38
FA 0,61 + 0,60° 1,81 +1,34% 1,24 +0,23* 2,58 + 0,59% 2,39 +1,29°
CM 0,21 +0,19° 0,25 + 0,259 0,32 +0,24%% (0,39 + 0,03"*" 0,40 + 0,231

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm); SM = sabugo de
milho (2 mm); UV = residuo do fermentado de vinho de uvas Santa Isabel e Bordd (2 mm); palha de
milho (0,5 mm); FA = farinha do carogo de abacate (< 0,5 mm); CM = casca de maracuja (2 mm). Médias

seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

Foi verificado que em 96 h de incubacéo a atividade especifica usando FA (2,58
U mg proteina) como substrato, atingiu o dobro do valor obtido utilizando FT (1,25 U
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mg! proteina), ndo sendo verificado diferencas de atividade entre estes substratos
nos outros tempos analisados.

E importante ressaltar que todos os picos de atividade enzimatica, tanto para
amilase quanto para pectinase, independente do substrato testado e do método de
determinacdo da atividade empregado, encaixaram-se dentro da faixa de tempo
considerada como corrente para a producdo industrial de enzimas por micro-
organismos (COELHO et al., 2001). Segundo Sooch e Kauldhar (2013), esse € um
fator especialmente importante, pois favorece processos biotecnolégicos
economicamente mais viaveis.

Agrupando-se os resultados do perfil amilolitico e pectinolitico para FT e FS
(Figura 25), nota-se que a producdo de pectinases ao longo do tempo foi maior,
indicando que tais biomassas tém maior potencial de induzir a producdo dessas
enzimas, quando comparadas a producdo de amilases, para a cepa fungica testada.
Verifica-se que os desvios dos resultados para pectinase apresentaram sobreposicao
aos desvios dos resultados para amilase no tempo de 72 h de cultivo (Figuras 23a,
24a e 25), desta forma, esse tempo foi adotado para se estabelecer os testes de

otimizacao subsequentes.

Figura 25 — Perfil da atividade amilolitica e pectinolitica (U g') média de Gongronella
butleri, em farelo de trigo e farelo de soja, pelo método de reducdo do acido-3,5-
dinitrosalicilico, em cultivo em estado sélido a 35°C ao longo de 120 horas.
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Os valores de atividade pectinolitica maxima obtidas no presente estudo,
empregando-se FT (41,70 U g1) ou FS (33,0 U g1) a 48 h (Figura 25), foram também
superiores aos determinados por Finkler (2016), onde foi utilizado CES de A. niger
sobre mistura de FT e bagaco de cana-de-aglcar. Mesmo empregando agitacédo
intermitente em leito fixo, a 30-35°C, 0 autor obteve atividade pectinolitica média de
22,0+ 2,0 U g*. Abdullah et al. (2018), testanto diferentes substratos (incluindo casca
de banana, farelo de trigo e farelo de arroz), suplementados com diferentes sais
nitrogenados, sulfatados e fostatados, obtiveram maxima producéo pectinolitica (15,5
U mL?) no meio contendo farelo de trigo, com pH 6, a temperatura de 30°C por 72 h,
ao também utilizarem A. niger em cultivo submerso.

Considerando que A. niger € um dos agentes fungicos mais relatados na
literatura, na producao de pectinases (SANTOS P. et al., 2018), os resultados aqui

encontrados evidenciam o potencial da capacidade despolimerizante G. butleri.

5.6 Otimizacdo da producédo enzimatica empregando-se planejamento fatorial 23

As atividades amiloliticas e pectinoliticas a 35°C por 72 h, apds o emprego do
planejamento experimental fatorial 23, estdo apresentados na Tabela 11.

Compararando-se 0s resultados da atividade amilolitica obtidos ap6s
combinacdo dos fatores pelo planejamento experimental (Tabela 11), com a média
das atividades individualizadas obtidas em FT e FS a 72 h (Figura 25), verifica-se um
acréscimo de mais de 82% (de 13,30 para 77,20 U g1) na atividade enzimatica
observada quando foi empregado o experimento 6, demonstrando que a reducéo de
solucdo mineral nutritiva do meio fermentativo associado a adicdo de FS promoveu
maior indugéo da producéo de amilases. Tal caracteristica também fica evidenciada
ao se avaliar a atividade amilolitica especifica (2,53 U mg?) desse experimento
associado ao teor de proteinas totais (3,06 + 0,15 mg mL?) (Figura 26), dando indicios
de que a alta atividade enzimatica € consequente da producdo dessas enzimas de
interesse pelo metabolismo do fungo.

Em termos estatisticos, a reducao do volume inicial da solu¢gdo mineral nutritiva
adicionada ao meio fermentativo foi a Unica variavel que teve efeito significativo (p <
0,05) sobre a atividade amilolitica (Figura 27), com um coeficiente negativo
(APENDICE E), indicando que essa reduc&o é favoravel & maior producéo enzimatica.
De fato, como observado para os experimentos 1, 2, 5 e 6; em comparagdo aos
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respectivos experimentos 3, 4, 7 e 8 (onde as outras variaveis nao foram alteradas),
nota-se que a reducédo de 10 para 5 mL de solucao mineral nutritiva, propiciou maiores

valores de atividade amilolitica (Tabela 11).

Tabela 11 — Resultados da atividade amilolitica e pectinolitica, pelo método de
reducdo do acido-3,5-dinitrosalicilico, de Gongronella butleri em cultivo em estado
s6lido a 35°C por 72 h, apds planejamento experimental fatorial 22, com trés repeticdes
do ponto central.

Proporgdo  Volume (ML) 5 - idade  Atividade Atividade
dos de solucéo L L
; (%) de enzimatica enzimatica
substratos mineral 1 %
. e CaClz na (U mL1) Ug?h
Experimento (9) nutritiva ~
L solucéo
adicionada ao mineral
FT FS meio e A P A P
. nutritiva
fermentativo
1 1,25 3,75 5 0 7,43 4,05 74,30 40,50
2 3,75 1,25 5 0 6,83 3,75 68,30 37,50
3 1,25 3,75 10 0 2,08 2,03 20,80 20,30
4 3,75 1,25 10 0 4,17 3,31 41,70 33,10
5 1,25 3,75 5 0,03 6,87 3,81 68,70 38,10
6 3,75 1,25 5 0,03 7,72 3,97 77,20 39,70
7 1,25 3,75 10 0,03 2,92 3,32 29,20 33,20
8 3,75 1,25 10 0,03 3,96 3,59 39,60 35,90
9 25 25 7,5 0,015 6,03 4,29 60,30 42,90
10 25 25 7,5 0,015 6,23 3,91 62,30 39,10
11 25 25 75 0,015 5,60 4,33 56,00 43,30

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm). A = atividade

amilolitica; P = atividade pectinolitica.

