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RESUMO

Com a expansédo da vitivinicultura no Brasil, a geracdo de residuos por esse setor
também tem apresentado crescimento. Nas Ultimas décadas, o tratamento e
reutilizacdo desses subprodutos estdo recebendo cada vez mais atencéo, seja na
perspectiva do aproveitamento rentavel ou de preocupac¢des ambientais. O engaco é
0 primeiro subproduto do processamento da uva, sendo obtido no inicio da cadeia
produtiva na etapa de desengace. Esses residuos atualmente utilizados como adubo
organico, possuem composicdo lignocelulésica com potencial para uso em
bioprocessos na geracao de bioprodutos de valor agregado, a exemplo das enzimas
microbianas de aplicagéo industrial. Nesse contexto, buscou-se empregar o engaco
como substrato alternativo no cultivo em estado sélido pela acdo do isolado
Paecilomyces sp.TP08 para producédo de enzimas celuloliticas e pectinoliticas. Para
isso, 0 engaco foi preparado passando por secagem e moagem e caracterizado
guanto aos teores de umidade, acucares redutores totais, pH e porosidade. Em
seguida sete frascos, contendo 5g de substrato cada, foram inoculados com uma
suspensdo de conidios numa concentracdo de 1x10’ conidios por grama de
substrato, e deixados a temperatura ambiente por 120h. Foi realizada uma retirada
da amostra a cada 24h para obtencdo do extrato bruto enzimatico através de
fillracdo. Aliquotas desse extrato bruto foram utilizadas para determinacdo da
atividade enzimatica, sendo avaliadas as atividades de celulases totais e pectinases.
Para verificar se houve aumento proteico, foi analisado pelo método de Bradford a
guantidade de proteinas totais durante o0 processo enzimatico. Diante dos
resultados, foi verificada uma maior atividade de pectinase, com 14,9U/g as 48h.
Para as celulases totais, a maior atividade também foi marcada em 48h, com
0,25U/g, assim como para as endoglucanases com 1,0U/g. Além disso, observou-se
um aumento gradual da quantidade de proteinas totais durante o processo,
promovendo enriguecimento proteico do engaco de uva. Assim, com 0s resultados
obtidos € possivel observar um potencial de producdo enzimatica pelo emprego do
engaco de uva como substrato do cultivo em estado sélido como também a
importancia de mais estudos acerca das variaveis desse processo.

Palavras-chave: Engaco. Residuo agroindustrial. Fermentacdo em estado sélido.

Celulases. Pectinases.



ABSTRACT

With the expansion of viticulture in Brazil, the generation of waste by this sector has
also shown growth. In the last few decades, the treatment and reuse of these by-
products are receiving more and more attention, whether from the perspective of
profitable use or environmental concerns. Stalks are the first by-product of grape
processing, obtained at the beginning of the production chain in the destemming
stage. These residues currently used as organic fertilizer, have lignocellulosic
composition with potential for use in bioprocesses in the generation of added value
bioproducts, such as microbial enzymes for industrial application. In this context, we
tried to use stalks as an alternative substrate for solid-state cultivation by the action
of the isolated Paecilomyces sp. TPO08 for the production of cellulolytic and
pectinolytic enzymes. So, the stalks were prepared by going through drying and
grinding and characterized in terms of moisture content, total reducing sugars, pH
and porosity. Then seven flasks, containing 5g of substrate each, were inoculated
with a suspension of conidia at a concentration of 1x10’ conidia per gram of
substrate, and left at room temperature for 120h. A sample was taken every 24 hours
to obtain the crude enzymatic extract through filtration. Aliquots of this crude extract
were used to determine enzyme activity, and the activities of total cellulases and
pectinases were evaluated. To check if there was a protein increase, the amount of
total proteins during the enzymatic process was analyzed by the Bradford method. In
view of the results, a greater activity of pectinase was verified, with 14.9 U/g at 48h.
For total cellulases, the highest activity was also marked in 48h, with 0.25 U/g, as
well as for endoglucanases with 1.0 U /g. In addition, there was a gradual increase in
the amount of total proteins during the process, promoting protein enrichment of
grape stalks. Thus, with the results obtained, it is possible to observe a potential for
enzymatic production by using grape stalks as a substrate for solid state cultivation,

as well as the importance of further studies on the variables of this process.

