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RESUMO 

 

O ácido giberélico (GA3) é um fitohormônio – composto de alto valor 

agregado - que atua como regulador de crescimento, largamente 

utilizado em formulações agrícolas. A produção de GA3 em escala 

industrial é realizada via fermentação submersa (Fsub) usando o 

Fusarium fujikuroi. Em geral, quando comparado a fermentação em 

estado sólido (FES), a Fsub apresenta menor rendimento e maior custo 

de purificação. Assim, este trabalho objetivou a otimização da produção 

de GA3 por F. fujikuroi via FES, usando resíduo de malte triturado 

(RMT) como substrato de baixo custo. Foi realizado um planejamento 

experimental do tipo 22 com triplicata no ponto central. O planejamento 

foi composto por três níveis, o efeito da umidade entre 60 e 80%, e 

temperatura entre 28 e 35°C. Uma cinética prévia definiu o tempo de 

fermentação em 10 dias. O maior rendimento obtido foi de 0,8 g 

GA3/kg substrato, ensaio realizado com teor de umidade do meio de 

80%, e 28°C. Portanto, RMT é um potencial meio de cultura alternativo 

para produção de GA3, pois a condição otimizada ressultou em 0,82 g 

GA3/kg substrato.  

 

Palavras-chave: Regulador de crescimento. Resíduos agroindustriais. 

Fermentação em estado sólido. Fusarium fujikuroi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 



 

ABSTRACT 

 

Gibberellic acid (GA3) is a phytohormone – composed of high added 

value - which acts as a growth regulator, widely used in agricultural 

formulations. The production of GA3 an industrial scale is carried out 

by submerged fermentation (SmF) using Fusarium Fujikuroi. In 

general, when compared to solid state fermentation (SSF), SmF has 

lower yield and higher purification cost. Thus, the aim of this work was 

to optimize the production of GA3 by F. fujikuroi by SSF, using crushed 

malt residue (CMR) as a low-cost substrate. An experimental design of 

type 22 with triplicate at the central point was carried out. The  

experimental design was composed by three levels, the effect of 

humidity between 60 and 80%, and temperature between 28 and 35 ° C. 

A previous kinetics was used to define the time of fermentation, 10 

days. The highest yield obtained was 0.8 g GA3/kg substrate, an 

experiment that was carried out with 80%, and 28 ° C. Therefore, CMR 

is a potential alternative culture medium for GA3 production, since the 

optimized condition reached 0.82 g of GA3/kg of substrate. 

Keywords: Growth regulator. Agroindustrial residues. Solid-state 

fermentation. Fusarium fujikuroi. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

É crescente o número de possibilidades oferecidas por 

processos biotecnológicos apresentando soluções para atender a 

sociedade nas mais diversas necessidades (energia, alimentos, 

combustíveis, medicamentos, vestuário), assim como para substituir 

tecnologias poluentes ou que contribuam para esgotamento de fontes 

não-renováveis. 

No Brasil, grande quantidade de subprodutos como bagaços, 

cascas e farelos, é produzido em função das atividades agroindustriais e 

das indústrias de alimentos. Logo, a utilização desses resíduos como 

meio de cultura alternativo é uma estratégia interessante. Resíduos estes, 

que são, geralmente, ricos em nutrientes como nitrogênio, sais minerais 

e carbono; essenciais para o cultivo de fungos e outros micro-

organismos (CASTILHO et al., 2000; DURAND, 2003). 

A FES é um processo que utiliza material não solúvel em 

estado sólido como suporte físico e fonte de nutrientes, além de 

minimizar o impacto ambiental (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003), 

tem por vantagens a alta produtividade e baixo custo de produção em 

função do crescimento microbiano ocorrer em condições mais próximas 

às dos habitats naturais, além do tratamento dos resíduos utilizados 

como meio serem de fácil tratamento (BIANCHI; MORAES; 

CAPALBO, 2011). 

A ação biológica das giberelinas (grupo de reguladores de 

crescimento vegetal) varia de acordo com sua aplicação. As gliberelinas 

podem alterar a dormência de sementes; acelerar o crescimento caulinar; 

induzir a floração; aumentar o teor de açúcar da cana-de-açúcar, entre 

outras (ALEXANDER et al., 1970).  

O GA3, um dos membros mais importantes da classe de giberelinas, é 

produzido em escala industrial via Fsub. Neste sentido, estudos vêm 

sendo desenvolvidos com objetivo de produzir GA3 via FES 

empregando resíduos agroindustriais como substratos. Portanto, o 

objetivo deste trabalho foi produzir GA3 com F. fujikuroi via FES 

usando RMT – substrato alternativo. 
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1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho teve como objetivo geral produzir GA3 com F. 

fujikuroi via FES usando RMT – substrato alternativo. 

 

1.1.1 Objetivos Específicos 

 

1) analisar qualitativamente o crescimento do F. fujikuroi no RMT; 

2) avaliar o efeito da umidade e temperatura, bem como a interação 

entre esses fatores, na produção de GA3, utilizando planejamento 

fatorial. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 REGULADORES DE CRESCIMENTO VEGETAL 

 

Reguladores de crescimento são substâncias químicas que 

causam respostas fisiológicas às plantas (ROSS, 2002). São cinco, os 

principais reguladores de crescimento: auxinas (IAA), citocininas, gás 

etileno, ácido abscísico (ABA) e giberelinas (GAs) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Estrutura representativa dos principais reguladores de crescimento 

vegetal. 

 

Fonte: Kende; Zeevart (1997). 

