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RESUMO

A biomassa lignoceluldsica ¢ uma fonte renovavel abundante e subutilizada, com potencial para a produgado de
energia, alimentos, produtos quimicos e biotecnologicos. A producdo agricola gera grandes quantidades de
residuos lignoceluldsicos, como o bagago de uva, que podem ser aproveitados para a producdo de enzimas. O
bagaco de uva contém celulose, hemicelulose e lignina, sendo uma boa fonte de carbono para microrganismos.
No entanto, a celulose e a lignina sdo de dificil degradagdo, ¢ a produgdo enzimatica de celulases é atualmente
ndo viavel economicamente devido ao alto custo das enzimas comerciais, para algumas aplicagdes. A busca por
cepas fungicas de alto rendimento e a otimizag@o das condi¢des de hidrolise sao abordagens para superar essa
deficiéncia. A celulose ¢ o polimero natural mais abundante, usado em varias industrias. As celulases tém
amplas aplicag¢des industriais. Dessa forma, a produg@o enzimatica utilizando residuos agricolas como fonte de
carbono ¢ uma opg¢do vidvel e sustentdvel. Fungos, especialmente os géneros Aspergillus, Trichoderma e
Penicillium, sdo bons produtores de celulases. A fermentagdo em estado solido (FES) e a fermentacdo submersa
(FS) sdo métodos para a producdo de enzimas, cada um com suas vantagens. A FES ¢é simples e de baixo
impacto ambiental, enquanto a FS permite melhor controle dos parametros de fermentag@o. Neste estudo, foi
investigada a produgdo de celulases fungicas a partir do bagago de uva por meio de FES e FS, utilizando
Aspergillus niger e Aspergillus tamarii. O substrato foi padronizado, seco e triturado, sendo caracterizado
quanto a umidade, solidos totais volateis e pH. A capacidade de absor¢ao de agua foi determinada para ajustar a
umidade durante a fermentagdo. Os fungos foram cultivados e esporulados, com as suspensdes de esporos
preparadas e ajustadas para a concentragdo desejada. A atividade celulolitica foi medida através da atividade de
CMCase, com a quantidade de glicose liberada determinada por reagdo com DNS. Os resultados mostraram que
a maior atividade celulolitica foi obtida com Aspergillus niger em FS, com atividade de CMCase de 0,194 U/ml.
Conclui-se que o bagaco de uva ¢ um substrato potencial para a produgdo de celulases fiingicas.
Palavras-Chave: Bagaco de frutas, biomassa lignocelulésica, residuos agroindustriais, fermentagao, enzimas.
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RESUMEN

La biomasa lignoceluldsica es una fuente renovable abundante y subutilizada, con potencial para la produccién
de energia, alimentos y productos quimicos. La produccion agricola genera grandes cantidades de residuos
lignoceluloésicos, como el bagazo de uva, que pueden ser aprovechados para la produccion de enzimas. El
bagazo de uva contiene celulosa, hemicelulosa y lignina, siendo una buena fuente de carbono para
microorganismos. Sin embargo, la celulosa y la lignina son de dificil degradacion, y la producciéon enzimatica de
celulasas es actualmente no rentable debido al alto costo de las enzimas comerciales. La busqueda de cepas
fungicas de alto rendimiento y la optimizacion de las condiciones de hidrolisis son enfoques para superar esta
deficiencia. La celulosa es el polimero natural mas abundante, usado en varias industrias. Las celulasas tienen
amplias aplicaciones industriales. De esta forma, la produccion enzimatica utilizando residuos agricolas como
fuente de carbono es una opcidon viable y sostenible. Hongos, especialmente los géneros Aspergillus,
Trichoderma y Penicillium, son buenos productores de celulasas. La fermentacion en estado solido (FES) y la
fermentacion sumergida (FS) son métodos para la produccion de enzimas, cada uno con sus ventajas. La FES es
simple y de bajo impacto ambiental, mientras que la FS permite mejor control de los parametros de
fermentacion. En este estudio, se investigd la produccion de celulasas fungicas a partir del bagazo de uva
mediante FES y FS, utilizando Aspergillus niger y Aspergillus tamarii. El sustrato fue estandarizado, secado y
triturado, siendo caracterizado en cuanto a humedad, sélidos volatiles y pH. La capacidad de absorcion de agua
fue determinada para ajustar la humedad durante la fermentacion. Los hongos fueron cultivados y esporulados,
con las suspensiones de esporas preparadas y ajustadas para la concentracion deseada. La actividad celulolitica
fue medida a través de la actividad de CMCase, con la cantidad de glucosa liberada determinada por reaccion
con DNS. Los resultados mostraron que la mayor actividad celulolitica fue obtenida con Aspergillus niger en
FS, con actividad de CMCase de 0,194 U/ml. Se concluye que el bagazo de uva es un sustrato potencial para la
produccion de celulasas fingicas.