Figura 26 — Atividades enzimaticas especificas (U mg?) e teor de proteinas totais (mg
mL1) de Gongronella butleri em cultivo em estado sélido a 35°C por 72 h, ap6s

planejamento experimental fatorial 23, com trés repeticdes do ponto central.
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Figura 27 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
independentes sobre a atividade amilolitica, apos cultivo em estado solido de
Gongronella butleri, a 35°C por 72 horas, empregando planejamento experimental

fatorial 23, com trés repeticdes do ponto central.

Media

X2

X1

Variavel

X3

X1 X3

Xz " X3

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Efeitos Padronizados (tcalc)

Fonte: Elaborado pelo autor. Nivel de significancia de 5%. x1 = proporcéo (g) de substratos; x2 = volume
(mL) de solugcdo mineral nutritiva; xs = e teor (%) de CacClz.

O aumento percentual na atividade amilolitica sacarificante obtida no
experimento 6 foi superior a um estudo realizado por Lima Janior (2020), em CES com
o fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021, apesar dos valores finais de atividade
amilolitica obtidas pelo autor terem sido maiores que os do presente estudo. Lima
Junior (2020), adotando otimizacdo das variaveis quantidade e umidade inicial do
substrato e quantidade de discos de inoculo, obteve aumento de 62,53% na atividade
amilolitica sacarificante (de 300,00 para 497,60 U g') do extrato bruto, empregando
FT como substrato.

Franca e Silva (2021), empregando planejamento fatorial 23, tendo como
variaveis independentes pH, extrato de levedura e residuos de cascas de batata
inglesa e mandioca, na otimizagdo amilolitica de A. niger UCP 1095 em cultivo
submerso a 37°C e 150 rpm; obtiveram atividade maxima bem inferior a observada no
presente estudo com G. butleri. Os autores notaram que em ambos os substratos

testados houve producéo de amilases, entretanto a maxima atividade (0,91 U mL™?)
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aconteceu a 144 h de cultivo, a pH 5,0, utilizando 1 g de extrato de levedura e 11 g de
residuo da casca de batata inglesa.

Rodrigues (2021), obteve méaxima atividade amilolitica (15,80 U mL™) ao adotar
também planejamento fatorial 22 combinando os fatores umidade inicial (%), tempo de
cultivo (h) e agitacdo (rpm); em CES de A. niger sobre bagaco de malte de cevada.
Entretanto, a autora verificou que essa maxima atividade ocorreu a 50% de umidade,
sem agitacdo e num periodo de tempo de 120 h, superior ao adotado no presente
estudo.

Os menores teores de proteina total foram observados nos experimentos 1, 2
e 4 e nao difereriram estatisticamente (p < 0,05) entre si. Nesses mesmos pontos
experimentais nota-se também atividades amiloliticas especificas altas, denotando
gue o contetdo proteico se refere as enzimas de interesse. As condicbes do
experimento 3 (FT 25%, FS 75%; 10 mL de agua no meio; 0% CaCl2) ndo foram
safistatorias a uma boa producdo de amilases e pectinases, apesar do alto teor de
proteinas totais (3,41 = 0,32 mg mL™?) observado; as atividades amiloliticas e
pectinoliticas especificas nesse experimento mativeram-se na média de 0,60 U mg™,
valor esse quatro vezes inferior ao pontos de maior atividade especifica amilolitica
(experimentos 1, 2 e 6) e duas vezes inferior aos de maior atividade especifica
pectinolitica (experimentos 1, 2 e 4), respectivamente (Figura 26).

Comparando-se a média das atividades pectinoliticas obtidas no ponto central
(experimentos 9 a 11, da Tabela 11) com a média das atividades individualizadas
obtidas para FT e FS a 72 h (Figura 25), nota-se um acréscimo percentual de mais de
33% (de 27,70 para 41,77 U g') na atividade pectindsica ao se empregar meio
contendo partes iguais de cada substrato (FT e FS), com metade do teor de CaCl:z e
25% a menos de agua inicial. Apesar desse aumento, em termos especificos as
maiores atividades pectinoliticas ocorreram nos experimentos 1, 2 e 4, atigindo
valores respectivos de 1,58; 1,64 e 1,57 U mg? (Figura 26). Estatisticamente,
nenhuma das variaveis independentes, assim como suas combinac¢des, apresentaram
efeitos significativos (p < 0,05) sobre a atividade pectinolitica (Figura 28; APENDICE
E), apesar de se notar que a variavel x2 (solucdo mineral nutritiva), assim como
variavel x1 (proporgéo de substratos) para o caso do efeito sobre amilases (Figura 27),
estdo bem préximas a 95% de confianca.

Santos et al. (2008) empregaram o mesmo tipo de planejamento de otimizacao

do presente estudo, visando determinar as melhores condi¢cbes de producdo de
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poligalacturonases (as principais enzimas pectinoliticas com atividade
despolimerizante), sobre o efeito da variacdo de umidade inicial do meio; adicdo de
sulfato de amonia e fosfato de potéassio. Testando o CES de A. niger CCT0916 em
residuo seco de pedunculo de caju, os autores obtiveram a maxima atividade
poligalacturonasica (16 U g*) na condicdo de 40% de umidade inicial; 1% de sulfato
de amonio; e 0% de fosfato de potassio, em 30 h de fermentacdo. Medeiros (2016)
também obteve valor 6timo de atividade poligalacturonésica, muito semelhante (18,78
U g1), empregando a mesma cepa de Aspergillus em cultivo semi-sélido sobre farinha
de bagaco de laranja péra a 25°C por 70 h, na condi¢do de 60% de teor de agua inicial
e 2% de fonte de nitrogénio.

Apesar das poligalacturonases serem somente parte do pool dos sistemas
enzimaticos pectinoliticos, os valores de atividade pectinolitica total obtidos no
presente estudo, demonstram as potencialidades despolimerizantes de G. butleri,
especialmente se considerarmos que 0s maiores picos de atividade (Figura 25)

ocorreram num curto periodo de tempo.

Figura 28 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
independentes sobre a atividade pectinolitica, apos cultivo em estado soélido de
Gongronella butleri, a 35°C por 72 horas, empregando planejamento experimental

fatorial 23, com trés repeticdes do ponto central.