Keywords: Grape stalks. Agroindustrial residue. Solid state fermentation. Cellulases.

Pectinases.
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1 INTRODUCAO

A indastria de alimentos gera grande quantidade de residuos que
representam perdas de materiais de grande valor bioquimico, além de acarretar
problemas ambientais, logisticos e econdmicos, se ndao gerenciados corretamente
(MATEO, 2015).

A producdo de vinhos, historicamente concentrada nos paises Europeus,
sofreu mudancas importantes com o aparecimento de novos poélos vinicolas nas
Ultimas décadas, principalmente quanto ao aumento da competitividade do setor e
mudanc¢as na demanda, como também um novo olhar sobre a producao, que antes
era baseada na tradicdo de cada regido, passando a ter em vista agora as
tecnologias que podem ser aplicadas (BONATO, 2020). E dentre essas tecnologias,
estdo aquelas voltadas para o reaproveitamento de residuos gerados nas industrias.
O processamento da uva, seja para producéo de vinhos, sucos ou polpas gera uma
grande quantidade de subprodutos, sendo o engaco o primeiro a ser gerado e que

se encontra em maior quantidade (CUNHA, 2018).

Nesse contexto, varios bioprocessos tém sido empregados utilizando esses
residuos como substratos na producéo de diversos bioprodutos de valor agregado,

como por exemplo, enzimas microbianas.

As enzimas representam um dos produtos microbianos mais explorados na
indastria biotecnolégica, sendo largamente utilizadas no processamento de
alimentos até producdo de produtos de limpeza, desde a industria téxtil até
farmacéutica (SEJAS, 2002). Dentre os bioprocessos empregados na producao de
enzimas e no reaproveitamento de residuos agroindustriais, 0s processos em estado
sélido tém destaque. Estes envolvem o emprego de um substrato sélido para o

crescimento de fungos, em geral, filamentosos (SANTOS, 2018).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de produ¢éo enziméatica
de um isolado de Paecilomyces sp.TP08 utilizando o engaco de uva como substrato

em cultivo em estado solido.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Vitivinicultura no mundo e no Brasil

No ramo da vitivinicultura, as regides produtoras de vinho sdo segmentadas a
partir de denominacgfes dadas pelas épocas de consolidacdo de suas producdes no
mercado. O chamado “velho mundo” € uma regido antiga de producéo implantada a
partir da expansao do império romano, implicando em séculos de tradicdo e cultura
na producdo de vinhos. O “novo mundo”, por sua vez, € composto por paises de
origem mais recente, por volta do século XIX, onde colbnias britdnicas e espanholas
introduziram certas tecnologias de vinificacdo em paises como Australia, Nova
Zelandia, Estados Unidos e Chile (LI et al., 2018). Publicada num relatério de 2009
do CCEF (Comité National Des Conseillers Du Commerce Extérieur De La France),
a denominagao mais recente chamada de “novo novo mundo” compreende paises

que estdo em desenvolvimento gradual da sua produc&o, como China, Brasil e india.

Com isso, pode-se observar um crescimento da producdo de vinho em
regides climaticas ndo tradicionais com a exploracdo de regides tropicais, a exemplo
da india e do Vale do Rio S&o Francisco no Brasil (CCEF, 2009; TONIETTO, 2011).
Assim, a producdo de vinhos antes concentrada nos paises Europeus, sofreu
mudancas importantes com o aparecimento de novos polos vinicolas, principalmente
guanto ao aumento da competitividade do setor e mudancas na demanda, como
também um novo olhar sobre a producdo, que antes era baseada na tradicdo de
cada regido, passando a ter em vista agora as tecnologias que podem ser aplicadas
(BONATO, 2020).