2.1.1 Giberelinas 
As giberelinas, dentre os principais reguladores de 

crescimento, destacam-se por ser um hormônio natural em plantas e 

importante promotores e reguladores de crescimento. As GAs afetam a 

planta de forma completamente sistêmica, uma vez que aplicadas em 

uma determinada parte da planta, são carreadas de forma direcionada à 

regiões de influência regulatória (DAVIES; FIDELIBUS; TEIXEIRA, 

2002). As GAs constituem um importante grupo de fitohormônios da 

família de ácidos diterpenóides, exercendo diversas funções sobre o 

crescimento e desenvolvimento de plantas, como: germinação, expansão 

das folhas, desenvolvimento das flores e, estímulo à atividade de 

transferência do sistema vascular, causando maior formação de xilema e 

floema em plantas lenhosas (DAVIES, 2004; ROBERTS; TUCKER, 

2000). Essas propriedades, tornaram as GAs indispensáveis à agricultura 

moderna. 
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2.1.1.1 Histórico das giberelinas 

Kurosawa (1926), ao estudar doenças do cultivo de arroz, 

observou crescimento excessivo em plantas eivadas por Gibberella 

fujikuroi. Além disso, ao aplicar o extrato desses tecidos em partes ainda 

não infectadas, notou resposta semelhante. A comprovação de que 

tratava-se de um regulador e sua purificação, deu-se anos depois, por 

Yabuta, em 1935 (CARL, 1935). Entre os anos de 1927 e 1940, mais de 

50 publicações trataram de propriedades químicas e biológicas das 

giberelinas (BRUCKNER e BLECHSCHMIDT, 1991). 

Takahashi et al. (1955), na década de 50, obtiveram sucesso 

na separação da giberelina denominada A, em três componentes, que por 

ordem cronológica de descoberta receberam a numeração de 1 a 3 

subscritamente (A1, A2 e A3) e ainda na mesma década, Radley (1956) e 

Kato et al. (1962) comprovaram  que as giberelinas são reguladores 

naturais de desenvolvimento e crescimento vegetal. 

Segundo Fuska et al. (1961), até o final da década de 60 cerca 

de 27 GAs já haviam sido produzidas via Fsub e em seguida 

identificadas. As décadas subsequentes (70 e 80) foram marcadas por 

estudos de produção desse fitohormônio em Fsub, cujos rendimentos 

obtidos foram 0,5 – 5 g/L (VASS e JEFFERYS, 1979; GOHLWAR et 

al., 1984; KAHLONK e MALHOTRA, 1986). No final da década de 80, 

a maioria dos viticultores passaram a aplicar o ácido giberélico em 

cachos de uvas (CATO, 2002; TERRA, 2003). 

Atualmente são conhecidas cerca de 136 tipos de GAs, 

fundamentais na agricultura moderna (JEFFERYS, 1970; BLAKE et al., 
2000; HEDDEN; PHILLIPS, 2000; BÖMKE; TUDZYNSKI, 2009). 

  

2.1.1.2 Estrutura das giberelinas  

As GAs, presentes em baixas concentrações nas plantas 

pertencem ao grupo de diterpenóides tetracíclicos. O esqueleto ent-
giberelano representado na Figura 2 é o precursor das classes de 

giberelinas. 
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Figura 2 - Estrutura do ent-giberelano (à esquerda) e do 20-nor ent-giberelano (à 

direita). 

 
Fonte: Richmann, 1999. 

 

 

2.1.1.3 Biossíntese das giberelinas em plantas  

O passo inicial na biossíntese das giberelinas envolve a 

conversão do geranil-difosfato a ent-copalil-difosfato. Em seguida, o 

ent-copalil-difosfato é convertido a ent-caureno. As enzimas 

catalisadoras dessas reações são as sintases ent-copalil-difosfato e ent-
caureno, respectivamente (HEDDEN; THOMAS, 2016). A partir do ent-

caureno, as reações subsequentes catalisadas pela ent-caureno oxidase 

produzem o ácido ent-caurenoico e GA12 (HELLIWELL et al., 2001; 

YAMAGUCHI, 2008). No estapa final da rota de biossíntese das 

giberelinas, GA12 é convertida em GA4 pela oxidação do C-20 e C-3 

pela enzima GA 20-oxidase (GA20ox) e GA-3-oxidase (GA3ox), 

respectivamente, como pode ser obervado na Figura 3 (OLSZEWSKI et 

al., 2002; HEDDEN; SPONSEL, 2015).   
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Figura 3 - Biossíntese de giberelinas em plantas. 

 
Fonte: Universidade Federal do Ceará, 2012. 

 

2.1.1.4 Produção de giberelinas por fungos 

A Tabela 1 apresenta algumas informações relevantes sobre a 

produção e isolamento de GAs. 
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Tabela 1 - Estudos de produção e isolamento de giberelinas. 

Autores Estudo realizado            

  

Borrow, 

Jefferys e 

Nixon (1960) 

 

Patentearam um método de produção do ácido 

giberélico em dois ou mais estágios de cultivo. 

 

  

  

Fernandes-

Martins et al. 

(2002) 

 

Observaram que a biossíntese de giberelinas, 

principalmente GA3, ocorre sob condições 

limitadas de nitrogênio. 

 

Fonte: Autor, 2018. 

 

2.2 ÁCIDO GIBERÉLICO (GA3) 

 

Atualmente, cerca de 136 tipos de GAs foram isoladas. Dentre 

estas, destaca-se o ácido giberélico, por sua intensiva utilização na 

agricultura (CROKER, 2000). 

 

2.2.1 Propriedades físicas, químicas e biológicas 

O GA3, caracterizado quimicamente como ácido tetracíclico 

dihidroxi-ɤ-lactônico, de fórmula estrutural C19H22O6, massa molecular 

de 346,7 g/mol e de ponto de fusão 233 – 235 °C (O’NEIL, 2001), 

configura um sólido cristalino, estável quando seco, mas instável em 

soluções aquosas. O GA3 é pouco solúvel em água, pode atingir ≈ 5 g/L 

(MANDER, 1992; BRÜCKNER; BLECHSCHMIDT, 1991). Ainda 

segundo estes autores, em soluções aquosas, tem potencial 

hidrogeniônico ácido (3-4) e meia vida de 14 dias a 20 °C e 2 horas a 50 

°C.  

A Figura 4 ilustra a estrutura química do GA3. 
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Figura 4 - Estrutura do GA3. 

 
Fonte: ANVISA, 2018. 

 

2.2.2 Utilização do GA3 
O GA3 é a giberelina mais abundante em plantas. 

Normalmente, os tecidos vegetais contêm cerca de 0,001 – 1 mg de 

equivalentes de GA3 por quilograma de peso fresco de matéria vegetal 

(ESCHEL et al., 2000). Por possuir diversas funções no 

desenvolvimento das plantas, esse fitohormônio presente nos tecidos 

vegetais, passou a ser amplamente aplicado em formulações agrícolas.  