Média

Xz " X3

Variavel

X3

X1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Efeitos Padronizados (tcaic)

Fonte: Elaborado pelo autor. Nivel de significancia de 5%.%. x1 = propor¢do (g) de substratos; x2 =

volume (mL) de solucdo mineral nutritiva; xz = e teor (%) de CaCl-.
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5.6.1 Reducdao percentual da viscosidade

A Tabela 12 apresenta a reducéo percentual da viscosidade de uma solucao
de pectina, ap0s o emprego dos extratos brutos obtidos no planejamento experimental
23. Os resultados de reducéo percentual da viscosidade apresentaram-se, de forma
geral, muitos préximos entre os diferentes experimentos realizados, sendo que a
menor reducdo foi observada no experimento 3 (0,4%), que apresentou a menor
atividade pectinolitica (20,30 U g1). A média das reducdes percentuais da viscosidade
dos pontos centrais dos experimentos (9, 10 e 11), atingiu valor de 8,2%, e nesses
pontos foi obervada atividade pectinilolitica média de 41,77 U g (Tabela 11). Tal
parametro indireto de mensuracdo da atividade enzimética também foi verificado por
Santos et al. (2008) ao se estudar os efeitos e combinagéao de diferentes fatores na
producado de poligacturonases por A. niger empregando-se residuo do pedunculo de

caju.

Tabela 12 — Reducéao percentual da viscosidade de uma solucéo de pectina, devida a
influéncia das pectinases produzidas por Gongronella butleri, sob diversas condicbes

experimentais, empregando-se cultivo em estado sélido a 35°C por 72 horas.

Experimento  Reducéo (%) da viscosidade
4,8
4,3
0,4
3,7
4,8
4,6
3,1
4,5
9,4
4.4
10,7

e
Poowo~NoubhwNE

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em termos estatisticos, também néo foi observado efeitos das variaveis
independentes e suas interacdes, sobre a reducao percentual da viscosidade de uma
solucdo de pectina (Figura 29). E isso é corroborado pela proximidade dos valores
das atividades pectinoliticas obtidas no presente estudo, para os diferentes
experimentos. Além disso, a sensibilidade da metodologia adaptada, que foi aqui

empregada, pode nao ter sido suficiente para determinar essas minimas diferengas.
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Santos et al. (2008), observaram efeito negativo da umidade na reducéo percentual
da viscosidade (R? = 95,6%), quando empregou extrato enzimatico obtido de A. niger
cultivado sobre pedudnculo de caju com variagées 10% no teor de umidade entre os
experimentos testados.

Figura 29 — Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
independentes sobre a reducédo percentual da viscosidade de uma solugéo de pectina,
apos cultivo em estado solido de Gongronella butleri, a 35°C por 72 horas,

empregando planejamento experimental fatorial 23, com trés repeticdes do ponto
central.

Média
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Variavel
x

X3

X1 X3
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Fonte: Elaborado pelo autor. Nivel de significancia de 5%. x1 = proporc¢éo (g) de substratos; x2 = volume
(mL) de solucdo mineral nutritiva; xs = e teor (%) de CaClz.

Testar a reducéo percentual de viscosidade por influéncia da acéo de enzimas
€ importante, pois permite selecionar possiveis complexos enzimaticos para se poder
melhorar processos industriais (especialmente aqueles associados ao setor de
bebidas), reduzindo custos, facilitando a operacionalizacéo, e o tempo de obtencéo
de determinados produtos (BARRETO et al., 2013). Mesmo tendo sido utilizada uma
metodologia alternativa para a mensuracdo da viscosidade de uma solucédo de
pectina, devido a acdo de pectinases contidas no extrato bruto; a reducédo percentual
desse parametro no experimento 11, atingiu valor aproximado a estudo sistematizado

realizado por Ongaratto e Viotto (2016), com pectinases comerciais derivadas de A.
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niger e empregadas sobre suco de pitanga, onde foi obtida reducéo de 15%, mesmo

apos o emprego de ferramentas de otimizacao.

5.7 Efeito da combinacdo de substratos sobre a producdo enzimatica apés

emprego de planejamento um fator por vez, seguido de DCCR

Como a maioria das variaveis independentes testadas no planejamento fatorial
23 (item 5.6) ndo apresentaram significancia estatistica para a producdo de amilases
e pectinases, optou-se por estudar a influéncia da combinacao de proporcdes distintas
de FT e FS a 35°C, sobre essas variaveis respostas (Figura 30), ao longo de 120 h de
cultivo e, a partir dos melhores resultados, aplicar DCCR utilizando como fatores
umidade inicial do meio, temperatura e tempo de cultivo.

Nota-se que 0s maiores picos de atividade amilolitica (15,97 U g?) e
pectinolitica (128,92 U g1) ocorreram a 48 h, na combinacéo de 25% de FT e 75% de
FS, atingindo teor total de proteinas de 0,74 mg mL™. No caso das pectinases a
combinacao de partes iguais de substrato favoreceu também alta atividade enzimatica
(138,66 U g1), com teor proteico total de 0,91 mg mL™* (Figura 30).

Percebeu-se que o emprego de um unico tipo de substrato (FT ou FS na
concentracdo de 100%), ndo teve tanto efeito na atividade enzimatica, principalmente
na atividade pectinolitica, evidenciando que a combinacdo de ambos substratos tende
a ser mais interessante, podendo possivelmente suprir determinados nutrientes que
ndo sdo encontrados em um substrato individualizado, mas que podem estar
presentes no outro, favorecendo a atividade e crescimento do fungo (Figura 31).
Estudo semelhante realizado por Nascimento et al. (2019) ao se empregar dois
substratos, também evidenciou maior producao de fitases por A. niger var. phoenicis
em cultivo submerso, quando foi utilizado uma combinacao de 1,25% de farelo de

arroz com 3,0% de milhocina.
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Figura 30 — Perfil enzimatico médio (U g') de Gongronella butleri (a, b) e proteina total média (mg mL?) (c), em diferentes
combinacdes de farelo de trigo e farelo de soja, pelo método de reducéo do acido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado solido a
35°C ao longo de 120 horas.
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Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm)
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Figura 31 — Colonizacao de Gongronella butleri a 35°C por 48 h, sobre substratos

farelo de trigo e farelo de soja combinados em diferentes proporcdes.

A

1 2 3 4 5
Fonte: Elaborado pelo proprio autor. A e B = replicatas. 1 = Farelo de soja FS (100%); 2 = FT:FS
(25%:75%); 3 = FT:FS (50%:50%); 4 = FT:FS (75%:25%); 5 = Farelo de trigo FT (100%).

Com excesséo do substrato contendo 100% de FT, foi observado de forma
geral aumento gradativo no teor total de proteinas no meio, ao longo do tempo de 120
h de cultivo, entretanto, esse aumento praticamente nao foi associado as atividades
enzimaticas, que tenderam a se reduzir (especialmente apds 72 h), o que pode indicar
que parte dessas proteinas produzidas sao outras que ndo as de interesse, aqui
analisadas.

A analise das atividades enzimaticas especificas corrobora a baixa atividade
amilolitica e pectinolitica, quando adotado 100% de um unico tipo de substrato (FT ou
FS) (Tabelas 13 e 14). No caso da adocao de 100% de FS, em praticamente todos 0s
tempos de cultivo, as atividades mantiveram-se baixas. Para ambas enzimas a
atividade especifica nessas concentragbes de substrato (FT ou FS 100%) somente
diferiram significativamente (p < 0,05) a 120 h de cultivo.

