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INFO ABSTRACT
Keyworks Avocado seed meal as an alternative substrate for pectinase production by Gongronella butleri
enzymatic bioproduction The use of leftovers or refuse from agricultural and/or agro-industrial production for the cultivation
bioprocesses of microorganisms with enzyme production has become constant, as well as being suitable as a
solid state cultivation sustainable alternative; adds value to by-products; and also acts as a mitigation strategy for

environmental changes. The present work aimed to study the profile of the bioconversion activity of
avocado kernel flour, carried out by the fungal strain Gongronella butleri, in order to produce
pectinases. The fungal strain was inoculated in triplicate, in flasks containing freeze-dried avocado
seed meal, which were previously moistened with nutrient saline solution and sterilized.
Fermentations took place at 35°C for 24, 48, 72, 96 and 120 h. The production profile of pectinases
over time was determined by measuring the enzymatic activity (U g*) of the crude extract obtained
in the fermentations, using spectrophotometry at 540 nm, according to the standard method of
reduction of 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS). The avocado kernel flour induced the production of
enzymes, with an increase in pectinolytic activity with the course of fermentation, reaching the peak
of highest activity (19.43 U g*) at 96 h. In comparison with studies that used microbial genera
considered standard for the fermentation of agro-industrial "waste" and the production of pectinases,
the fungal strain of G. butleri, presents itself as a potential alternative biological agent in the
production of pectinases, when compared to stone flour from avocado, especially if optimization tests

are applied.

RESUMO
Palavras-chaves O emprego das sobras ou refugos da produc&o agricola e/ou agroindustrial, para o cultivo de micro-
b!Oprodut;éO enzimatica organismos com produgdo de enzimas tem se tornado constante, pois além de adequar-se como uma
blOPTOCBSSOS . alternativa sustentavel; agrega valor aos subprodutos; e ainda atua como uma estratégia de mitigacao
cultivo em estado s6lido das alteragdes ambientais. O presente trabalho objetivou estudar o perfil da atividade de bioconversdo

da farinha do carogo de abacate, realizada pela cepa fungica Gongronella butleri, visando-se produzir
pectinases. A cepa fungica foi inoculada em triplicata, em frascos contento farinha de carogo de aba-
cate liofilizada, sendo estes previamente umidificados com solugdo salina nutriente e esterilizados.
As fermentacfes ocorreram a 35°C por 24, 48, 72, 96 e 120 h. O perfil de producéo de pectinases ao
longo do tempo foi determinado pela mensuragdo da atividade enziméatica (U g*) do extrato bruto
obtido nas fermentagfes, por meio de espectrofotometria a 540 nm, conforme método padréo de re-
ducéo do acido-3,5-dinitrosalicilico (DNS). A farinha do caroco de abacate induziu a producgéo de
enzimas, sendo observado aumento da atividade pectinolitica com o decorrer do tempo de fermenta-
¢éo, atingindo-se o pico de maior atividade (19,43 U g) a 96 h. Em comparagdo com estudos que
empregaram géneros microbianos considerados padro para fermentagdo de “residuos” agroindustri-
ais e producéo de pectinases, a cepa flngica de G. butleri, apresenta-se como potencial agente biolo-
gico alternativo na producdo de pectinases, quando frente a farinha do carogo de abacate, especial-
mente se testes de otimizacdo forem aplicados.
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INTRODUCAO

A busca por alternativas sustentaveis tem mobi-
lizado diferentes atividades, processos e setores so-
ciais, sejam eles publicos ou privados, visando-se
racionalizar a producdo, as metodologias e 0s ser-
vigos de forma mais viavel, justa e correta em ter-
mos econdmicos, sociais e ambientais (Silva e Me-
gale, 2020).

O setor agropecudrio e agroindustrial, baseado
em especial na produgdo de alimentos, ainda atua
como um dos mais importantes pilares de sustenta-
¢do da economia brasileira (Moreira, 2016), entre-
tanto pode causar prejuizos ambientais em diferen-
tes vertentes, caso 0s manejos adequados nao sejam
realizados. Entre os possiveis problemas, destaca-
se a grande quantidade de “residuos” de biomassa
gerados ao longo das cadeias agroindustriais (Deli-
berador et al., 2018).

Segundo Veronezi e Jorge (2012), o Brasil bene-
ficia e processa uma enorme quantidade de vege-
tais, como os frutos, por exemplo, para se elaborar
sucos, néctares, doces, extratos, polpas, e outros,
todavia quase 60% do peso desses vegetais sdo
constituidos por cascas, folhas e carogos, agre-
gando-se como sobras e refugos do processo pro-
dutivo. Esses materiais organicos rejeitados, podem
ser aproveitados como coprodutos e empregados na
elaboracdo de alimentos para humanos e animais;
transformados em fertilizantes e adubos para plan-
tas; convertidos em calor por meio de queima em
fornalhas; e como fonte direta ou indireta na produ-
cao de biocombustiveis (Silva et al., 2019; Souza et
al., 2019).