 

A Tabela 2 apresenta algumas das aplicações do uso de GA3. 

 

Tabela 2 - Utilização comercial e potencial do GA3. 

Autores Aplicação Resposta 

 

Gozalez-Rossia et al., 

(2007) 

Pêssegos e 

nectarina 

Inibição da 

floração 

 

Baumgartner et al., 

(2008) 

Sementes de 

ervilha 
 Crescimento dos brotos 

Sharma e Singh, 

(2009) 
Morango 

Estímulo do 

crescimento (altura)  
Fonte: Autor, 2018. 

 

2.3 PRODUÇÃO DO GA3 

 

2.3.1 Fermentação em estado sólido  

A FES consiste no crescimento microbiano a partir de material 

sólido (substratos insolúveis) (PANDEY et al., 2000). Durante a FES, 
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diversos metabólitos microbianos são biossintetizado, mais 

especificamente, o meio de cultura induz a secreção de determinadas 

moléculas. Além disso, a restrição de água (FES) estimula a produção 

de metabólitos ímpares cujo, quando comparado com a Fsub 

(SIGHANIA et al., 2010). 

Como supracitado, as GAs são produzidas tradicionalmente 

via Fsub. Logo, devido as vantagens da FES como menor custo 

operacional e capital de investimento, simplificação da etapa de 

purificação, etc a mesma é uma potencial alternativa a Fsub (produção 

de gliberelinas) (SIGHANIA et al., 2010). Além disso, os substratos 

utilizados na FES são, geralmente, resíduos agroindustriais como 

farelos, cascas, bagaços, etc (baixo custo) (PANDEY, 2003). 

 

2.3.1.1 Substratos 

No Brasil, uma grande quantidade de subprodutos como 

bagaços, cascas e farelos é produzida. Considerando a disponibilidade e 

alta concentração de nutrientes, esses subprodutos podem ser usados 

como substrato/suporte em FES. (CASTRO; PEREIRA, 2010).  

 

2.3.1.1.1 Resíduo de malte triturado 

Em 2014, o Brasil produziu cerca de 14 bilhões de litros de 

cerveja, configurando-o como o terceiro maior produtor mundial, 

(CERVBRASIL, 2015). Nesse sentido, vale ressaltar o número 

crescente de cervejarias artesanais. 

 A formação de RMT dá-se durante o processo de fabricação 

de cerveja, mais especificamente na etapa de peneiração, que segundo 

Santos e Ribeiro (2005), para 100 litros de cerveja produzidos, geram-se 

em média 17 kg de RMT. A Figura 5 apresenta o fluxograma do 

processo de produção de cerveja. 
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Figura 5 - Fluxograma do processo produtivo de fabricação da cerveja. 

Fonte: CETESB, 2005. 

 

 

A sua composição varia de acordo com a época de colheita, 

variedade do malte e processo de produção. A Tabela 3 apresenta dados 

de composição do RMT (Debiagi, 2012). 
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Tabela 3 - Composição do RMT. 

COMPONENTE COMPOSIÇÃO (%) 

Base úmida (água) 60 – 80  

Carboidratos 10 – 15  

Proteína bruta 2 – 5,5  

Gorduras totais 0,5 – 2,5  

Fonte: Debiage, 2012. 

 

Devido a sua boa porosidade (alta area superficial), fonte de 

nutrientes e baixo custo, o RMT vem sendo empregado em diversos 

processos biotecnológicos (FES) (COSTA et al., 2006; PANDEY, 

SOCCOL e LARROCHE, 2008). 

 

2.3.1.2 Produção de GA3 por processo de FES a partir de resíduos 

agroindustriais: Estado da arte 

Machado, Soccol e Pandey (2002) obtiveram, utilizando cinco 

cepas de Fusarium fujikuroi e uma de Fusarium moniliforme, produções 

de ácido giberélico: 0,25, 0,49 e 4,9 g/kg de substrato utilizando 10 g de 

diferentes resíduos agroindustriais como substrato: mandioca, casca de 

café e bagaço seco de laranja a 29 °C por 7 dias, em escala laboratorial, 

respectivamente. 

Estudos empregando farelo de trigo e pinhão manso seco 

obtiveram resultados expressivos em reator de 50 L de capacidade, 

tendo como agente metabolizador o Fusarium fujikuroi ATCC 12616, 

em sistema laboratorial de colunas, alcançando valor com  5 g de???/kg 

e 105 g de GA3 produzidos por kg de substrato, por Fusarium 

moniliforme a 30 °C por 10 dias e 150 rpm (CORONA, SANCHEZ e 

AUGUSTIN, 2005; RANGASWAMY, 2012). 

Resíduos como bagaço de coco verde, farelo de arroz bruto e 

cascas de café e amendoim, com potencial de utilização nos processos 

de FES, assim como o RMT, foram estudados, comprovando sua 

potencialidade. Mas, em se tratando de produção de GA3, pouco ainda 

foi estudado utilizando esse resíduo (SANTOS, 2008). 
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2.3.2 Micro-organismos 

Os principais produtores de giberelinas são: Gibberella 

fujikuroi (renomeado de Fusarium fujikuroi), Fusarium moniliforme, 

Sphaceloma sp., Phaeosphaeria sp., e Neurospora sp. (NCBI, 2010).  

 

2.3.2.1 Fusarium fujikuroi 

O fungo ascomiceto, Gibberella fujikuroi (recentemente 

renomeado de Fusarium fujikuroi) é, industrialmente, o mais utilizado 

para produção do fitohormônio (BRUCKNER e BLECHSCHMIDT, 

1991). Em meio de cultivo BDA (Batata-Dextrose-Ágar), o cultivo dos 

micro-organismos desse gênero apresenta inicialmente coloração 

branca, podendo, com o passar do tempo, apresentar coloração cinza, 

púrpura ou laranja (LESLIE e SUMMERELL, 2006). 