N&o foram observadas diferencas significativas para as atividades especificas
amiloliticas em nenhum dos tempos de cultivo adotados, quando se empregou
proporcdes de FT:FS (25%:75%) e FT:FS (75%:25%) (Tabela 13). Comportamento
similar também foi observado nas atividades pectinoliticas especificas, quando do
emprego de FT:FS (25%:75%), FT:FS (50%:50%) e FT:FS (75%:25%) (Tabela 14).
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Tabela 13 - Atividades amiloliticas especificas (U mg™? proteina) médias de
Gongronella butleri, em diferentes combinacdes de farelo de trigo e farelo de soja,
pelo método de reducgdo do 4cido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado soélido a
35°C ao longo de 120 horas.

Combinagao de Tempo de cultivo
subtrato 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
FS 100% 0,26 + 0,212 0,30 + 0,00 0,65 + 0,08%" 0,17 +0,02** 0,13 + 0,03
FT 25% : FS 75% 2,02 +1,09% 2,18 + 0,44%* 1,98 +0,11* 0,64 +0,23* 0,25 + 0,03
FT 50% : FS 50% 1,12 + 0,332 1,54 +0,37° 0,59 + 0,04% 0,51 + 0,00 0,30 +0,19°
FT 75% : FS 25% 1,68+ 0,042 2,78 +0,06° 7,18 +2,82% 0,55 +0,05*° 0,38 +0,10™
FT 100% 0,52 + 0,262 0,74 +0,14™* 1,13 + 0,02* 1,14 +0,18° 0,81 + 0,06*

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm). Médias seguidas

por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

Tabela 14 — Atividades pectinoliticas especificas (U mg? proteina) médias de
Gongronella butleri, em diferentes combinacdes de farelo de trigo e farelo de soja,
pelo método de reducgdo do 4cido-3,5-dinitrosalicilico, em cultivo em estado soélido a
35°C ao longo de 120 horas.

Combinacao de Tempo de cultivo
subtrato 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
FS 100% 3,40 + 0,052 1,71 + 0,17 2,21 +1,12% 0,47 +0,09° 0,40 + 0,15%%
FT 25% : FS 75% 13,64 + 13,80° 17,40 + 1,28% 2,57 + 0,127 0,82 + 0,00% 0,78 + 0,03
FT 50% : FS 50% 7,44 0,722 18,17 + 4,19% 0,51 + 0,23% 1,73 +0,97° 0,90 + 0,45
FT 75% : FS 25% 22,75+ 2,572 25,81 +0,21* 46,79 + 24,75% 1,18 +0,52° 1,86 +0,55%
FT 100% 3,49 + 0,762 5,18 + 0,75 5,03 + 0,69%° 3,21 +2,58% 1,31 +0,11*

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm). Médias seguidas

por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si (p < 0,05).

A Tabela 15 sintetiza a comparacao estatistica das atividades enzimaticas
obtidas nas diferentes combinac¢des de substrato (FT e FS) testadas, sob um mesmo
tempo de cultivo e, o efeito de diferentes tempos de cultivo para uma mesma
combinac¢éo de substrato.

Observou-se uma tendéncia de maiores atividades enziméaticas a 48 h quando
se considera uma mesma combinacdo de substratos. Quando se compara diferentes
combinagdes de substrato num mesmo tempo de cultivo, nota-se uma tendéncia de
maior atividade amilotitica e pectinolitica na combinacdo FT:FS (25%:75%), apesar
dessa maior atividade nao diferir estatisticamente, para 0 caso da pectinase, da
combinacgéo FT:FS (50%:50%). Dessa forma, o tempo de cultivo de 48 h, assim como
a combinacdo de FT:FS (25%:75%) foram adotados como parametros para se

desenvolver os testes do DCCR.
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Tabela 15 — Atividades amiloliticas e pectinoliticas médias (U g*) de Gongronela buteri

em diferentes combinacdes de farelo de trigo e farelo de soja, em cultivo em estado

solido a 35°C, ao longo de 120 h.

Atividades enzimaticas (U g1)

Proporc¢éo das

Tempo de cultivo

combinagdes 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
FS (100%) 2,6 bcde A 5,0 bcef A 5,1 bdef A 3,1 bdef A 3,2 a A
FT:FS (25%:75%) 5,2 ac BDEF 16,0 a A 9,6 ac BC 6,7 ac BCE 4,00 a BDEF
Amilase FT:FS (50%:50%) 6,6 a BCE 10,4 bc A 7,3 acef AC 3,3 bcef BDEF 3,4 a BCEF
FT:FS (75%:25%) 2,7 bcde BDEF 8,3 bce AC 9,8 a A 4,9 ace BCE 2,4 a BDEF
FT (100%) 3,2 acd BDEF 4,6 bdef BCEF 8,2 ace A 79 a AC 49 a ACE
FS (100%) 441 a A 28,8 bdfg AC 17,6 bcde ACD 8,7 a BCDE 9,9 a BCDE
FT:FS (25%:75%) 33,3 a BC 129,0 a A 12,5 bcde BCDE 9,0 a BCDE 12,7 a BCD
Pectinase FT:FS (50%:50%) 43,3 a BC 123,0 ac A 18,6 bed BCD 11,2 a BCDE 10,4 a BCDE
FT:FS (75%:25%) 37,2 a BCE 77,5 bde A 62,4 a AC 10,8 a  BDEF 11,4 a BDEF

FT (100%) 22,4 a A 32,1 bdfg A 36,7 ac A 214 a A 80 a A

Fonte: Elaborado pelo autor. FT = farelo de trigo (2 mm); FS = farelo de soja (2 mm). Médias seguidas
por letras minusculas diferentes, para a mesma coluna e grupo enzimatico, diferem entre si (p < 0,05).
Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, para colunas diferentes e na mesma combinacao de

substratos, diferem entre si (p < 0,05).

Quando comparada as atividades enzimaticas obtidas pela combinacdo de
FT:FS (25%:75%) a 48 h (Tabela 15) com as atividades enziméticas obtidas no
mesmo tempo de cultivo com os substratos isolados (Figura 25), nota-se acréscimos
consideraveis, atingindo valores até trés vezes mais altos, como para producéo de
pectinases, por exemplo (aumentos de mais de 65% na atividade pectinolitica).

As condi¢cbes experimentais empregadas no DCCR foram favoréareis a alta
atividade pectinolitica quando comparada a atividade amilolitica (Figura 32). Observa-
se que em 61% dos experimentos (4, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 15, 16, 17 e 18), as atividades
pectinoliticas foram superiores a 100,00 U g1, atingindo valores maiores que 189,0 U
g! nos pontos centrais (experimentos 15 a 18), cujo fatores avaliados apresentavam
61,37% de umidade inicial do meio de cultivo; a 30°C e em 48 h de fermentacéo.