Apés algumas décadas da chegada da producéo vitivinicola no pais, o Brasil
obteve o reconhecimento dos seus produtos e qualidade no mercado internacional.
Em 2018, o Brasil produziu 3,4 milhdes de hectolitros de vinho, ocupando a décima
guinta posicdo como produtor de vinhos a nivel mundial (OIV, 2018). Neste mesmo
ano, a producdo de uvas no pais chegou a 1.592.242 toneladas. Sendo 58,91%
provenientes da regido sul e 31,52% do nordeste, que representam,
respectivamente 73,35% e 14,87% da area de videiras total. A maior produtividade

observada nas areas da regido nordeste deve-se ao seu clima favoravel a
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possibilidade de se ter até 2,5 safras ao ano. Ainda no ano de 2018, das uvas
plantadas, 51,39% foram destinados para o processamento. No Rio Grande do Sul,
cerca de 44,65% dos produtos processados foram vinhos de mesa, espumantes e
finos e cerca de 55,40% foram sucos de uva (MELLO, 2019).

Estima-se que existam no Brasil 1,1mil vinicolas, onde 90% sdo empresas de
pequeno e médio porte. E este mercado vem sofrendo algumas alteragbes nos
ultimos anos, relacionadas a adocdo de praticas e processos sustentaveis,
expansao para novas regioes, aplicacdo de novas tecnologias e diversificacdo da
producéo (IBRAVIN, 2018; MELLO, 2019).

2.2 Residuos agroindustriais — Engaco de Uva

Os residuos agroindustriais sdo gerados durante o processamento industrial
de produtos agricolas. A agroindustria gera quantidades significativas de residuos,
normalmente sem aplicacdo direta e com pouco ou nenhum valor econémico
atribuido e que, em geral, ndo oferecem riscos, mas que seu acumulo e ma
destinacdo podem gerar problemas ambientais. Estes residuos, porém, possuem
alto conteudo de matéria organica, tornando-os potenciais fontes de nutrientes
alternativas empregadas em bioprocessos. Na composicdo desses residuos séo
comumente encontrados compostos como acuUcares, fibras, proteinas e minerais
(PING, 2001; SANTOS, 2018).

Sua composicdo rica em agUcares fermentaveis e nutrientes permite que
esses residuos sejam utilizados como substratos para microrganismos que podem
converté-los em varios produtos de importancia industrial, como enzimas. A
substituicdo dos substratos convencionais e nao renovaveis empregados nos
bioprocessos por residuos agroindustriais além de promover uma reducdo nos
custos de producdo dos bioprodutos contribui para reducdo do acumulo desses
materiais no ambiente, garantindo também que esse substrato alternativo mantenha
um rendimento proporcional ao dos substratos sintéticos (SANTOS, 2018). Assim, é
possivel afirmar que a utilizacdo eficiente dos residuos da agroinddstria é uma
importante pratica, ndo apenas para minimizar o impacto ambiental, mas também

para uma maior geracgao de lucros.
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Dentre os diversos residuos gerados pela agroindustria brasileira, destacam-
se os subprodutos das vinicolas (GONZALES-PARAMAS, 2004). Juntamente com a
expansao da vitivinicultura, a geracdo de residuos pelo setor também tem crescido,
pois cerca de 50% das uvas plantadas no pais sdo destinadas ao processamento,
sendo o vinho o principal produto (BARCIA, 2014).

Durante a elaboracdo de sucos e vinhos, ocorre a geracdo de residuos,
inerentes ao processo (Figura 1). As vinicolas estdo entre as industrias que mais
sofrem com o acumulo de residuos organicos gerados, e entre as que estdo em
busca de novas tecnologias para agregar valor aos seus residuos, e assim diminuir
o impacto ambiental (CATANEO, 2008). Os principais residuos da industria

vitivinicola sdo o bagaco, o engaco, e a borra (Figura 2).