 

2.4 FATORES QUE AFETAM A PRODUÇÃO DE GA3 

 

2.4.1 Nitrogênio 

Geralmente, a restrição de nitrogênio no meio de cultura induz 

a altas produções de GA3 Segundo (Bu’Lock et al., 1974; Candau et al., 

1992).  

2.4.2 Carbono 

A fonte de carbono é essencial para o metabolismo energético 

central. A combinação de açúcares fermentecíveis como glicose e 

frutose, com fontes de carbono de assimilação lenta como óleos ou 

amido, é uma boa estratégia para a produção de fitohormônio como o 

GA3 (BANDELIER, RENAUD e DURAND, 1996; RANGASWAMY, 

2012 e MACHADO, SOCCOL E PANDEY, 2002). 

 

2.4.3 Elementos traços 

Os seguintes minerais Fe, Cu, Mn, Zn, Al, Mg, K, P, S, Ca, 

além das vitaminas são requeridos em processos fermentativos de 

produção de GA3 (MACHADO et al., 2001). 

 

2.4.4 pH 
Há poucos trabalhos que sugeriram valores de pH na produção 

de GA3 em FES. Segundo Gelmi et al. (2000), a faixa de pH 

recomendada está entre 4,5 – 5,5. Ferreira-Leitão et al. (2010) afirmam 

que os valores ótimos de pH para produção de GA3 estão na faixa ácida.  
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2.4.5 Temperatura 

A maioria dos estudos desenvolvidos, utilizando cepas de 

Fusarium fujikuroi como agente metabolizador, descrevem uma faixa de 

temperatura entre 25 °C (GELMI et al., 2002) e 30 °C (SHUKLA et al., 
2005). Temperaturas elevadas (acima da faixa descrita) afetam 

consideravelmente o desenvolvimento do microrganismo assim como a 

produção do produto de interesse podendo ocasionar perda da cepa 

(OLIVEIRA, 2010). 

 

2.4.6 Umidade 

A umidade do substrato em uma FES, é uma das principais 

variáveis que influenciam esse bioprocesso (SINGHANIA et al., 2009). 

Na FES, o teor de umidade é limitante, uma vez que a quantidade 

máxima de água no meio, é função da capacidade de absorção do 

substrato, o que não pode ser abundante para não reduzir a porosidade e, 

consequentemente, as trocas gasosas do meio. Em geral, dependendo do 

substrato, para produção de GA3, a literatura aborda teores de umidade 

que variam entre 30 e 85% (OLIVEIRA, 2010). 

 

2.4.7 Atividade da água 

A atividade de água (aw) de um meio é importante na 

transferência de massa de água e solutos através da membrana celular 

(MAGAN, 2001; PASCUAL et al., 1999). Os estudos realizados para a 

produção do ácido giberélico, mostram que existe uma faixa ótima de aw 

entre 0,98 e 0,999 (CORONA, DORIS e AGOSTIN, 2004). 

 

2.4.8 Aeração 

Para produção de GA3 empregando processos de FES, na 

literatura, são encontradas velocidades muito variadas, compreendendo 

valores desde 0,18 até 1,8 L de ar/ hora.kg de substrato (RODRIGUES, 

2010). Devido ao fato do processo de biossíntese do fungo Fusarium 

fujikuroi compreender várias etapas oxidativas, a aeração é um fator 

crítico. A síntese de polissacarídeos e o espessamento do meio pela 

biomassa, afetam a produção de GAs, pois tendem a diminuir a 

transferência de oxigênio (BANDELIER et al, 1996). 
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2.7 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 Portanto, devido a importância dos fitohormônios na 

agricultura, a redução do custo de produção de GA3 (fitohormônio) 

através, por exemplo, da substituição da Fsub por FES é de grande 

interesse industrial. Neste sentido, o processo de FES pode utilizar 

resíduos agroindustriais como meio de cultura, reduzindo ainda mais o 

custo de produção. Além disso, a utilização de resíduos agroindustriais 

como substrato minimiza o impacto ambiental – concept of green 

chemistry.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de 

Transferência de Massa (setor de Microbiologia) da Central de 

Laboratórios do Departamento de Engenharia Química e Engenharia de 

Alimentos (EQA) da Universidade Federal de Santa Catarina, em 

Florianópolis – Santa Catarina. As etapas necessárias para a produção 

do GA3 estão apresentadas no fluxograma apresentado a seguir (Figura 

6). 

 

Figura 6 - Etapas do processo de FES para produção do GA3. 

 
Fonte: Autor, 2018. 

 

3.1 MATÉRIA-PRIMA 

 

O substrato alternativo utilizado neste trabalho foi o RMT, 
cedido, gentilmente, pela indústria de cerveja artesanal On Tap, 

localizada em São José/SC Brasil. RMT foi coletado imediatamente 

após a peneiração. Em seguida, RMT peneirado foi seco em estufa 

horizontal com circulação de ar a 50°C até massa constante. Após 
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secagem, foi armazenado em sacos hermeticamente fechados para 

posterior uso. 

 

3.1.1 Caracterização 

Para determinar a umidade, uma amostra (20 g) do material 

foi seca em estufa a 60 °C. Após a secagem, foi determinado a massa da 

amostra seca, e então calculada a umidade. Os testes foram realizados 

em triplicata.  

A umidade foi ajustada pela adição de água destilada, calculada 

utilizando a equação apresentada a seguir: 

 

Vaa= Maa = mi* [(V2-V1) / (1-V2)] 

 

 

Sendo:  

Vaa = volume de água a ser adicionado; 

Maa = massa de água adicionada; 

mi = quantidade de substrato utilizado; 

V2 = umidade desejada; 

V1 = umidade encontrada. 

 

A caracterização do substrato, em relação a matéria seca, 

proteínas, extrato etéreo, teor de amido e açúcares foi realizada segundo 

a metodologia descrita por Helrich (1990). 

 

3.2 MICRO-ORGANISMO 

 

Para o desenvolvimento do presente trabalho foi utilizado o F. 

fujikuroi IOC 4380 cedido, gentilmente pela Universidade Federal de 

Santa Maria (UFSM – RS).  