A maior atividade pectinolitica (246,62 U g* ou 24,662 U mL?; e atividade
especifica 18,66 U mg™) foi observada na condicédo de 61,37% de umidade inicial do
meio de cultivo, com tempo de incubacéo de 68 h, a 30°C (experimento 14) (Figura 32
e Tabela 16). Esse resultado foi 3,5 vezes superior a um estudo realizado por Carvalho

(2016), com cultivo submerso estatico de S. cerevisiae a 30°C por 24 h, empregando
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farinha de residuo de maracuja, onde apés aplicacdo de dois DCCR sequenciais
visando determinar o melhor teor percentual de substrato, temperatura de incubacéo,
e teor de peptona no meio, foi obtida atividade pectinolitica maxima de 7,066 U mL™.

As menores atividades especificas (experimentos 5, 9 e 11), que atingiram
valores inferiores a 0,30 U mg?; assim como as maiores atividades especificas
(experimentos 14 a 18), que atingiram valores médios de 10,90 U mg?; estdo
associadas as mais baixas e altas atividades pectinoliticas, demonstrando que as
condigbes experimentais respectivas ndo estimularam, ou foram favoraveis a

producdo da enzima de interesse (Tabela 16).

Figura 32 - Atividades enzimaticas (U g*!) e teor de proteinas totais (mg mL™) de
Gongronella butleri em cultivo em estado sélido sobre composi¢éo de substrato fixado
em 25% de farelo de trigo e 75% de farelo de soja, apds emprego de delineamento

composto central rotacional (DCCR), com quatro repeticdes no ponto central.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As atividades amiloliticas para os 18 experimentos mantiveram-se na media de
16 U g, sendo que os menores valores obtidos foram observados nos experimentos
1,5, 9, 11 e 13 (média de 2,58 U g!). Nesses casos, 0s baixos teores de umidade
inicial do meio de cultivo, associados ou néo a baixa temperatura de incubacéo, foram
os fatores que mais influenciaram a producao enzimatica, bem como o curto periodo

de cultivo (28 h, no caso do experimento 13) (Tabela 16).
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Tabela 16 - Atividades enzimaticas totais (U g ou U mL™1) e atividades enzimaticas especificas (U mg), de Gongronella butleri em

cultivo em estado sélido, sobre composicdo de substrato fixado em 25% de farelo de trigo e 75% de farelo de soja, apés emprego

de delineamento composto central rotacional (DCCR), com quatro repeticdes no ponto central.

Fatores decodificados

Atividade enzimatica total

Atividade enzimatica especifica

Experimento Amilase Pectinase Amilase Pectinase
Umidade (%) Temperatura Tempo de Ug? UmL? Ug? UmL? U mg+?
(°C) cultivo (h)
1 53,15 25 36 2,07 0,21 8,72 0,87 0,13 0,55
2 53,15 25 60 17,84 1,78 42,26 4,23 0,62 1,46
3 53,15 35 36 9,09 0,91 29,32 2,93 0,60 1,92
4 53,15 35 60 18,70 1,87 164,41 16,44 0,94 8,25
5 66,76 25 36 1,72 0,17 6,60 0,66 0,08 0,29
6 66,76 25 60 29,24 2,92 174,31 17,43 1,11 6,65
7 66,76 35 36 14,79 1,48 171,67 17,17 0,67 7,72
8 66,76 35 60 16,57 1,66 166,39 16,64 0,80 8,07
9 45,21 30 48 2,87 0,29 2,97 0,30 0,13 0,14
10 70,94 30 48 15,14 1,51 103,66 10,37 0,58 4,00
11 61,37 22 48 3,16 0,32 5,02 0,50 0,17 0,28
12 61,37 38 48 12,95 1,29 128,76 12,88 0,72 7,15
13 61,37 30 28 3,10 0,31 12,28 1,23 0,22 0,89
14 61,37 30 68 32,35 3,23 246,62 24,66 1,39 10,62
15 61,37 30 48 28,20 2,82 196,76 19,68 1,20 8,39
16 61,37 30 48 25,56 2,56 189,50 18,95 2,52 18,66
17 61,37 30 48 28,20 2,82 216,57 21,66 1,16 8,91
18 61,37 30 48 32,41 3,24 200,73 20,07 1,23 7,63

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As mais altas atividades amiloliticas foram observadas nos pontos centrais
experimentais (15 a 18), média de 28,59 U g (atividade especifica média 1,53 U mg-
1) e nos experimentos 6 (29,24 U g?) e 14 (32,35 U g?) (Figura 32 e Tabela 16). Tais
resultados foram aproximadamente duas vezes inferiores aos obtidos por Cavalheiro
et al. (2017), cultivando o mesmo fungo a 25°C, por 96 h, sobre farelo de trigo com
umidade inicial de 55%. Entretanto, é interessante ressaltar, que a condi¢cao
experimental de mais alta atividade amilolitica aqui observada (experimento 14:
umidade inicial = 61,37%; tempo de cultivo = 68 h), atingiu valor de atividade
enzimatica semelhante a obtida por Cavalheiro et al. (2017) a 30°C (30,0 U g1), em
um dos testes realizados pelos autores, s6 que em um percentual de umidade e tempo
de cultivo inferior as condi¢cdes por eles empregadas (65% de umidade inicial, num
periodo de 120 h).

Coelho A. et al. (2020), obtiveram maxima atividade amilolitica (1,14 U mL™),
2,8 vezes inferiores ao ponto maximo obtido no presente estudo (experimento 14),
apos emprego de DCCR em cultivo submerso, por 72 h, de levedura selvagem isolada
de farinha de mandioca fermentada, visando determinar as melhores condi¢cbes de
pH, temperatura, percentual de in6culo e de amido adicionado ao meio de cultivo.

Em estudos com otimizagao de producao de a-amilases empregando A. niger
(LIMA, 2019) e A. oryzae (BHANDARI, 2018), em cultivos em estado sélido a 30°C
sobre bagacos de malte de cevada e maca, respectivamente, os autores obtiveram
maximas atividades amiloliticas de 622,25 U g* (80% de umidade; 102,1 h de
fermentacao e 85,9% de substrato) e 6.475 U g-1 (30°C; 70% de umidade; 96 h de
fermentacao; pH 3,0; 0,25 M de nitrato de sédio).

Assim como para as pectinases, as atividades amiloliticas especificas tiveram
comportamento semelhantes, apresentando-se mais baixas nos experimentos com
menores valores de atividade enzimatica e mais altas nos experimentos com maiores
valores de atividade amilolitica (Tabela 16).