Figura 1 — Fluxograma simples da producéo de vinhos, indicando residuos gerados.
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v
Desengace P
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Esmagamento
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Prensagem

Primeira
Fermentagdo
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Sedimentacdo

v

Segunda
Fermentagao

v
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Maturacédo
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Fonte: CUNHA (2018), adaptado.
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Figura 2 — Principais residuos da induastria vitivinicola.

(A) Engaco de uva; (B) Bagago de uva; (C) Borra;

Fonte: volteface-winesofchange.blogs.sapo.pt, 2013; gl.globo.com, 2017; REIS, 2016. Adaptado.

s

O primeiro subproduto gerado durante a vinificacdo € o engaco, que € o
esqueleto do cacho de uvas e consiste em tecidos lignificados (Figura 2A). O engaco
da uva é matéria-prima interessante para processos de bioconversao industrial, uma
vez que possui um alto teor de biomoléculas como lignina (17-18%), celulose (30-
31%) e hemicelulose (21%). Esse subproduto consiste em cerca de 4,5% da massa
total da vindima (CUNHA, 2018; PING 2001).

O engaco € obtido no inicio da vinificacdo, na etapa de desengace, que
consiste na separacdo das bagas (uvas) e raquis (engaco) para evitar um efeito
negativo nas caracteristicas sensoriais do produto final, uma vez que em sua
composicdo h&d compostos como as proantocianinas, taninos que conferem uma
adstringéncia indesejada (PING, 2001).

Atualmente, o residuo do engaco € usado basicamente como biofertilizante,

tendo em vista sua composicdo rica em minerais. Porém, sua lenta
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biodegradabilidade e a possivel alteracdo na composi¢cdo quimica do solo, fazem
com que este seja um biofertilizante de baixa qualidade. Em alguns casos, & usado
também como alimento animal, mas ndo é recomendado para este fim por possuir
baixo valor nutritivo (PORTINHO, 2016).

2.3 Enzimas hidroliticas de origem microbiana

Enzimas séo proteinas catalisadoras de reacdes bioquimicas que atuam no
metabolismo, e possuem um importante papel na degradacao de matéria organica
para obtencao de novos produtos, sendo uma de suas caracteristicas mais notaveis
sua alta especificidade pelo substrato das reacfes bioquimicas que ird promover
(LEHNINGER et al, 1995).

Inimeros processos industriais utilizam a biotecnologia das enzimas em suas
etapas, sendo as hidroliticas as mais utilizadas nesses processos, aplicadas na
degradacdo de diversas substancias quimicas (OLIVEIRA, 2006). Com isso, 0s
processos de producédo dessas enzimas de origem microbiana sdo de alto interesse,
principalmente aqueles em que ha a producdo a partir de residuos agroindustriais.
As vantagens dessa producao pela reutilizacdo de subprodutos vao desde o baixo
custo, a minimizacdo dos impactos ambientais relacionados ao acumulo ou ma
direcionamento desses residuos (GERVASIO, 2017).

2.3.1 Celulases

As celulases pertencem a classe das hidrolases, enzimas que atuam sobre
materiais celulésicos promovendo sua hidrdlise liberando aglUcares dentre os quais,
a glicose, que desperta grande interesse industrial por suas possibilidades de

conversdo em produtos de valor agregado (GALINDO, 2016).

Essas enzimas sdo produzidas por muitos microrganismos, dentre eles os
fungos, e sdo classificadas de acordo com 0s seus mecanismos de acdo em
endoglucanases ou exoglucanases. Sendo as endoglucanases enzimas que
rompem a cadeia da celulose internamente de forma aleatéria, gerando novas

extremidades e liberando glicose, celobiose e celodextrinas. E as exoglucanases
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enzimas que agem na redugdo das extremidades da cadeia de celulose
(GERVASIO, 2017).