Palabras Clave: Bagazo de frutas, biomasa lignoceluldsica, residuos agroindustriales, fermentacion, enzimas.

ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is an abundant and underutilized renewable source with potential for the production of
energy, food, and chemicals. Agricultural production generates large amounts of lignocellulosic residues, such
as grape pomace, which can be utilized for enzyme production. Grape pomace contains cellulose, hemicellulose,
and lignin, making it a good carbon source for microorganisms. However, cellulose and lignin are difficult to
degrade, and enzymatic production of cellulases is currently unprofitable due to the high cost of commercial
enzymes. The search for high-yield fungal strains and the optimization of hydrolysis conditions are approaches
to overcome this deficiency. Cellulose is the most abundant natural polymer, used in various industries.
Cellulases have broad industrial applications. Thus, enzymatic production using agricultural residues as a carbon
source is a viable and sustainable option. Fungi, especially the genera Aspergillus, Trichoderma, and
Penicillium, are good producers of cellulases. Solid-state fermentation (SSF) and submerged fermentation
(SmF) are methods for enzyme production, each with its advantages. SSF is simple and has a low environmental
impact, while SmF allows better control of fermentation parameters. In this study, the producing of fungal
cellulases from grape pomace via SSF and SmF, using Aspergillus niger and Aspergillus tamarii, was
investigated. The substrate was standardized, dried, and ground, being characterized for moisture, volatile
solids, and pH. Water absorption capacity was determined to adjust moisture during fermentation. The fungi
were cultured and sporulated, with spore suspensions prepared and adjusted to the desired concentration.
Cellulolytic activity was measured through CMCase activity, with the amount of glucose released determined by
reaction with DNSA. The results showed that the highest cellulolytic activity was obtained with Aspergillus
niger in SmF, with CMCase activity of 0.194 U/ml. It is concluded that grape pomace is a potential substrate for
the production of fungal cellulases.

Keywords: Fruit bagasse, lignocellulosic biomass, agro-industrial residues, fermentation, enzymes.
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INTRODUCAO

A biomassa lignocelulosica ¢ uma fonte renovavel subutilizada e presente em abundancia de
forma natural ou originaria de subprodutos de processos agroindustriais, podendo ser utilizada como
matéria-prima promissora para a obtencdo de produtos biotecnoldgicos de alto valor agregado.
Também tem perspectiva de produzir energia, alimentos, produtos quimicos e seu uso pode facilitar o
desenvolvimento de variados processos e produtos (Kumar et al., 2015). A producdo agricola gera
grandes quantidades de residuos anualmente, dessa forma, hd um grande interesse para encontrar
outras utilizacdes finais mais nobres e com maiores valores agregados para os residuos
lignoceluldsicos agricolas, valorizando e agregando valor aos seus ciclos produtivos. Uma dessas
utilizagdes mais nobres estuda a possibilidade do uso dos residuos agroindustriais quanto a sua
adequacdo como suporte soélido, bem como fonte de carbono para o crescimento microbiano (Al
Kamzari, 2023).

Dentre esses, residuos o bagago de uva tem se destacado, devido sua grande geragdo pela
industria de sucos e de vinho e o crescimento dessas industrias em todo mundo. O bagago de uva ¢
gerado no processo industrial na etapa de extragdo do suco, sendo geralmente utilizado para ragao
animal ou extracdo de compostos com interesse para industria de cosméticos devido sua elevada
composicao de compostos antioxidantes e fendlicos (Amaya-Chantaca et al., 2022). H4 também a
possibilidade dos residuos serem compostados ou incorporados diretamente no solo agricola.