 

3.2.1 Manutenção da cepa 

 

3.2.1.1 Repique do Fusarium fujikuroi 

a. Preparo do meio de cultura batata-dextrose-ágar (BDA): para a 

preparação deste meio, foi utilizado um liofilizado comercial. A 

preparação final foi esterilizada por 20 min a 121°C e 1 atm. A 

composição do meio de cultura é mostrada na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Composição do meio de cultura Batata, Dextrose e Ágar (BDA). 

COMPONENTE QUANTIDADE 

Batata 200 g 

Glicose 20 g 

Ágar 20 g 

Água Destilada Esterilizada q.s.p.* 1 L 

(*) q.s.p.= quantidade suficiente para.  

Fonte: Autor, 2018. 

 

b. Repique do fungo: a partir do tubo de ensaio contendo o fungo em 

água destilada foi realizado o primeiro repique. Uma alça de platina 

foi colocada em contato com a suspensão de esporos do tubo e em 

seguida transferida para o centro das placas de Petri contendo meio 

de cultura BDA e incubadas à temperatura de 28 °C por um período 

de aproximadamente 10 dias, como ilustrado pela Figura 7. 

 
Figura 7 - Placa de Petri com meio BDA contendo Fusarium fujikuroi, após 

período a 30 °C. 

 
Fonte: Autor, 2018. 

 

3.2.1.2 Preparo do Inóculo 

Composição (g/L): (200) batata, (20) dextrose, (20) peptona, 

(7,5) extrato de levedura, (2,0) (NH4)2SO4, (1,0) FeSO4.7H2O e (0,5) 

MgSO4 e pH 5 -5,5, após período de 10 dias de cultivo da cepa do F. 

fujikuroi,  discos de 12 mm de diâmetro foram colocados em frascos do 

tipo Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL de 

solução. Na sequência, o inóculo foi incubado em agitador orbital 
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(TECNAL, TE-240, Brasil) a 28 °C e 120 rpm. De forma a definir o 

tempo e quantidade de discos a serem utilizados para a preparação do 

inóculo foram realizados ensaios em Erlenmeyer de 100 mL. O inóculo 

foi preparado com 30 mL do meio descrito e para tanto foram 

depositados cerca de 3 discos retirados do cultivo do F. fujikuroi em 

BDA. Após isso, os ensaios foram conduzidos em estufa durante o 

período compreendido entre 24 a 96 horas. A biomassa foi determinada 

pela metodologia de matéria seca, no qual o fermentado foi filtrado em 

papel filtro quantitativo e seco a 80 °C até peso constante. 

 

3.3 PRODUÇÃO DO GA3 

 

3.3.1 Preparação do sistema de cultivo 
 Em frascos uniformes, com capacidade de 500 mL, foram 

colocados 50 g de RMT na umidade inicial pré-determinada e solução 

de suplementação, elaborada de acordo com a composição descrita 

(Tabela 5) e auto clavados por 1 hora (devido aos interstícios e natureza 

do substrato) a 121 °C e 1 atm e levados à câmara de fluxo para 

inoculação. O inóculo, preparado conforme item 3.2.1.2. Foi adicionado 

ao sistema de fermentação a quantidade de inóculo correspondente a 

uma razão de 15% (v/m) (KUMAR e LOSANE, 1990; RODRIGUES et 

al., 2009). 

 
Tabela 5 - Composição da solução de suplementação. 

Substrato Concentração g/L 

FeSO4.H2O 1,0 

MgSO4 0,5 

MnSO4.H2O 1,0 

ZnSO4.7H2O 0,2 

CuSO4.7H2O 0,2 
Fonte: Yu et al., (1998); Selbmann et al., (2002); Parra et al., (2005); Zhang et 

al., (2012); Klaic, (2014). 

 

Os ensaios realizados com RMT foram processados em uma 

BOD nas temperaturas descritas na matriz do planejamento. Com o 

objetivo de manter a umidade elevada dentro da BOD, foi realizado 

insuflamento de ar borbulhado em recipiente contendo água destilada. 

A aw foi medida empregando o equipamento AquaLab Series 

3TE. Essa variável foi avaliada para teores de umidade do substrato 
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entre 60 e 80%. Os ensaios foram realizados em triplicata. Cada frasco 

contendo RMT, foi deixado de repouso por 24 horas, contendo água, e 

após as amostras foram retiradas e analisadas no equipamento 

supracitado. 

 

3.3.2 Otimização da produção de GA3 

O estudo da produção do GA3 por FES foi realizado utilizando-

se um planejamento experimental 22 com triplicata no ponto central, 

totalizando 7 ensaios, sendo estes realizados de forma aleatória, para 

avaliar o efeito da umidade inicial do meio (U) e a temperatura (°C) de 

incubação na produção do GA3. 

O software online Protimiza Experimental Design 

(http://experimental-design.protimiza.com.br/) foi usado para calcular os 

efeitos das variáveis avaliadas, bem como das interações entre elas, e 

para realizar a análise de Variância (ANOVA). A metodologia de 

superfície de resposta foi usada para fornecer um modelo matemático 

adequado para o processo. 

Os níveis utilizados no planejamento estão apresentados na 

Tabela 6. 
 

Tabela 6 - Níveis do Planejamento Experimental 22. 

Variáveis -1 0 1 

U (%) 60,00 70,00 80,00 

T (°C) 28,00 31,50 35,00 

Fonte: Autor, 2018. 

 

3.3.2.1 Cinética prévia para definição do tempo de fermentação 

De modo a obter-se o melhor resultado no planejamento 

experimental proposto, foi realizada a cinética da produção de GA3 por 

FES, para definir o tempo do processo, em meio de fermentação 
constituído pelo substrato RMT, através de experimentos em duplicata, 

por dez dias, a 31,5 °C e teor de umidade do meio de 70%. As primeiras 

amostras foram analisadas em 24 horas de processo, compondo um total 

de 20 análises. 
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3.3.3 Incubação 

Aos frascos contendo RMT esterilizado e umidificado foi 

adicionado 15% (v/m) de inóculo fúngico preparado nas condições 

descritas na seção 3.2.1.2. Os frascos foram incubados nas temperaturas 

descritas no planejamento de experimentos. A incubação da FES foi 

interrompida pela adição de tampão fosfato (3:1) (v/m). 