Possuem vérias aplicacdes industriais, como a utilizacdo na industria téxtil
para lavagem de tecidos, na industria de processamento de alimentos propiciando
facilidade aos processos de clarificacdo e reducdo da viscosidade de néctares,
sucos, vinhos, ou também facilitando processos de extracdo na industria
farmacéutica (ANDRADE, 2016).

2.3.2 Pectinases

As pectinases constituem um grupo de enzimas responsaveis pela catalise da
degradacéao de carboidratos poliméricos componentes da parede celular e da lamela
média de vegetais, chamados de substancias pécticas (Figura 3). Estas enzimas sao
produzidas pelos mais diversos organismos, desde fungos e bactérias até
protozoarios e plantas (MUKESH KUMAR et al., 2012).

As enzimas pectinoliticas séo classificadas em trés grandes grupos, baseados
no seu modo atuacdo na molécula péctica, sdo eles: as protopectinases, as
esterases e as despolimerases. Estas Gltimas atuam na catélise da hidrélise das
ligacbes glicosidicas a(1,4) entre os monémeros de &acido d-galacturénico das
substancias pécticas (JAYANI, 2005).

A pectinase foi uma das primeiras enzimas a ser utilizada comercialmente,
possuindo variadas aplicacdes na industria, dentre elas a diminui¢do da viscosidade
de produtos aplicada nos mais diversos ramos industriais. Estas enzimas tém
grande destague na induastria vinicola, onde sao utilizadas no esmagamento das
uvas, objetivando a melhora na extracdo do suco e reducao do tempo de clarificacédo
(ANDRADE, 2016).
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Figura 3 — Estrutura da parede celular vegetal representando o arranjo das

moléculas de pectina e celulose.

Lamela B
média

Parede
celular

Membrana [

plasmatica —

| — =3 Hemicelulose

Fonte: MARTINS (2016)

2.4 Fermentacdo em Estado Sélido

A Fermentacdo em Estado Solido (FES) € definida como um processo
fermentativo onde os microrganismos crescem se desenvolvem sobre substratos
sélidos, com quase nenhuma ou nenhuma agua livre, sendo a umidade necessaria
para o crescimento microbiano encontrada absorvida ou complexada no meio
(RAIMBAULT, 1998). A fase sélida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais
componentes fontes de energia e formas de suporte para o desenvolvimento do
microrganismo (PINTO, 2005). A FES pode dar origem a varios bioprodutos, sendo

as enzimas um dos seus principais representantes.

Existem algumas vantagens e limitacdes da FES em comparacdo a outros
processos fermentativos, como a fermentacdo submersa (FS). A FES em vantagem
em relacdo a FS possui um menor risco de contaminacdo devido a baixa umidade
apresentada no sistema, viabilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais,
semelhanca das condicbes naturais de crescimento do microrganismo,

principalmente para fungos, e maior concentracdo de produto de interesse num
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espaco reduzido, além de que as etapas de purificagdo deste sdo facilitadas
(GERVASIO, 2017).

Porém, frente as vantagens, a FES apresenta algumas limitacdes como a
restricdo de microrganismos capazes de se desenvolver em ambientes de baixa
umidade, dificuldade de controle dos parametros do processo como pH e
temperatura, dificil homogeneizacdo do meio de cultivo em geral altamente
heterogéneo, dificultando o controle do crescimento microbiano, e a comumente
dificuldade de acesso completo do microrganismo aos nutrientes do substrato
(SANTOS, 2007; ANDRADE, 2016).

2.4.1 Fatores que influenciam o processo

A escolha do substrato, a selecdo do microrganismo e 0 manejo dos
parametros do processo sao etapas necessarias da FES. Os quais podem afetar no
desenvolvimento do microrganismo e, consequentemente, 0 sucesso do processo
(GERVASIO, 2017).