O bagaco de uva apresenta caracteristicas tipicas esperadas de um residuo lignocelulodsico,
como a elevada concentracdo de celulose, hemicelulose e lignina na sua composi¢do. A hemicelulose,
presente na composi¢do do bagaco, ¢ comumente degradavel e representa a principal fonte de carbono
para os microrganismos. Ja a celulose e a lignina apresentam diferentes padrdes de degradacdo, sendo
a lignina recalcitrante, insoltivel em agua e resistente a degradagdo e oxidacao microbiana, bem como
a celulose, que ¢ mais resistente a degradacdo devido a sua formacdo cristalina que impede a
penetragdo de microrganismos (El Achkar ef al., 2016).

A sacarificag@o enzimatica da massa lignocelulésica ndo ¢ atualmente rentavel, devido ao alto
custo de produgdo de enzimas comerciais, incluindo as celulases, por métodos de fermentacao. Para
superar esta deficiéncia, diferentes abordagens tém sido estudadas, como a busca de cepas produtoras
de celulase de alto rendimento e a otimizagdo das condi¢des de hidrolise para a produgdo enzimatica
(Oksanen et al., 2000; Kotchoni; Shonukan, 2002). O uso de enzimas para valorizagdo de residuos
organicos e agroindustriais ¢ um campo da biotecnologia que vem crescendo devido aos beneficios
econdmicos e ambientais que agregam aos ciclos produtivos. A hidrélise enzimatica se mostra como o
método de pré-tratamento mais vantajoso, tendo em vista que outros métodos de pré-tratamento, como

o uso de altas concentracdes de acidos corrosivos, toxicos e perigosos (hidrélise acida), apresentam
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desvantagens quando em comparagdo a mesma (Silva, 2019).

A celulose ¢ o polimero natural mais onipresente e abundante no planeta, dada a sua presenca
nas plantas e seu uso generalizado em cordas, velas, papel, madeira para habitacdo e muitas outras
aplicagdes. De longe, o recurso natural que contém celulose mais explorado comercialmente ¢ a
madeira (Eichhorn et al., 2010). As celulases tém atraido consideravel atencdo da comunidade
cientifica devido as suas amplas aplicagdes industriais e a natureza complexa dos sistemas enzimaticos
nos quais estd envolvida (Boondaeng et al., 2024).

O potencial fungico para produzir enzimas depende da espécie do fungo, do substrato de
crescimento (biomassa lignoceluldsica) e do método e condigdes de cultivo. O custo da celulase, seu
rendimento e estabilidade sdo fatores importantes a serem considerados para sua producdo comercial,
dado que ¢ uma enzima de alto valor de marcado. O custo pode ser reduzido usando biomassa
naturalmente disponivel como fonte de carbono. A disponibilidade, baixo custo e abundancia da
biomassa lignoceluldsica sdo qualidades importantes de um substrato versatil para producdo de
enzimas (Singh, 2021). Além disso, ¢ necessario um bom agente microbiano para aumentar a produgao
enzimatica celulolitica. Varios microrganismos como bactérias, fungos, actinomicetos produzem
celulase, porém, a maioria dos microrganismos explorados sdo fungos, devido a sua maior produgdo
(Shruthi et al., 2018; Naher et al., 2021). Os fungos geralmente utilizados na producdo de enzimas
incluem os géneros Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Humicola ¢ Phanerochaete
(Ramos-Ibarra et al., 2017). Com destaque para o fungo filamentoso, Aspergillus, excelente produtor
de exo e endoglicosidades e elevadas concentracdes de B-glicosidases (Rodriguez-Zuiiga et al., 2011).

A fermentagio no estado solido (FES) é um processo para a produgdo in situ de enzimas. E
vantajoso por ser simples, consumir pouca energia, ter baixo impacto ambiental e por ter um alto
potencial para a producdao de enzimas em grande escala (Mansour ef al., 2016; Chang; Webb, 2017).
Por outro lado, a fermentagao submersa (FS) ¢ utilizada para a produgdo em larga escala de celulases,
sendo mais facil de manusear e permitindo melhor controle dos pardmetros como pH, temperatura e
concentracgdo de substrato (Sirohi ef al., 2019).