Outra frente de estudos que vem buscando alter-
nativas de aproveitamento desses subprodutos
agroindustriais é emprega-los como substrato no
cultivo de micro-organismos, especialmente fun-
gos, estimulando a bioproducgéo de enzimas de in-
teresse comercial. 1sso porque, além desses compo-
nentes organicos ainda apresentarem energia poten-
cial metabolizavel e nutrientes, que podem ser con-
vertidos biologicamente (Panda et al., 2016); é pos-
sivel otimizar a produgdo enzimética devido a ver-
satilidade bioguimico-metabdlica dos micro-orga-
nismos (Abdullah et al., 2018); bem como tém-se
notado o crescimento do mercado mundial de cata-
lizadores biolégicos, com projecdes de rentabili-
dade global de 7,48 bilhdes de ddlares para 2025
(BCC Research, 2018).

Dentre as distintas formas tecnoldgicas de obten-
cdo de enzimas microbianas, como as pectinases,
destaca-se 0 cultivo de micro-organismos em es-

tado s6lido (CES) com emprego de fungos filamen-
tosos, pois conforme Santos et al. (2018) essa téc-
nica é economicamente menos onerosa e de mais
facil realizacdo, apresentando menor susceptibili-
dade a inibicdo e estabilidade enzimética, além de
um maior rendimento, haja visto que o0 processo
permite recuperar mais facilmente as enzimas dis-
persas no extrato fermentado.

As pectinases sdo usadas em diferentes setores e
atividades industriais, desde a retirada da goma de
fibras vegetais, simplificando seu condicionamento
industrial; até a clarificacdo e diminuicdo da visco-
sidade de bebidas no setor alimenticio; como tam-
bém na facilitacdo da extracdo de dleos essenciais
e na produc&o de biocombustiveis e outros produtos
(Amin et al., 2019).

Considerando que o farelo de trigo tem sido
ainda um dos substratos mais empregados para o
cultivo de micro-organismos (em particular de As-
pergillus niger) e producéo de enzimas (Santos et
al., 2018), objetivou-se estudar o perfil da atividade
de Gongronella butleri na bioconverséo da farinha
do caroco de abacate como substrato alternativo em
CES, visando produzir pectinases.

MATERIAL E METODOS

Frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 5 g de
farinha (=< 0,5 mm) do caroco de abacate
liofilizada (lote: Gene - 8963, Jardim de Minas)
foram umedecidos com 10 mL de solugdo salina
(0,26% (NH.)2SOs4; 0,22% K:HPO4; 0,02%
MgS0O4.7H,0; 0,03% CaCl.), sendo esterilizados a
121°C por 15 minutos. Em seguida foram
inoculados assepticamente em cada frasco, cinco
discos (5 mm cada) contendo micélio do fungo G.
butleri, isolado do solo do Cerrado (Mato Grosso
do Sul, Brasil), e previamente cultivado em agar
Batata Dextrose comercial a 35°C £ 0,5, por 72
horas.

A fermentacéo foi realizada em 24, 48, 72, 96 e
120 h, em incubadora Biochemical Oxygen
Demand (B.O.D.) sem agitagdo a 35°C + 0,5. Para
cada cultivo/tempo de fermentacdo foram feitos
testes em triplicata e os resultados obtidos
expressos pela média das replicatas. Ao final de
cada periodo de fermentacdo foram adicionados
assepticamente aos frascos 50 mL de agua destilada
estéril, e esses agitados (100 ciclos min.?) em
shaker a 25°C + 0,5, por 1 h. O fermentado foi
filtrado em gaze estéril e centrifugado a 10.000 g,
por 10 min., sendo o sobrenadante utilizado para
determinagdo da atividade enzimatica.

Empregou-se colorimetria usando o método de
determinagdo de agUcares redutores pelo acido-
3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), para se
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estimar a atividade pectinolitica, sendo a em Unidades Internacionais por grama de
absorbéancia (abs.) mensurada em substrato (U g), que corresponde a quantidade de
espectrofotdmetro a 540 nm, segundo comparagéo enzima necessaria para liberar 1 pmoL de &cido
a uma de curva calibracdo padronizada do DNS galacturbnico por minuto de reacdo. A
(Equacdo 1: y = 0,2041x — 0,0285; R? = 0,9901), determinagdo da atividade enzimatica foi
utilizando-se diluicGes de &cido galacturdnico a realizada conforme Equagéo 2.