A agua possui grande relevancia nas condi¢cdes que influenciam a FES,
através dos parametros da umidade e da atividade de agua. Ter o nivel de umidade
ideal para o crescimento do microrganismo influencia na produtividade do processo
uma vez que regula a disponibilidade de agua no meio e define a dilatacdo do
substrato, que ira permitir a penetracdo do fangico. A atividade de agua (aw),
responsavel pelo fornecimento de agua ndo ligada ao substrato disponivel ao
microrganismo, deve ser assegurada a um nivel minimo para que o microrganismo
realize suas atividades metabolicas (GERVASIO, 2017).

Os substratos sdo compostos naturais ou sintéticos que podem ser usados nha
FES, e sdo normalmente insollveis em agua, mas com capacidade de absorver
agua que podera ser aproveitada pelo microrganismo (SANTOS, 2007). Tornou-se
bastante comum o emprego de subprodutos ou residuos agroindustriais como
substratos para a FES. S&o recursos naturais renovaveis, baratos e produzidos em
grande quantidade, se tornando algumas vezes problemas ambientais. A estrutura

desses materiais, em geral, tem como seus principais componentes celulose,
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hemicelulose, lignina, amido e pectina, caracterizando-os como heterogéneos,
servindo tanto como fonte de carbono e energia quanto para suporte do crescimento
microbiano (PINTO, 2005).

Diferentes tipos de microrganismos dentre bactérias e fungos podem crescer
em substratos solidos, com baixos niveis de umidade. Porém, sdo os fungos
filamentosos 0os mais adaptaveis a esse processo, capazes de crescer com pouco
aporte de agua ofertada. Se bem adaptado, a parte vegetativa formada pelo
crescimento das hifas favorece a colonizacdo em diferentes meios sélidos (PINTO,
2005). Além desta facilidade de cultivo, o uso de fungos filamentosos possibilita
também maior facilidade na extracdo enzimatica, uma vez que estes secretam as
enzimas diretamente no meio em que se encontram, ndo sendo necessarias etapas
de lise celular (GALINDO, 2016).

2.5 Paecilomyces sp.

O género Paecilomyces inclui espécies de fungos filamentosos, pertencentes
ao filo dos Deuteromicetos, ou fungos conidiais, que possuem reproducao
assexuada. Por reunir diversas espécies entomopatogénicas, o género tem papel
importante da hidrélise da cuticula de insetos, sendo entdo muito empregado como
agente de biocontrole. Sdo geralmente isolados do solo ou de matéria vegetal em
decomposicdo (SEJAS, 2002; NOGUEIRA, 2012).

O género foi descrito pela primeira vez em 1907 por Bainier, com a
descoberta da espécie P. varioti, sendo relacionado aos géneros Aspergillus e
Penicillium. Os conidios das espécies de Paecilomyces podem ser elipticos
unicelulares, hialinos ou fracamente pigmentados. As colbnias sdo inicialmente
planas e floculadas, adquirindo em seguida uma textura “poeirenta” de coloragao
pastel, e a depender da espécie e meio de cultivo, assume coloracdo branca,
amarelada, rosa ou avermelhada (NOGUEIRA, 2012).
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de producéo de enzimas celuloliticas e pectinoliticas de um
isolado de Paecilomyces sp. TP0O8 usando como substrato o engagco de uva em
cultivo sdlido.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar o engaco de uva quanto ao pH, umidade, porosidade, acUcares

redutores totais e agucar redutor;

Avaliar a producéo de enzimas celuloliticas e pectinoliticas por Paecilomyces
sp. TPO8 nas condi¢des propostas de pH 4 e temperatura ambiente;

Avaliar o enriquecimento proteico do engaco de uva a partir da colonizagao

do fungo;
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e preparo do substrato

Como substrato para o cultivo sélido, utilizou-se o residuo do engacgo de uva
coletado em fevereiro de 2020, cedido pela empresa Sabores de Frutas Santa Maria
localizada no distrito Chd do Esquecido do municipio Sdo Vicente Férrer — PE
(Figura 4).

Figura 4 — Localizacao do local de coleta.

A B

(A) Distrito Cha do Esquecido; (B) Municipio de S&o Vicente Férrer, em Pernambuco.

Fonte: Google Maps.