Dessa forma, o presente estudo visou analisar a producao de celulases fingicas a partir de
fermentacdo em estado soélido e fermentacdo submersa, utilizando o bagago de uva obtido de um
processo industrial como substrato lignoceluldsico e por dois fungos, o Aspergillus niger URM 5741 e

0 Aspergillus tamarii URM 4634.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

A produgdo enzimatica tem despertado grande interesse devido ao papel das enzimas na
bioconversdo das biomassas lignoceluldsicas em bioprodutos e fontes de energia (Devi et al., 2022). A
celulose ¢ um polissacarideo natural, sendo o principal componente das paredes celulares das plantas.
E um polimero linear e ndo ramificado de subunidades de celobiose, as quais sdo formadas por
subunidades de glicose. As subunidades de glicose podem ser obtidas despolimerizando a celulose
vegetal em seus blocos basicos menores com a ajuda de celulases, um grupo de enzimas que inclui
B-glicosidases, celobiohidrolases e endoglucanases (Singhania ef al., 2010).

A conversdo da biomassa lignoceluldsica ¢ um processo que em fungdo das caracteristicas de
baixa biodegradabilidade, envolve geralmente a necessidade de trés etapas: pré-tratamento, hidrolise
enzimdtica e fermentacdo. A primeira etapa, o pré-tratamento ajuda a quebrar o complexo
lignina-hemicelulose-celulose de qualquer biomassa ¢ o torna mais suscetivel a hidrélise enzimatica
durante a qual as enzimas celulase e xilanase atuam nos componentes celulosicos e hemicelulosicos,
convertendo-os em seus respectivos agucares (Romero-Martinez et al., 2021) e disponibilizando-os
para a etapa fermentativa.

O custo das enzimas celulase é o principal contribuinte para o custo operacional de uma
biorrefinaria que produz etanol a partir de material lignocelulésico, por exemplo. Portanto, a produgdo
local de enzimas utilizando substratos de baixo valor se mostra como uma opg¢do atrativa ,
contribuindo simultaneamente a sustentabilidade ambiental (Gordillo-Fuenzalida, 2019). O bagago de
uva, sendo o principal residuo da industria vinicola, e gerado em quantidades elevadas, representa um
custo de producdo elevado para o seu descarte adequado. Esse residuo , tem demonstrado ser um
substrato potencial para bioprodutos como enzimas hidroliticas (celulases, xilanases e pectinases) e
biocombustiveis (Botella et al., 2005; Meini et al., 2021; Kurt; Cekmecelioglu, 2021).

As vantagens da fermentagdo em estado so6lido (FES) em comparagdo com a fermentagdo
submersa (FS) tradicional sdo melhores rendimentos, recuperacao mais facil dos produtos, auséncia de
formagdo de espuma e menores volumes de reator (Raimbault, 1998). J4 a fermentagao submersa (FS),
apresenta vantagens dado que a agitacdo durante o processo desempenha um papel duplo na producao
de enzimas, promovendo a distribui¢do uniforme de nutrientes no meio de cultura e proporcionando
aeracdo, o que aumenta o crescimento das cé€lulas fungicas e o rendimento da enzima. (Matkar et al.,
2013).

O pré-tratamento ¢ a etapa crucial para romper a estrutura complexa da biomassa
lignoceluldsica . Os métodos de pré-tratamento fisico e quimico sdo de alto custo, além de poder

causar contaminagdo secundaria, gastar energia ¢ insumos. Dessa forma, o pré-tratamento biologico,
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particularmente o pré-tratamento fingico, se torna vantajoso, tendo impacto significativo na
degradacao lignoceluldsica devido a maior producdo de enzimas lignoceluloliticas e sendo um
processo economicamente viavel e ambientalmente amigavel (Guo et al., 2022;; Sajid et al., 2022;
Talwar, 2023). Além do desempenho dos fungos filamentosos na producdo de enzimas hidroliticas, em
relacdo a outros métodos, o pré-tratamento bioldgico também demanda menor necessidade de energia e
ndo ha acimulo de compostos toxicos, proporcionando aumento da produgdo de enzimas e oferecendo

menores prejuizos (Yuan, 2014; Meini et al., 2021).