Em termos estatisticos, pelo menos duas das variaveis independentes
empregadas no DCCR, apresentaram efeito siginificativo sobre a producao
enzimatica, seja de amilases ou pectinases. O efeito de maior importancia no processo
foi o tempo de cultivo (x1), apresentando coeficiente positivo para ambos 0s casos,
sugerindo que maiores tempos de incubacdo sdo mais favoraveis a maior producao
enzimatica (Figura 33 e APENDICE F).
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A temperatura (x2) de forma isolada, assim como a combinac¢éo dessa variavel
independente com o volume de solucdo mineral nutritiva (x3), e a combinacdo de x1
(tempo de cultivo) com xs3, ndo apresentaram efeitos significativos (p > 0,05) para as
amilases. De forma similiar, as combina¢des dos fatores estudados, assim como o
efeito quadratico de xi, n&o influenciaram significativamente as atividades
pectinoliticas, sendo retirados na constru¢cao dos modelos empiricos ajustados (Figura
33 e APENDICE F).

Figura 33 — Diagramas de Pareto dos efeitos padronizados das variaveis
independentes sobre a producdo de amilases e pectinases, apos cultivo em estado
sélido de Gongronella butleri, empregando delineamento composto central rotacional
(DCCR), com quatro repeticdes do ponto central.

Variavel
Variavel

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Efeitos Padronizados (fcalc) Efeitos Padronizados (tealc)

amilase pectinase
Fonte: Elaborado pelo autor. Nivel de significancia de 5%. x1 = tempo (h) de cultivo; x2 = temperatura
(°C) de incubacéo; x3* = volume (mL) da solu¢éo mineral nutritiva.
*Conforme célculos mateméaticos, o emprego da variavel xs em unidades de volume, apresentou-se
praticamente similar ao emprego da unidade em percentual de umidade (diferenga menor que 5%).

Assim, optou-se por utilizar a umidade expressa em volume, na construgdo dos gréficos de resposta.

A Tabela 17 apresenta os modelos matematicos ajustados que relacionam a
producdo enzimatica com os parametros independentes estudados, apos emprego do
DCCR. E bom lembrar que os modelos obtidos s&o empiricos sendo aplicaveis apenas
em uma determinada regido. Nota-se que os modelos quadraticos ajustados as
atividades pectinoliticas e amiloliticas foram significativos (95% de confianga), e
explicaram mais de 84 e 90% da variacédo observada, respectivamente.

O coeficiente de determinacdo ou explicagdo R? quantifica a qualidade do

ajustamento, pois fornece uma medida da proporcado da variacdo explicada pela
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equacao de regressao em relacdo a variacdo total das respostas (RODRIGUES;
IEMMA, 2014).

O teste F apresenta a razdo entre 0 Fcalculado € O Frabelado. SEMpPre que essa
relagdo for maior que um, a regressao é estatisticamente significativa, informando que
ha relacéo entre as variaveis independentes e dependentes. Para que uma regressao
seja ndo apenas estatisticamente significativa, mas também util para fins preditivos, o
valor da razdo deve ser no minimo maior que quatro (BARROS-NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010). Nesse caso, além de serem significativos, os modelos empiricos
obtidos também sao preditivos, pois apresentaram uma relacdo entre Fcalculado/Ftabelado
de 4,25 e 5,80, para a atividade pectinolitica e amilolitica, respectivamente
(APENDICE G).

Os dados experimentais para a atividade amilolitica ndo apresentaram falta de
ajuste (p > 0,05) ao modelo empirico adotado, diferentemente dos dados para a
atividade pectinolitica (Tabela 17). A baixa falta de ajuste dos dados associados a
atividade pectinolitica pode ser associada a variacao aleatéria (erro puro) dos dados
em torno da reta de regressdo. Entretanto, nota-se que os dados se econtram
préximos a reta, e quando somados, os devios tendem a zero, indicando que o modelo
é valido (APENCIDE H).

Tabela 17 — Modelos empiricos ajustados a producéo de amilases e pectinases, apos
emprego de delinemamento composto central rotacional (DCCR).

Atividade Equacéo R? (aj)* p Falta ajuste (p)

Y, =28,44 4+ 7,61 X; - 3,15 X42- 6,57 X2 + o
258 X5 - 6,23 X52 - 3,99 X1 X, 90,71% 0,000044 0,230886

Amilase

Y, =177,28 + 53,10 x; + 37,20 X, - 38,77 X32
+ 32,48 X3 - 43,57 X32
Fonte: Elaborado pelo autor. *Coeficiente de determinacdo apds ajustamento dos dados. Nivel de

Pectinase 84,64% 0,000156 0,020473

significancia p < 0,05. Y = atividade enzimética; x1 = tempo de cultivo (h); x2 = temperatura (°C); x3 =

volume de solucdo mineral nutritiva (mL) adicionada aos meios de fermentacgéo.

Os modelos ajustados aos dados experimentais foram usados para obtencao
das respectivas curvas de contorno e gréaficos de superficie de resposta (Figura 34 e
35), que sao descricdes graficas do modelo, e simplificam a interpretacdo dos

resultados.
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Figura 34 — Curvas de contorno e gréaficos de superficie de resposta, referentes aos efeitos das variaveis independentes sobre a

atividade amilolitica (U g*) de Gongronella butleri, ap6s cultivo em estado sélido sobre 25% de farelo de trigo e 75% de farelo de
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Fonte: Elaborado pelo autor. Y = atividade enzimatica (U g); x1 = tempo de cultivo (h); x2 = temperatura de incubag&o (°C); x3 = volume de solug&o mineral nutritiva (mL).
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Figura 35 — Curvas de contorno e gréaficos de superficie de resposta, referentes aos efeitos das variaveis independentes sobre a

atividade pectinolitica (U g') de Gongronella butleri, ap6s cultivo em estado sélido sobre 25% de farelo de trigo e 75% de farelo de

soja, empregando delineamento composto central rotacional (DCCR), com quatro repeticdes no ponto central.
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Pela analise da curva de contorno e superficie de resposta, quando se
considera as variaveis temperatura de incubacdo (x2) e volume de solucdo mineral
nutritiva (xs), observa-se que temperaturas abaixo de 28°C e acima de 34°C tendem
a inibir a producéo de amilases e pectinases. A faixa de 6tima producao de amilases
(acima de 20 U g) encontra-se na condic¢éo entre 26-34°C, com umidificacao inicial
do meio de 6 a 10 mL, tendendo a maxima atividade a 30°C em 7,5 mL de solucéo
mineral (61,37% de umidade inicial) (Figuras 34 e 35).