Apés a coleta, promoveu-se a separacao de qualquer casca ou polpa de uva
residual no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEBp) do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba. O engaco, livre dos residuos de
casca e polpa, foi higienizado com solucdo de hipoclorito de sédio a 1%(v/v) e

lavado em agua corrente (Figura 5).

Em seguida, apos a lavagem e esterilizacdo (121°C, 1 atm, 15 min), o engaco
foi seco em estufa a 60°C durante 42h, e triturado em moinho de facas tipo Willey
(SOLAB, SL-31) numa granulometria de 10mesh. O triturado obtido foi armazenado
a temperatura ambiente, protegido de umidade em sacos plasticos de fechamento

hermético, para posterior utilizacao.
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Figura 5 — Engaco lavado.

Fonte: AUTOR (2020)

4.2 Caracterizacao do residuo do engaco de uva

O residuo foi caracterizado fisico-quimicamente quanto ao percentual de
umidade, pH, a densidade aparente, a densidade real, a porosidade do leito e o teor
de acucares redutores e acgUcares redutores totais, segundo a metodologia descrita

seqguir:

4.2.1 Percentual de umidade

Para analise do percentual de umidade, pesou-se 330g do engaco lavado e
esterilizado em uma placa de Petri. Entdo, este conjunto amostra-recipiente foi
colocado em estufa a 60°C por 42h, e posteriormente pesado novamente. Sendo o
percentual de umidade representado pelo teor de agua livre presente na amostra,
determinado conforme a Equacédo 1 (EMBRAPA, 2010).

Umidade (%) _ (peso inicial —peso final da amostra ) % 100 Eq. (1)

peso inicial da amostra
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4.2.2 pH

Para determinacéo do valor do pH do substrato, preparou-se uma suspensao
com 50mL de agua e 5g de engaco seco e triturado, posteriormente,
homogeneizada e colocada em repouso por 30 minutos para precipitacdao. Depois, 0
pH foi determinado em um potencidmetro (TECNOPON — LUCA 210) previamente
calibrado com solugdes padrao (ADOLF LUTZ, 2008).

4.2.3 Densidade aparente

A densidade aparente foi determinada conforme a Equacéo 2. Para a analise,
pesou-se 1g do engaco que foi posteriormente colocado em uma proveta, sem
compacta-lo, onde se verificou o volume ocupado e os espacos vazios (CORREIA,
2004).

massa (g)

Densidade aparente (ﬁ) = Eqg. (2)

volume ocupado (mlL)

4.2 .4 Densidade real

A determinacdo da densidade real foi dada pela relacdo entre a massa e o
volume ocupado pela amostra, através do deslocamento de um fluido de volume
conhecido, sendo esse fluido o 6leo de soja comercial. Para isso, o0 6leo foi colocado
em uma proveta e mediu-se 0 seu volume. Em seguida, foi adicionado o engaco
com uma massa conhecida e esperou-se até que este estivesse depositado
totalmente no fundo da proveta. Por fim, foi medido novamente o volume indicado na
proveta (Figura 6). Assim, o volume real ocupado pelo engaco foi determinado pela
diferenca entre o volume final e inicial, sendo a densidade real deste residuo dada
pela Equacéo 3.

_ ma
V,—11)

Eqg. (3)

3

Densidade real (%)

Em que: m4 € massa do substrato; V7 é volume do fluido; EV2 é volume do fluido

deslocado.
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Figura 6 — Determinacao da densidade real.

i

(A) 1g de engaco numa proveta de 10mL sem compactacéo; (B) Volume do fluido; (C) Volume
final ocupado pelo 6leo e engaco.

Fonte: AUTOR (2020)

4.2 .5 Porosidade do leito

Um meio poroso pode ser definido como uma matriz sélida que contém vazios
ou poros, por onde ocorre o fluxo de um fluido. Sendo entéo, porosidade, dada como
a razao entre o volume de vazios e o volume total do meio (COUTO, 2017). Assim, a
porosidade do leito foi calculada através da relacdo entre a densidade real e a

densidade aparente da amostra de engaco, através da Equacao 4.