METODOLOGIA

A metodologia desenvolvida para o estudo se dividiu em trés etapas, sendo a primeira delas a
padroniza¢do adequada do substrato, seguida da producdo de celulases a partir de fermentagdo em
estado solido (FES) e fermentacdo submersa (FS). As fermentagdes foram realizadas utilizando o
bagago de uva Cabernet Sauvignon como substrato e fungos do género Aspergillus, sendo estes A.
niger URM 5741 e A. tamarii URM 4634 como tratamento bioldgico. A etapa final consistiu na
determinagdo da atividade celulolitica, estimando a produc¢do de endoglucanase. Na Figura 01

apresenta-se a sequéncia metodoldgica proposta neste trabalho.

Figura 01. Sequéncia metodoldgica proposta neste trabalho

ETAPA1 ETAPA 2 ETAPA3
Origem, Padronizacgao e Producio de celulases a Determinacgao da atividade
Caracterizacao do Substrato partir dos substratos celulolitica
=
Vinicola
Aspergillus niger (URM5741) Extrato Enzimatico
‘ » Aspergillus tamarii (URM4634) » ‘

Bagaco de Uva

FES -72h 30°C
FS-72h 30°C 120 RPM Atividade CMCase

Fonte: Propria (2024)

Etapa 1: Origem, Padronizacio e Caracterizacao do Substrato
O substrato lignocelulosico utilizado para analise de desempenho foi o bagago de uva

(Cabernet Sauvignon). O bagaco de uva utilizado foi obtido da vinicula Vale das Colinas, localizado
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na cidade de Garanhuns, agreste do estado de Pernambuco. O bagaco foi obtido diretamente da etapa
de extragdo do suco, ap6s a etapa de pré-fermentagao do mosto.

O bagago foi coletado e congelado a -5+1 °C, transportado nesta temperatura até o Laboratorio
NUBIOTEC/UFRPE, onde ficou armazenado, nesta temperatura, até sua utilizagdo. O procedimento
de padronizacdo, teve inicio com a remocao da umidade do substrato em estufa (Tecnal, modelo TE -
393) com temperatura estabelecida em 65+1°C, seguindo com medigdes em balanga analitica a cada 24
horas, até o peso ser estabilizado. Apds a secagem, o substrato foi triturado em moinho de facas (Tyler,
TE-625/1) e padronizado em peneiras granulométricas de Mesh 10 e Mesh 32, sendo armazenado em
ambas as granulometrias. Apds a padronizagdo, o substrato seco foi caracterizado através de
parametros de umidade (%), Sélidos Totais Volateis e pH, conforme WHO (1978). O teor de fibras
(celulose, hemicelulose e lignina) seguiu a metodologia de Senger et al. (2008).

Para a andlise de pH, foi utilizado o extrato solubilizado, contendo 12,5 gramas de substrato
diluido em 75 ml de agua destilada (NBR 10006, 2004). Na Figura 02 apresenta-se o aspecto do

bagago de uva bruto, seco.

Figura 02. Amostra do bagaco de uva seco em estufa .

Fonte: Propria (2024)

Etapa 2: Producio de celulases a partir do substrato
Determinacio das Caracteristicas de Absorcao de Agua do Substrato

Foi adicionado um grama de substrato, pesado em balanca analitica, em béqueres previamente
tarados. A partir disso, foi adicionado 0,5 ml de 4agua destilada, em fra¢des, com a utilizagdo de um
pipetador automatico. Apds cada adicao de 0,5 ml, foi realizada a homogeneiza¢ao do substrato até

que houvesse formagdo de 4gua livre no fundo do béquer. O volume adicionado até a formacao de
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agua livre ¢ o equivalente a capacidade de absor¢do de dgua do substrato, representando também o
estado de 100% de umidade presente. Este parametro permite o controle de umidade durante a
fermentacao.

O calculo da umidade do substrato para a FES e para a FS foi feito através de uma regra de
trés simples, em que o ponto de 100% de umidade para um grama de substrato ¢ colocado como

padrdo comparativo para quaisquer outros valores de umidade requeridos.