A faixa de 6tima producéo de amilases (acima de 30 U g1) e pectinases (acima
de 250 U g1), quando da associacéo das variaveis tempo de cultivo (x1) e volume de
solugdo mineral nutritiva (x3), esta entre 52 e aproximadamente 71 h (para as
amilases); e acima de 65 h de cultivo (para as pectinases), considerando-se uma
umidificacdo entre 6,5 a 10 mL. Condicdo semelhante € observada quando da
combinacdo das variaveis tempo de cultivo (x1) e temperatura de incubagéo (x2).
Nessa condicdo, a faixa de 6tima producdo amilolitica também variou entre 52 a
aproximadamente 72 h, com temperaturas variando entre 25-31°C (para amilases); e
acima de 65 h de cultivo, com temperaturas entre 28-36°C (para as pectinases) (Figura
34 e 35).

Considerando tais observacdes sugere-se empregar as seguintes condicfes
para uma maxima atividade tanto amilolitica, quanto pectinolitica: cultivo em farelo de
trigo/soja na proporcéao (FT25%:FS75%); em temperatura de incubacgéo de 30°C; com
umidificacdo inicial de 7,5 mL de solugdo mineral nutritiva (atingindo umidade
aproximada de 61%); por um tempo de 65 h de cultivo. Tal condi¢cdo € bem similiar a
obtida empiricamente (experimento 14; Tabela 16), s6 que com a vantagem de ser
realizada num tempo um pouco mais curto, reduzindo consequentemente gastos com
energia, devido a incubacao.

O crescimento micelial sobre as diferentes condi¢cbes experimentais do DCCR,
esta apresentado na Figura 36. Nota-se que em condi¢cdes de menor colonizagao
micelial (experimentos 1, 3, 5, 9, 11, 12, 13), também foi observada menor atividade
ao menos em uma das atividades enzimaticas analisadas. Nessas condicdes
observou-se baixo teor de umidade inicial (£ 53,15%); curto periodo de cultivo (< 36
h); assim como baixa temperatura de incubagéo (< 25°C). Os experimentos com maior
colonizagéao visivel (6, 8 10, 14, 15, 16, 17 e 18) apresentaram maior teor inicial de

umidade no meio (= 61,37%), e neles foram observadas atividades amiloliticas e
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pectinoliticas, maiores ou iguais a 15 U g* e 103,66 U g%, respectivamente. (Tabela
16).

Figura 36 - Colonizacao de Gongronella butleri sobre proporcéo de substrado fixado
(25% de farelo de trigo e 75% de farelo de soja), em diferentes condicbes
experimentais obtidas por delineamento composto central rotacional (DCCR), com

quatro repeticdes no ponto central.

Fonte: Préprio autor.



127

6 CONCLUSAO

Observou-se que a cepa fangica de Gongronella butleri, isolada do solo do
Cerrado, teve a capacidade de utilizar o amido e a pectina como principal fonte de
carbono e energia para o seu desenvolvimento.

Foi notado potencial crescimento micelial e producdo de amilases e pectinases
sobre os diferentes substratos agroindustriais testados, sendo o farelo de soja e trigo
0S que promoveram maior capacidade de inducdo enzimatica, especialmente para
pectinases.

Os picos de maior producao amilolitica e pectinolitica se mantiveram dentro da
faixa de 48 a 96 horas de cultivo, independentemente do substrato empregado,
demonstrando eficiéncia da cepa para o emprego comercial, especialmente se testes
mais aprodundados de otimizacédo e de seguranca bioldgica forem realizados.

O fator que mais teve influéncia na producdo enzimatica foi o teor de umidade
inicial do meio de cultivo, sendo a combinacéo de substratos farelo de trigo e farelo
de soja, também importante para as melhores respostas obtidas.

Foram observados aumentos consideraveis na atividade enzimética,
especialmente pectinolitica, em comparacao aos acréscimos na atividade amilolitica,
guando da combinacéo de 25% de farelo de trigo e 75% de farelo de soja; associado
ao cultivo a 30°C por 68 h, apds emprego de delinemamento composto central
rotacional. Essas mesmas condic¢des, sé que num periodo de 65 h, seriam as mais
satisfatdrias para ambas enzimas, com producdo de amilases iguais ou maiores a 30
U g? e de pectinases, iguais ou maiores a 250 U g; representando acréscimos
respectivos em atividade de mais de 56% para amilases e 87% para pectinases,
guando comparado ao uso isolado de tais substratos, num cultivo a 30°C, por 72 h.

Sugere-se, para estudos futuros, testar as caracteristicas e o desempenho das
atividades enzimaticas obtidas nas melhores condi¢cdes aqui empregadas, em
diferentes niveis de pH e temperatura; verificar o efeito residual das atividades
enzimaticas dos extratos brutos apds armazenamento ou manutencao sob diferentes
condicdes; aplicar os extratos brutos enzimaticos, sobre misturas ou solugbes
(principalmente aquelas obtidas de vegetais que contem em sua composigao pectina),
visando observar os efeitos sobre a clarificacdo e turbidez das mesmas; e realizar
experimentos utilizando condi¢cdes que possam validar os modelos empiricos que

foram aqui obtidos para a producgéo de amilases e pectinases.
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APENDICE A - Curvas de calibrac&o padronizadas para a determinacgéo de

acucares redutores totais (ART)

Para o substrato sem adigcao de solugao mineral nutritiva

Absorbancia (A 540 nm)

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

y =1,9187x - 0,0191
R2=0,9985

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Glicose (mg mL1)

Para o substrato adicionado de solucdo mineral nutritiva
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APENDICE B - Curvas de calibrac&o padronizadas da soluc&o do acido-3,5-
dinitrosalicilico (DNS)
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APENDICE C - Curva de calibracdo de soro albumina bovina (BSA)
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APENDICE D - Quadro de anélise de variancia (ANOVA) para o crescimento

Anova: fator duplo com repeti¢éo

micelial de Gongronella butleri IPS 8.2

RESUMO 24h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h 168 h 192 h 216 h 240 h 264 h 288 h 312h 336 h Total
25°C

Contagem 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 42

Soma 2,4 4,6 6,5 8 10,1 12,6 12,7 14,7 15,6 18,4 20,8 22,9 23,9 24 197,2

Média 0,8 1,53333 2,166667 2,66667 3,36667 4,2 4,23333 4,9 5,2 6,13333 6,93333 7,63333 7,96667 8 4,69524

Variancia 0,04 0,17333 0,083333 0,08333 0,10333 0,13 0,06333 0,21 0,07 0,01333 0,01333 0,00333 0,00333 0 55751
30°C

Contagem 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 42

Soma 2,7 6 8,6 11,5 14,5 17,1 20,5 22,5 23,8 24,7 25,2 25,2 25,2 25,2 252,7

Média 0,9 2 2,866667 3,83333 4,83333 5,7 6,83333 7,5 7,93333 8,23333 84 84 8,4 8,4 6,01667

Variancia 0,03 0,75 0,103333 0,08333 0,08333 0,07 0,08333 0 0,04333 0,00333 0,01 0,01 0,01 0,01 6,84435
35°C