0,1% (Figura 1). Os resultados foram expressos
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Figura 1 - Curva de calibracdo da padronizacado da solucao do acido &cido-3,5-dinitrosalicilico (DNS).

Determinagdo enzimatica (Equacao 2): (nesse caso, 10 vezes).

U g~ = {[(solugio da equacio 1)/ (0,05 = 10)] *

faj=4 @) RESULTADOS E DISCUSSAO

Onde: Ao longo dos tempos de fermentacédo foi notado
U g! = quantidade de enzima necessaria para um aumento da atividade enzimatica, atingindo-se
liberar 1 pumoL de é&cido galacturénico por minuto no periodo de 96 h, o maior pico de producéo de
de reacdo; pectinases (19,43 U g*') (Figura 2). Resultado
y = (abs. do meio reacional — abs. do controle); similar foi obtido por Braga et al. (2019),
0,05 = volume de solugdo enzimatica bruta; empregando-se a mesma cepa fungica para se
10 = tempo da reagdo em minutos; converter palha de milho verde lavada, seca e
fd = fator de diluicdo da solucédo enzimatica bruta; Eritura. Nesse caso, os autores obtiveram 20,1 U g

A = fator de diluicdo correspondente ao volume de
agua adicionado ao sistema apds fermentacdo
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Figura 2 - Perfil de producéo de pectinases por Gongronella butleri, frente a farinha da do carogo de abacate,
empregando-se cultivo em estado sélido a 35°C + 0,5.
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Em testes realizados com biorreator de leito
empacotado em escala piloto usando farelo de trigo,
Pitol et al. (2016), obtiveram atividades
enzimaticas entre 11 a 28 U g em diferentes
regides do leito, durante 26 h, com temperaturas
atingindo 47°C, ao se empregar A. niger. A média
dos valores de atividade enzimética encontrados
por esses autores esta muito proxima a dos
resultados obtidos no presente estudo. Rocha
(2010) empregando testes otimizados que
combinaram residuo de arroz (farelo e casca) com
casca de maracujé, obtiveram atividade pectinésica
maxima de 9,0 U g, num periodo de 288 h (12
dias) a 35°C, ao usar cepa padrdo A. niger ATCC
16404. Conforme observado na Figura 02, tal
atividade média foi atingida no presente estudo em
menor periodo de tempo (entre 48 e 72 h).

Conforme estudo de determinacdo centesimal e
mineral realizada por Nascimento et al. (2016), a
farinha do carogo de abacate € rica em proteinas,
fibras e minerais, apresentando alta concentragéo
de potéssio (11,27%), ferro (20,26%), zinco
(11,56%), cobre (5,90%) e manganés (3,14%),
além de quantidades menores de enxofre (1,80%),
calcio (1,21%), fosforo (1,20%) e magnésio
(1,17%). Dentre esses minerais, alguns s&o
necessarios ao metabolismo e desenvolvimento
microbiano, demonstrando ser a farinha um bom
substrato  para emprego  em  processos
fermentativos.

Considerando ao alto percentual de carboidratos
disponiveis na farinha do carogo de abacate
(63,8%) (Nascimento et al., 2016) acredita-se que o
pico de atividade pectinolitica possa ser atingido
em menores tempos de fermentagdo, caso esse
substrato passe por um processo prévio de
tratamento, como a lavagem, por exemplo. Isso por
que a disponibilidade de acUcares fermentesciveis
no meio, promove a inibigdo catabolica inicial da
pectina, haja visto que tais acgUcares estdo
prontamente disponiveis para serem metabolizados
e aproveitados pelo micro-organismo.

E importante ressaltar que o pico de atividade
enzimética aqui encontrada encaixa-se dentro da
faixa de tempo de producdo industrial corrente,
entre 24 a 96 h (Coelho et al., 2001). Isso evidencia
a potencialidade do agente bioldgico G. butleri,
estudado na presente pesquisa, em produzir
pectinases quando frente a farinha do carogo de
abacate, especialmente se estudos mais detalhados
de otimizacdo e inducdo pectinoliticas forem
adotados.

CONCLUSOES
A cepa flngica isolada do solo do Cerrado

apresentou-se como potencial agente bioldgico
alternativo na producdo de pectinases, quando
frente a farinha do carogo de abacate, exibindo
atividade enzimatica proxima a outros géneros
microbianos empregados como padrdo no cultivo
em estado solido sobre “residuos” agroindustriais,
e dentro de um periodo de tempo considerado
aplicavel pra fins de ampliacdo do processo em
escala industrial.
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