Obtencao dos Microrganismos

Foram escolhidos dois fungos do género Aspergillus para comparacao do indice de atividade
celulolitica: Aspergillus niger URM 5741 e Aspergillus tamarii URM 4634. Os microrganismos
utilizados foram oriundos da coleg¢ao de culturas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O
meio de cultura utilizado para a manutengdo das linhagens de microrganismos foi o Agar Extrato de
Malte, havendo o replique dos mesmos a cada trinta dias. O meio de cultura utilizado para esporulagao
das culturas foi o Czapek (contendo 2,0 g/ de NaNOs, 0,5 g/L MgSO,, 0,5 g/L KCl, 0,01 FeSO,, 1,0
g/L K,HPO,, 30 g/L de sacarose, 30g/L de agar) (Klich, 2002). A esterilizacao dos meios de cultura foi
realizada em autoclave a 121°C, 1 atm de pressdo, durante 20 minutos. O crescimento fungico ocorreu
em incubadora (Tecnal, modelo TE — 371) a 30°C, durante sete dias. Durante o periodo de selecdo do
microrganismo, as espécies A.niger ¢ A. tamarii foram repicadas em frascos Erlenmeyer contendo o

meio de cultura Czapek e incubadas a 30°C por sete dias, como descrito anteriormente.

Extraciao e Contagem de Esporos

As suspensdes de esporos foram obtidas a partir da adi¢cdo de 15 ml de solug¢do de NaCl (0,9%
p/v) e Tween 80 (0,01% v/v) previamente esterilizada. A solugdo salina estéril foi adicionada em
frascos Erlenmeyer contendo os fungos esporulados. Cada suspensdo foi transferida para um tubo de
ensaio vazio, sendo identificado com o nome do fungo presente na solugdo. Apds a coleta dos esporos,
foi realizada a contagem microscépica em camara de Neubauer.

Houve a contagem dos esporos de cinco quadrantes da malha da camara e em seguida foram

somados os valores de cada quadrante e multiplicado por 5, seguido pela multiplicacao do fator de
diluicdo da camara (104). Foi calculada uma quantidade suficiente para alcancar a concentracao final

de 10 esporos/mL a partir da utilizagdo da Equacao 1.

CLV1=C2.V2 (Eq.1)

Fermentaciao em Estado Sélido (FES)
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Na etapa de cultivo da FES, o teor de umidade foi ajustado para 70% através da adicao do
meio nutriente (2 g/l de KH,PO,, 1,4 g/L (NH,),SO,, 0,30 g/ CaCl,, 0,2 g/LL MgS0,.7H,0, 5,0 g/L, 2
g/L extrato de levedura, 0,30 g/L ureia, 0,10% de Tween 80 e 0,10% de solugdo salina (5 mg/L de
FeSO,.7H,0, 1,4 mg/LL ZnSO,.7H,0 e CoCl 2,0 mg/L)) enriquecido com 30 g/L de glicose, em um
frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 3g do substrato. Foi adicionado um volume de suspensdo de
esporos resultando em uma concentragdo de 107 esporos por grama de substrato seco, com o cultivo

sendo mantido com FES sob condig¢des estaticas por 72 horas, a 30°C.

Fermentacao Submersa (FS)

Para a FS, um volume de solugdo nutriente com a mesma composi¢ao descrita anteriormente
foi adicionado, seguindo 40 ml de meio nutriente por grama de fermentado solido, com o cultivo,
sendo continuado em incubadora orbital (Shaker Tecnal, modelo TE — 424) por 72 horas, a 30°C, com

agitacdo continua a 120 rpm.

