RESSALVA

Atendendo solicitacao do autor,

0 texto completo desta tese sera

disponibilizado somente a partir
de 02/09/2025



AVA
AVAvAv  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp "' 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Héberly Fernandes Braga

Otimizacdo da producao de amilases e pectinases por Gongronella

butleri usando subprodutos agroindustriais

Sao José do Rio Preto
2021



Héberly Fernandes Braga

Otimizacéo da producao de amilases e pectinases por Gongronella

butleri usando subprodutos agroindustriais

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Microbiologia,
junto ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao
José do Rio Preto.

Orientadora: Prof2. Dr2. Heloiza Ferreira Alves do
Prado

Sao José do Rio Preto
2021



Braga, Héberly Fernandes
B8130 Otimizacao da producao de amilases e pectinases por
Gongronella butleri usando subprodutos agroindustriais /
Héberly Fernandes Braga. -- Sdo José do Rio Preto, 2021
169 f. : il , tabs., fotos, mapas

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdao José do
Rio Preto

Orientadora: Heloiza Ferreira Alves do Prado

1. Microbiologia. 2. Fermentacdo em estado sélido. 3.
Enzimas de fungos. |. Titulo.

Sistema de geracao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto. Dados
forecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Héberly Fernandes Braga

Otimizacdo da producao de amilases e pectinases por Gongronella

butleri usando subprodutos agroindustriais

Tese apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Microbiologia,
junto ao Programa de Pdés-Graduacdo em
Microbiologia, do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao
José do Rio Preto.

Comissao Examinadora

Prof2. Dr2. Heloiza Ferreira Alves do Prado
UNESP — Campus de llha Solteira
Orientadora

Prof2. Dr2. Daniela Alonso Bocchini Martins
UNESP — Campus de Araraquara

Prof2. Dr2. Eleni Gomes
UNESP — Campus de Séo José do Rio Preto

Profé. Dr2. Milla Alves Baffi
UFU — Campus Umuarama

Prof. Dr. Rodrigo Simdes Ribeiro Leite
UFGD — Campus I

Sao José do Rio Preto
02 de setembro de 2021



A todos aqueles que acreditam na realizagao de seus sonhos e na concretizacao de
seus objetivos, apesar de todas as adversidades encontradas ao longo do caminho.



AGRADECIMENTOS

Inicialmente a Deus, por me dar forcas e estimulo nos momentos dificeis e
angustiosos, e por me guardar, nos periodos de viagens e deslocamentos.

Aos meus familiares proximos, especialmente minha méae Elzimeire, por orar,
torcer, e principalmente compreender meu distanciamento e auséncias durante esse
periodo de estudos; e a minha irma lara, por intermediar contatos no Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia (ICIAG/UFU), onde realizei
parte dos meus experimentos.

A minha orientadora, professora Dra. Heloiza, pelo acolhimento, ensinamentos,
apoio e compreenséao durante a realizacdo desse trabalho.

Aos professores e colegas do curso de Pos-graduacdo em Microbiologia do
IBILCE/UNESP, com os quais tive a oportunidade de trocar experiéncias e adquirir
conhecimentos.

Ao Instituto Federal do Triangulo Mineiro (IFTM), instituicdo na qual trabalho
como docente, que me oportunizou licengas para que pudesse concluir com éxito as
disciplinas e me dedicar ao desenvolvimento desse trabalho.

Ao ICIAG/UFU, nas pessoas dos professores Beno Wendling, Milla Baffi,
Araina Hulmann e Elias Borges; assim como aos técnicos Luciana Alves, Beatriz
Vieira, Julia Araujo e Marcelo Dias, que possibilitaram com que eu pudesse usufruir
de equimentos, instrumental, e alguns insumos, colaborando com a realizacdo de
parte do desenvolvimento dos experimentos.

Aos estudantes e colegas do Laboratorio de Microbiologia Ambiental
(LAMIC/ICIAG/UFU), Patrisia, Jayder, Bruno e Gabriela; bem como a Bérbara
(discente do Programa de Biociéncias do IBILCE/UNESP), Sirlene (ex-discente do
doutorado em Microbiologia do IBILCE/UNESP), e Amanda (discente do curso de
Ciéncias Biologicas da Faculdade de Engenharia do Campus de Ilha Solteira da
UNESP) pela vivéncia, troca de experiéncias e auxilios, durante essa minha etapa
formativa.

A Liliane Andrade (Engenheira quimica e doutoranda em Biologia Funcional e
Molecular da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP), pela colaboragao
imprescindivel e troca de experiéncias, na parte da realizacdo das analises
estatisticas desse trabalho.

As professoras doutoras Daniela Bocchini e Ana Maria Cassiolato, por terem
participado da banca de qualificacdo e contribuido com o aprimoramento desse
trabalho, ao fazerem suas consideracoes.

E finalmente, um agradecimento a todos aqueles que direta ou indiretamente
fizeram criticas, deram sugestfes, e trocaram ideias, pois cooperaram para que
pudesse crescer em termos académicos, pessoais e profissionais.



“...mais sabio é aquele que sabe que nao sabe...”
(GAARDER, 2002, p.71)



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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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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