 

3.4 ANÁLISE QUALITATIVA DO CRESCIMENTO MICROBIANO 

 

O desenvolvimento micelial foi determinado por meio da 

observação visual do resíduo de cervejaria úmido triturado submetido à 

FES de acordo com o padrão adaptado da ASTM (American Society for 

Testing Materials), Standard Methods G21-90 (1990), apresentando as 

seguintes faixas de crescimento:  

(-) ausência de crescimento; 

(+) pouco crescimento com turvação de pequenos fragmentos 

de micélio lançados no meio; 

(++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino 

na superfície do meio; 

(+++) ótimo crescimento de massa micelial da metade a todo 

frasco. 

 

3.5 EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO GA3 

 

A extração do metabólito, objeto deste estudo, foi realizada 

pela adição de tampão fosfato, pH 7,4 (3:1) (v/m), agitação a 120 rpm 

por 20 minutos, filtrado e centrifugado (MACHADO et al., 2004).  

Em seguida, acetato de etila foi adicionado (1:1) (v/v), em 

funis de separação até que as duas fases bem distintas fossem formadas: 

a fase aquosa com a solução tampão e a fase leve contendo acetato e o 

composto de interesse. Após separação, em rota-evaporador foi 

evaporado o solvente, a 40 °C e 8 rpm até que restasse 5% do volume 

inicial, em forma cristalizada (RODRIGUES, 2009). Na sequência, 

foram adicionados 10 mL de etanol ao conteúdo do balão. 
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3.6 QUANTIFICAÇÃO DE GA3 

 

Após etapas de extração e purificação, 1 mL da amostra foi 

transferido para balão volumétrico de 10 mL, avolumado com 9 mL de 

HCl a 3,75 M. Após 1 hora, foi realizada a leitura no comprimento de 

onda de 254 nm em espectrofotômetro UV-visível Shimadzu 

(HOLDBROOK, EDGE e BAILY, 1961; BERRIOS, ILLANES e 

AROCA, 2004; PINHEIRO, 2015; WERLE, 2017). O branco consistiu 

em 1 mL de etanol, avolumado em balão volumétrico de 10 mL com 9 

mL de HCl a 3,75 M. Os cálculos foram feitos a partir da construção de 

uma curva de calibração de GA3 na concentração de 0 – 1. 

 

3.7 CINÉTICA DE PRODUÇÃO DE GA3 

 

Os experimentos foram preparados de acordo com o melhor 

resultado obtido no planejamento experimental proposto, na condição de 

teor de umidade de 80% a uma temperatura de 28 °C num processo de 

96 horas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Para o estudo da produção de GA3, os resultados foram 

obtidos através de um planejamento experimental definido de modo a 

investigar a influência das variáveis de interesse no processo de 

fermentação em estado sólido na produção de GA3.  

As investigações envolveram, além dos ensaios de FES, a 

extração, purificação e análise - supracitadas. 

 

4.1 COMPOSIÇÃO DO RMT 

 

Os dados da Tabela 7 foram obtidos por meio de análises 

específicas no Laboratório de Propriedades Físicas dos Alimentos 

(PROFI), UFSC, segundo metodologia de Helrich (1990). 

Tabela 7 - Propriedades e composição do RMT. 

Propriedades Composição (%) 

Matéria seca 92,05 

Proteínas 19,42 

Extrato etéreo 14,32 

Teor de amido 15,90 

Açúcares totais  12,86 

FONTE: Autor, 2019. 

 

Após mosturação e obtenção da solução aquosa de açúcares, 

aminoácidos, peptídeos, sais de cálcio, e pH ligeiramente ácido, que é o 

mosto, são obtidos cerca de 65% de sólidos totais do malte. O bagaço do 

malte, é constituído basicamente pelas cascas da cevada malteada, em 

sua matéria seca, cerca de 92%.  

Na produção de ácido giberélico, a principal fonte de energia 

do agente metabolizador são os polissacarídeos, neste caso o amido, do 

qual é rico o RMT (15,9%). O extrato etéreo, que representa todos os 

componentes solúveis em éter, apresentou quantidade significativa 

(14,32%). Além destes, as proteínas (19,42%) e açúcares (12,86%) 

tornam o RMT uma ótima matéria-prima para processos industriais. 
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4.2 ATIVIDADE DA ÁGUA PARA O RMT (aw) 

 

A atividade da água para RMT está demonstrada na Figura 8. 

 

Figura 8 - Atividade da água (aw) para o substrato RMT. 

 
Fonte: Autor, 2019. 

 

Os resultados de atividade da água são apresentados em 

função do teor de umidade presente nas amostras. Constata-se que para 

todas as amostras, a aw foi > 98.5, corroborando o resultado proposto por 

Pinheiro (2015) e Werle (2017) para análise de aw e umidade de 

substratos sólidos. 

 

4.3 PREPARO DO INÓCULO 

 

A partir dos valores obtidos de massa seca formada por litro 

de meio fermentado, empregando dois e três discos, foi calculada a 

quantidade de biomassa seca. Segundo Machado (2004), nos ensaios de 

FES foi padronizado que a quantidade de massa seca no inóculo deve 

ser de no mínimo 6,0 gramas por litro.  
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Na Figura 9 são apresentados os valores de massa seca obtidos 

nos ensaios, empregando 2 e 3 discos, em tempos de fermentação na 

faixa de 24 a 96 horas. 

 

Figura 9 - Influência do tempo de fermentação na formação de biomassa no 

meio de fermentação. 

 
Fonte: Autor, 2019. 

 

É possível observar que o número de discos empregados no 

processo de determinação do inóculo afeta a quantidade de biomassa 

obtida, para todos os tempos de fermentação. 

Werle (2017) em sua investigação, assim como este presente 

trabalho, obteve a condição para obtenção do inóculo em 48 horas de 

fermentação pelo emprego de 3 discos de 12 mm de diâmetro obtidos da 

placa de Petri com o fungo F. fujikuroi cultivado em meio BDA.  