Etapa 3. Determinacio da atividade celulolitica

A atividade celulolitica foi determinada através da atividade de endoglucanase (CMCase),
segundo Ghose (1987). Para determinacao da atividade de endoglucanase (CMCase) foi utilizada como
substrato a carboximetilcelulose sodica a 1%, em tampao citrato 0,05 M (pH 4,8). O substrato (0,5 mL)
foi colocado em tubos de ensaio, com posterior adi¢do de 0,5 mL do extrato enzimatico. A reagdo
enzimadtica ocorreu a 50°C, durante 30 min. Em seguida, a quantidade de glicose liberada foi dosada
pela reacdo com DNSA. Em ambas as atividades foram utilizados controles da reagdo colorimétrica
(branco da enzima) e do substrato (branco da reagdo). As absorbancias foram convertidas em glicose,
mediante reta padrao previamente estabelecida. Uma unidade internacional (UI) foi considerada
equivalente a 1 umol de glicose liberada por minuto. A quantificagdo da atividade foi realizada através
da leitura em espectrofotometro a 540 nm de absorbancia. A quantidade de glicose liberada foi
identificada através da reagdo com acido dinitrosalicilico (DNSA), seguindo os parametros de Miller

(1959). Para o célculo da atividade de endoglucanase (CMCase) foi utilizada a Equagao 2.

A (U/ml) = ((AR/180) x 1000) / t / v (Eq. 2)

Onde:
A (U/ml) = Atividade de CMCase ou FPase (U/ml)
AR = Concentragdo de Agucares Redutores (U/ml)
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t = Tempo de Reagdo (min)

v = Volume de extrato enzimatico utilizado (ml)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio e composicdo do substrato
Foi realizada a caracterizacao do substratos utilizado para a FS e FS, tendo em vista que suas
caracteristicas fisico-quimicas podem influenciar na eficiéncia tanto da FES quanto da FS e nos

resultados de producgdo enzimatica (Tabela 1).

Tabela 01: Caracterizagdo do bagago de uva (substrato)

Parametro Bagago uva
pH 3,61%0,00
Umidade (%) 46,59+0,77
Soélidos Totais Volateis (%) 88+0,47

Celulose 10,71+2,65
Fibras (%) Hemicelulose 8,07+2,13
Lignina 36,79+9,62

Fonte: Propria (2024)

O bagago de uva obteve pH acido (em média, 3,61+0,00) caracteristico para residuos de
frutas. Achmon ef al. (2019) e Castro et al. (2024) ao estudarem a caracterizagdo do bagaco de uva
encontraram valor proximo de pH (4,25 e 3,54, respectivamente).

Quanto a umidade, o bagago de uva apresentou um resultado relativamente alto (em média,
46,59%+0,77). Negro et al. (2021), encontraram valor de umidade inferior (em média, 9,2%0,5) para
bagaco de uva em seus estudos. Em contraste, Castro et al. (2024) relatam valor superior de umidade
(66,20%) para bagaco de uva. A diferenca entre os resultados pode ter sido ocasionada por diferentes
fatores, como o local de crescimento das uvas (San Pietro Vernotico, Italia) e os processos pelos quais
o substrato passou antes de ser analisado (tendo em vista que o residuo estudado nao passou por
processos fisico-quimicos prévios, diferente da utilizada para a producao de vinhos).

Em relacdo aos solidos totais volateis, os resultados mostraram que o bagaco de uva
apresentou valor elevado (88%=0,47) valor similar foi obtido por Almeida et al. (2022) que obteve
valor de 90,1%. Entretanto, valor inferior de sélidos totais volateis (71,19% e 70,30%) foram
reportados por outros autores para o bagaco de uva (Farru ef al., 2022; Ruiz et al., 2023).

E importante enfatizar que o sélidos totais volateis ¢ um pardmetro importante pois, mede de

forma indireta a matéria organica passivel de degradacdo por microrganismos em processos
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biotecnoldgicos. O valor obtido esteve dentro das faixas reportadas na literatura, que variam em
relacdo a cultura e variedade além das condigdes de cultivo e processo de extragao.

Os valores encontrados em relacdo a composi¢ao de fibras foram de 36,79%+9,62 de lignina,
10,71%+2,65 de celulose e 8,07+2,13 de hemicelulose, sendo caracterizado como um residuo
lignoceluldsico de dificil degradacdo (recalcitrante). Os resultados do estudo foram inferiores aos
relatados por Almeida et al. (2022) para os teores de lignina (50,6%), celulose (19,0%) e hemicelulose
(9,8%) do bagago de uva.

A variacdo na composi¢do de fibras no bagaco de uva pode ser influenciada tanto pelo tipo da
uva utilizada como substrato, condi¢cdes de manejo do campo, condi¢des ambientais locais, bem como

quanto através das condigdes as quais o substrato foi submetido (processo de extragao industrial).