Contagem 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 42

Soma 2,9 6 7,7 9,5 12 14,4 16,4 20,9 22,2 229 23,7 24,6 249 25,1 233,2

Média 0,96667 2 2,566667 3,16667 4 4,8 5,46667 6,96667 7,4 7,63333 79 8,2 8,3 8,36667 5,55238

Variancia 0,20333 0,25 0,163333 0,08333 0,25 0,13 0,21333 0,70333 0,52 0,36333 0,21 0,21 0,19 0,22333 6,69134
Total

Contagem 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9

Soma 8 16,6 22,8 29 36,6 44,1 49,6 58,1 61,6 66 69,7 72,7 74 74,3

Média 0,88889 1,84444 2,533333 3,22222 4,06667 4,9 551111 6,45556 6,84444 7,33333 7,74444 8,07778 8,22222 8,25556

Variancia 0,07361 0,34778 0,8 031944 0515 051 1,35861 1,64278 1,73278 0,9725 0,47528 0,17444 0,08944 0,09528
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APENDICE E - Tabelas de coeficientes e significancia estatistica das variaveis
independentes sobre as atividades enzimaticas e reducao percentual da

viscosidade de uma solucao de pectina, ap6s emprego de planejamento

fatorial 23.
Atividade amilolitica
Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor
Média 54,4 2,171876 25,04747 0,000015
X1 4,225 2,54675 1,658977 0,172459
X5 -19,65 2,54675 -7,71571 0,001519
X3 1,2 2,54675 0,471189 0,662055
X1+ Xz 3,6 2,54675 1,413566 0,230376
X1 * X3 0,5 2,54675 0,196329 0,853924
Xz + X3 0,375 2,54675 0,147246 0,890061

X1 = proporgéo de substratos (g); Xz = volume (mL) de solu¢éo mineral nutritiva; Xs = teor (%) de CaClz.

Atividade pectinolitica

Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor
Média 36,69091 1,809266 20,27944 0,000039
X1 1,7625 2,121553 0,830759 0,45282
X -4,1625 2,121553 -1,96201 0,121275
X3 1,9375 2,121553 0,913246 0,412779
X1 * Xy 2,1125 2,121553 0,995733 0,375737
X1 * X3 -0,6875 2,121553 -0,32406 0,762133
Xy * X3 1,9875 2,121553 0,936814 0,401892

X1 = proporgéo de substratos (g); X2 = volume (mL) de solu¢éo mineral nutritiva; Xs = teor (%) de CaClz.

Reducéo percentual da viscosidade

Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor

Média 4,972727 1,21367 4,097263 0,0149
X1 0,5 1,423155 0,351332 0,743064
X2 -0,85 1,423155 -0,59726 0,582497
X3 0,475 1,423155 0,333766 0,75532
X1+ Xz 0,675 1,423155 0,474298 0,660019
X1 * X3 -0,2 1,423155 -0,14053 0,895032

Xy * X3 0,4 1,423155 0,281066 0,7926

X1 = proporc¢éo de substratos (g); X2 = volume (mL) de solu¢do mineral nutritiva; Xs = teor (%) de CaClz.
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APENDICE F - Tabelas de coeficientes e significancia estatistica das variaveis
independentes sobre as atividades enzimaticas (amilase e pectinase), apos

emprego de delineamento composto central rotacional (DCCR).

Atividade amilolitica

Coeficiente Erro padrdo t calculado p-valor
Média 28,43822 2,077763 13,68694 0,000000782
X1 7,605883 1,126131 6,753994 0,000144
X12 -3,15185 1,170128 -2,6936 0,027344
Xz 1,811893 1,126131 1,608953 0,146293
X52 -6,57071 1,170128 -5,61538 0,000501
X3 2,581531 1,126131 2,29239 0,051074
X32 -6,23484 1,170128 -5,32834 0,000704
X1+ X2 -3,9875 1,471361 -2,71008 0,026655
X1 * X3 0,49 1,471361 0,333025 0,747675
Xz ' X3 -0,935 1,471361 -0,63547 0,54287

X1 =tempo de cultivo (h); X2 = temperatura de incubacéo (°C); Xz = volume de solu¢cdo mineral nutritiva

(mL).

Atividade pectinolitica

Coeficiente Erro padrao t calculado p-valor
Média 199,9523 20,68209 9,667895 0,0000109
X1 53,09944 11,20953 4,73699 0,00147
X412 -21,0618 11,64748 -1,80827 0,108177
X 37,19781 11,20953 3,318409 0,010565
X52 -43,1801 11,64748 -3,70725 0,00598
X3 32,48184 11,20953 2,897698 0,019962
X32 -47,9796 11,64748 -4,11931 0,003347
X1+ Xz -8,93 14,64596 -0,60972 0,55896
X1 * X3 -0,775 14,64596 -0,05292 0,959097
Xz * X3 1,8 14,64596 0,122901 0,905217

X1 =tempo de cultivo (h); X2 = temperatura de incubacéo (°C); X3 = volume de solugdo mineral nutritiva

(mL).
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APENDICE G - Tabelas de anélise de variancia (ANOVA) para os modelos
ajustados as atividades enzimaticas (amilase e pectinase), ap0s emprego de

delineamento composto central rotacional (DCCR).

Atividade amilolitica

Fonte de variagao SQ gl QM Fcalc Ftab p-valor
Regresséo 1878,596 6 313,0993 17,90969 3,09 0,0000436
Residuos 192,3033 11 17,48212

Falta de ajuste 168,2258 8 21,02823 2,620071 8,85 0,230886
Erro puro 24,07747 3  8,025825

Total 2070,899 17

R? (%) = 90,71
Fcal/Ftab (5%) = 5,80
SQ = Soma quadratica; gl = graus de liberdade; QM = Quadrado médio; Fca = F calculado; Fian = F

tabelado; p-valor = significancia estatistica; R? = coeficiente de determinacao.

Atividade pectinolitica

Fonte de variagcao SQ gl QM Fcalc Ftab p-valor
Regressao 110221,4 5 22044,28 13,22121 3,11 0,000156
Residuos 20008,09 12 1667,341

Falta de ajuste 19615,42 9 2179,491 16,65102 8,81 0,020473
Erro puro 392,677 3 130,8923

Total 130229,5 17

R? (%) = 84,64
Fcal/Ftab (5%) = 4,25
SQ = Soma quadratica; gl = graus de liberdade; QM = Quadrado médio; Fca = F calculado; Fian = F

tabelado; p-valor = significancia estatistica; R? = coeficiente de determinacao.
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APENDICE H - Gréficos das respostas reais versus preditas pelo modelo linear
de regresséo aplicado as atividades enziméaticas (amilase e pectinase), apos

emprego de delineamento composto central rotacional (DCCR).
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