 

4.4 CINÉTICA PARA PRODUÇÃO DE GA3 
 

A cinética realizada (Figura 10) sob umidade de 70% e 

temperatura de 31,5 °C de modo a definir o tempo de incubação do 

processo de fermentação para produção de GA3, demonstrou que nos 

primeiros 4 dias de fermentação, a produção do ácido giberélico 
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aumentou gradativamente até 0,46 g/kg, seguida de queda (0,362 g/kg) 

até o décimo dia de análise (0,055 g/kg).  

Na Figura 10 é possível verificar este comportamento cinético 

da atividade expressa em produção de GA3. 

Figura 10 - Cinética de produção de GA3 (70% U; 31,5 °C). 

 
Fonte: Autor, 2019. 

 

 

Bandelier et al., (1996), observou perfil cinético semelhante, 

com queda a partir do décimo dia de processo. Gelmi et al., (2002), 

atribui esse perfil cinético característico a instabilidade do GA3. 

Assim, o tempo de processo para produção otimizada de GA3, 

ficou definido como sendo 96 horas. 

4.5 OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DO GA3 POR FES 

 

A umidade relativa (UR) do ar no sistema de incubação foi de 

76,8% mensurada pelo equipamento Testo 610. A Tabela 8 apresenta o 

planejamento experimental, conjuntamente com a concentração de GA3 

formado e análise qualitativa do crescimento do micro-organismo. 
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Tabela 8 - Matriz do planejamento 22 (valores codificados e reais) com as 

respostas da produção de GA3 e crescimento micelial por FES. 

Ensaio Umidade 

(%) 

Temperatura 

(°C) 

Produção do 

GA3 (g/kg) 

Crescimento 

microbiano 

1 -1 (60) -1 (28,0) 0,54 ++ 

1’ -1 (60) -1 (28,0) 0,53 ++ 

2 1 (80) -1 (28,0) 0,80 +++ 

2’ 1 (80) -1 (28,0) 0,82 +++ 

3 -1 (60) 1 (35,0) 0,45 + 

3’ -1 (60) 1 (35,0) 0,44 + 

4 1 (80) 1 (35,0) 0,37 + 

4’ 1 (80) 1 (35,0) 0,38 + 

5 0 (70) 0 (31,5) 0,46 ++ 

6 0 (70) 0 (31,5) 0,47 ++ 

7 0 (70) 0 (31,5) 0,47 ++ 
Fonte: Autor, 2019. 

 

4.5.1 Análise qualitativa do crescimento microbiano 
O crescimento microbiano foi determinado de acordo com o 

padrão adaptado da ASTM (American Society for Testing Materials), 

STANDARD METHODS G21-90 (1990). A característica visual do 

crescimento microbiano pode ser visualizada na Figura 11. 
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Figura 11 - Crescimento fúngico em FES após 96 horas. 

 
FONTE: Autor, 2018. (E1 – Ensaio 1 (U% 60; T 28 °C), E2 – Ensaio 2 (U% 

80; T 28 °C), E3 – Ensaio 3 (U% 60; T 35 °C), E4 – Ensaio 4 (U% 80; T 35 

°C), T – Triplicata Ensaios 5, 6 e 7 (U% 70; T 31,5 °C)  

 

Nos Ensaios 1 (Figura 11 E1) e 2 (Figura 11 E2) (28 °C e 

umidades de 60% e 80%, respectivamente), o crescimento foi definido 

como moderado visto que houve formação de pellet na superfície do 

meio e ótimo desenvolvimento micelial, respectivamente, o que 

corrobora com o estudo de Werle (2017), que verificou maior 

crescimento micelial em teor de umidade de 80% a 28 °C. 

No Ensaios 3 (Figura 11 E3) e 4 (Figura 11 E4) (35 °C e 

umidades 60% e 80%, respectivamente) observou-se a colonização do 

substrato em 96 h de fermentação com pouco crescimento e turvação de 

pequenos fragmentos de micélio, indicando que as condições de 

temperatura e umidade não foram propícias para o crescimento do F. 
fujikuroi.  

Nos pontos centrais - Ensaios 5, 6 e 7 (Figura 11 T) a 31,5 °C 

e 70% de umidade, observou-se moderado crescimento, indicando que 

as variáveis temperatura e umidade influenciaram no desenvolvimento 

do fungo. 
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Independentemente dos teores de umidade e temperaturas 

empregadas, pela análise visual, é possível afirmar que o micro-

organismo foi capaz de crescer no RMT.  

 

4.5.2 Concentração do GA3 

No Ensaio 01 (Tabela 8), à temperatura de 28 °C e teor de 

umidade de 60%, observou-se uma produção de 0,53 g GA3/kg. O valor 

encontrado neste trabalho foi maior que o relatado por Machado et al. 

(2001) e Machado, Soccol e Pandey (2002) que utilizaram mandioca e 

casca de café como substrato e obtiveram 0,38 e 0,49 g/kg de GA3, 

respectivamente. 

Ainda a 28 °C e 80% de umidade, foi obtida uma produção de 

0,8 g de GA3 por kg de RMT. Constatou-se ainda que para essa 

temperatura, o aumento da umidade do meio favoreceu a formação do 

GA3 no meio de fermentação. Ensaio este, que apresentou maior 

produção de GA3. Por outro lado, Kumar e Losane (1990), reportaram 

que a maior produtividade de GA3, foi obtida com 50% de teor de 

umidade, usando farelo de trigo. Pinheiro (2015) e Werle (2017) 

reportaram  a produção de GA3 por F. fujikuroi usando como substrato 

uma , cuja a maior produção de GA3 foi obtida com o maior teor (80%) 

de umidade do meio estudado e igual temperatura (28 oC), em 7 dias, 

com valores de produção de 10,1 e 0,934 g/kg, respectivamente. 

No ensaio 03, a 35 °C e 60% de umidade, foi obtida produção 

de 0,45 g de GA3/kg de substrato. Em condição semelhante, Werle 

(2017) obteve produção de 0,415 para uma composição de farelo de 

arroz e RMT. 

Na condição do ensaio 04, temperatura de 35 °C e teor de 

umidade de 80%, observou-se que o aumento da umidade e maior 

temperatura suscitou uma ligeira queda de produção (0,36 g/kg), 

possivelmente pelo aumento da temperatura, indicando que o aumento 

da temperatura, neste caso, foi desfavorável para a produção do 

metabólito ou em função da instabilidade da molécula a elevadas 

temperaturas.  