Producio de enzimas celuloliticas
Os resultados da atividade enzimatica para a producdo de celulases fungicas através da FES e
FS, utilizando como o substrato do bagaco de uva Cabernet Sauvignon e duas espécies diferentes do

género Aspergillus estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 02. Atividade enzimatica celulolitica

Microrganismo Fermentagao Atividade de CMCase (Ul/g)
. . FES 0,039
Aspergillus niger FS 0,194
FES 0,055

A i[lus t i
spergillus tamarii S 0.061

Legenda: FES: Fermentagdo em estado solido; FS: Fermentacdo submersa

Fonte: Propria (2024)

Pode-se observar que A. niger apresentou producgdo de celulase mais eficiente em condi¢des
de FS, enquanto A. tamarii mostrou uma produc¢ao maior de celulase em FES utilizando bagaco de uva
como substrato. Isso sugere que as duas espécies de fungos respondem de maneiras diferentes as
condicdes de cultivo e ao substrato utilizado. A maior atividade celulolitica foi obtida utilizando o
bagaco de uva como substrato: 0,194 Ul/ml de CMCase com Aspergillus niger em FS e 0,061 Ul/ml
de CMCase com A. tamarii em FES. Kurt (2023), encontrou resultados semelhantes em sua atividade
de CMCase, obtendo 0,178 IU/mL como resultado maximo na FS utilizando o bagaco de uva como
substrato, a qual teve duracdo de 7 dias. No entanto, seu estudo foi conduzido com células bacterianas,
e ndo fungicas.

Em contraste, resultados superiores de produ¢do de celulase (2,0 Ul/ml) por Aspergillus sp.

foram reportados por Sosa-Martinez et al. (2022) ao utilizarem o bagago de uva como substrato na FES
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durante 4 dias sob temperatura de 30°C. Meini, Ricardi ¢ Romanini (2020) obtiveram valor menor de
producao de celulase (0,00038 Ul/ml) por A. niger com bagaco de uva através de FS sob agitacdo
orbital de 120 rpm, 30°C.

A comparagdo entre os métodos de fermentagdo mostrou que, embora a FS ofereca melhores
condi¢des para o controle de paradmetros operacionais e distribuicdo de nutrientes, a FES pode ser uma
alternativa mais sustentavel e de menor custo, especialmente para aplicagdes em escalas industriais.
Dessa forma, a escolha do método de fermentacdo deve considerar tanto a eficiéncia de produgdo

enzimatica quanto os aspectos operacionais, economicos e ambientais.

CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou o potencial promissor do bagago de uva como substrato
lignoceluldsico para a producdo de enzimas celuloliticas, utilizando dois processos distintos de
fermentagdo: fermentagdo em estado solido (FES) e fermentacdo submersa (FS). Através da andlise
comparativa, observou-se que o Aspergillus niger, quando cultivado em FS, apresentou a maior
atividade celulolitica (CMCase de 0,194 U/ml).

A caracterizacdo do substrato revelou importantes variaveis fisico-quimicas que influenciam
diretamente a eficiéncia dos processos fermentativos. A alta umidade e a presenca significativa de
solidos volateis no bagaco de uva, juntamente com a composic¢ao de celulose e hemicelulose, destacam
a viabilidade do uso deste residuo agroindustrial como fonte de carbono e como suporte sélido para o
crescimento microbiano. Além disso, a elevada concentragdo de lignina identificada pode ser um fator
limitante na degradacdo total da biomassa, sugerindo a necessidade de otimizagdes especificas no
pré-tratamento biologico para melhorar a eficiéncia da hidrolise enzimatica.

Foi possivel concluir que utilizagdo de residuos lignoceluldsicos, como o bagago de uva, em
processos de fermentacdo para a producdo de celulases ¢ uma abordagem promissora e mais
sustentavel. Destaca-se a necessidade da continuidade do desenvolvimento de processos
biotecnologicos mais eficientes e de maior viabilidade ambiental, promovendo a valoriza¢do de
residuos agroindustriais, agregando valor aos ciclos produtivos e a redugdo da dependéncia de recursos

ndo-renovaveis.
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