Nos pontos centrais (31,5 °C e 60%) observou-se que estes 

seguem os parâmetros dos demais ensaios, a máxima produção foi de 

0,47 g/kg em 96 horas de fermentação.  

De modo a fazer uma abordagem comparativa, Borrow et al. 
(1964) utilizando 40 g/L de sacarose e Berrios, Pyle e Aroca (2010) 

utilizando como substrato glicose, água de maceração de milho, 

NH4SO4, KH2PO4 e K2SO4 por processo de FSub, obtiveram, para 
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produção de ácido giberélico, valores de 0,2 g/L e 0,66 g/L, 

respectivamente. Estudos esses, corroboram a patente do Council of 

Scientific and Industrial Research (2008): que reporta que processo de 

FES pode atingir resultados de 2 – 8 vezes maiores que a FSub, em 

termos de produção do metabólito em estudo.  

A Tabela 8 foi utilizada para avaliar os efeitos das variáveis 

independentes (umidade e temperatura) considerando um nível de 

significância de 95% (p<0,05) (Figura 12).  

 

Figura 12 - Gráfico de Pareto. 

 
Fonte: Autor, 2019. 

 

Ao analisar o gráfico, é possível verificar que umidade (X1) e 

temperatura (X2) apresentaram efeitos significantes (p<0,05). À medida 

que há diminuição da temperatura, há melhor resposta, o que significa 

que a temperatura possui um efeito linear negativo. A umidade também 

apresentou efeito significativo, o que leva a inferir que esta variável 

possui efeito linear positivo, uma vez que o aumento da umidade 

responde com um aumento no rendimento de GA3, o que também foi 

verificado por Werle (2017) e Pinheiro (2015). 

A análise do gráfico de Pareto revela qual variável tem maior 

influência sobre a produção em questão. A interação entre as variáveis 

também foi estatisticamente significante para o rendimento de GA3. 

Para otimizar a condição experimental de produção de GA3, é 

apresentado o modelo na Equação 1. 
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Y1 = 0,52 + 0,05 X1 – 0,13 X2 – 0,09 X1X2        (1) 

 

Onde Y1 é a produção de GA3 e X1 e X2 são as variáveis 

codificadas para umidade e temperatura, respectivamente. 

Este modelo foi validado por análise de variância (ANOVA) 

(Tabela 9). O teste F calculado é cerca de 9,35 vezes maior que o F 

tabulado para um nível de significância em p=0,05 e a determinação do 

coeficiente (R2) foi 0,945 

 
Tabela 9 - ANOVA para produção de GA3. 

Fonte de 

variação 

Soma dos 

quadrados 

Graus de 

liberdade 

Quadrado 

médio 

Fcal p-valor 

Regressão 0,218 3 0,072 40,58 0,00008 

Resíduos 0,012 7 0,001   

Total 0,231 10    

Ftab= 4,34 
Fonte: Autor, 2019. 

 

O alto valor R2 indica boa adaptação dos dados experimentais, 

permitindo o uso do modelo para prever o desempenho do processo, 

bem como utilizá-los como ferramenta para otimização de processos.  

A Figura 13 mostra por meio do gráfico de contorno, a 

influência da umidade e temperatura na produção do GA3. 
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Figura 13 - Gráfico de curvas de contorno para produção de GA3. 

 
Fonte: Autor, 2019. 

 

Por meio do gráfico de curvas de contorno (Figura 13), é 

evidente que, tomando um nível alto de umidade (80%) e um nível 

baixo de temperatura (28 °C), foram obtidos rendimentos otimizados 

(Tabela 08).  

Os resultados supracitados são semelhantesaos reportados por 

Gelmi, Perez-Correa e Agosin (2002) para produção do GA3 utilizando 

F. fujikuroi (antes nomeado Giberella fujikuroi). Rodrigues et al. (2009) 

detalharam as curvas de produção de GA3 apresentando rápido aumento 

na sua produção nos seis primeiros dias (3 – 9,9 g/kg) seguido de uma 

tendência à diminuição do GA3 presente no meio. 

Na investigação de Pinheiro (2015), assim como na patente 

requerida por Reliance Life Science Privat Limited (2008) observa-se 

aspecto visual semelhante do gráfico de curvas, utilizando também o F. 

fujikuroi com produção máxima de GA3 entre 6 e 8 dias. As produções 

destes foram de 10,1 e 39 g/kg de substrato contendo em sua 

composição farelo de trigo. Neste último caso (Reliance Life Science 

Privat Limited), as produções atingiram 225 g/kg quando usada torta de 

pinhão-manso como substrato alternativo. 
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4.6 PERFIL CINÉTICO DE PRODUÇÃO DE GA3 

 

A cinética de produção de GA3 foi avaliada em melhor 

condição experimental do planejamento (80% U; 28 °C) corroborando 

com a concentração de produto obtida pela otimização do processo. A 

Figura 14 ilustra que nos primeiros dias de fermentação, uma lenta 

produção de GA3 foi observada, em seguida houve um incremento 

significativo no quarto dia de processo – o pico de produção máxima, 

atingindo aproximadamente 0,82 g de GA3/kg de substrato. 

 
Figura 14 - Cinética de Produção de GA3 - Ensaio 2 (80%U; 28 °C) 

 
Fonte: Autor, 2019. 
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5 CONCLUSÕES 

 

O RMT é um potencial substrato alternativo na produção de 

GA3 por F. fujikuroi. A produção otimizada de GA3 foi de 0,8 g de 

GA3/kg de substrato (80% de umidade e 28 oC) 
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6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Para este mesmo substrato, estudar a otimização de outras 

variáveis como teor de glicose e nitrato que influenciam no processo de 

produção de GA3; 

 

Estudar a extração de GA3 produzido com meio ácido e a 

purificação com extração em meio sólido, como o carvão ativado que 

abrange vários seguimentos da indústria como remoção de 

contaminantes e purificação de ácidos e análise por CLAE devido sua 

alta resolução e sensibilidade e menor tempo de análise, embora haja o 

desafio de uma metodologia de extração e purificação compatível com 

este método.  
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