. Densidade aparente
Porosidade = 1 - i

Eqg. (4)

Densidade real
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4.2.6 Teor de agucares redutores totais

Na determinacdo do teor de aguUcares redutores totais (ART), foi utilizado o
método DNS (acido3,5-dinitrosalicilico) que é descrito por SANTOS (2007) de
acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (Embrapa).

Para andlise, em um frasco Erlenmeyer foi pesado 1g do engaco e
adicionados 9mL de 4gua destilada e 5mL de HCL 1N. Esta mistura foi colocada em
uma mesa agitadora (SOLAB — SL 223) durante uma hora a 200rpm. Em seguida,
foram adicionados 2mL de NaOH 1N. Esta ultima mistura foi entdo filtrada em um
funil de Buchner utilizando um papel de filtro qualitativo (Whatman n°l), com o
auxilio de uma bomba a vacuo (TECNAL — TE 0581). Em um tubo de ensaio,
adicionou-se a 0,5mL desta solucéo filtrada, 2,5mL do reagente DNS. A mistura foi
aquecida a 100°C durante 5 minutos e resfriados a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 4mL de agua destilada, e realizadas a homogeneizacgao

e leitura em espectrofotbmetro (EVEN) a 540nm.

4.3 Processo de producéo enzimatica

4.3.1 Microrganismo e inoculo

No preparo do inoculo para o cultivo sélido, foi realizado o repique da cultura
de um isolado de Paecilomyces sp. TP08, originado de um solo contaminado com
Oleo diesel na cidade de Jodo Pessoa - PB, cedido pelo Laboratorio de Biologia
Molecular e Biotecnologia Vegetal (Prof2. Dra. Adna Cristina Barbosa de Sousa) do
Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, mantido em meio
sélido Agar-Dextrose em placas de Petri e incubado a 30°C durante 15 dias, em

seguida armazenado a 4°C (Figura 7).
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Figura 7 — Fungo Paecilomyces sp. cultivado em meio sélido Agar-Dextrose.

Fonte: Autor (2020)

Posteriormente, foi preparada uma suspensao de conidios adicionando-se
4mL de uma solucao Tween 80 a 0,3% (v/v) na placa de Petri e, com o auxilio de
uma alca de platina, fez-se a raspagem de conidios da superficie do meio. Apos
homogeneizacao, a solucao foi transferida para um tubo Falcon esterilizado para a
guantificacdo de conidios e posterior inoculacao.

A gquantificacdo da concentracao de conidios na suspensao foi feita por meio
de contagem em Camara de Neubauer, e calculada de acordo com a Equacéo 5. E
o volume de suspensdo a ser inoculado ao meio de fermentacdo foi calculado
conforme a Equacéo 6, ajustado de modo a ter-se um inéculo de 1x10’ conidios por

grama de substrato sélido.

conidios

Ceoon idios ( ) = E x5 x10* xF, Eq. (5)

mL

~ .y, idi
Concentra ¢ao de indculo e N m(g)
9

con idios ) Eq (6)

mL

Vsuspens ao (mL) = o (
con 1dlos

Em que: £é a média de conidios contados na Camara de Neubauer; Ceonigios €
a concentracao de conidios na suspensdo; Fp é o fator de diluicdo para a contagem

na Camara de Neubauer; E m, a massa de substrato utilizada
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4.3.2 Cultivo para producao enzimatica

O cultivo sdlido para producdo enzimatica foi realizado em frascos
Erlenmeyers de 125mL contendo 5g de substrato (engago de uva), previamente
esterilizados. Em seguida, realizou-se a inoculacdo em cada frasco com 1x10’
conidios por grama de substrato. Para o controle da producdo, em um frasco ao
invés de adicionar uma concentracao de inéculo, foi adicionado uma quantidade
equivalente de agua destilada esterilizada. Todos os frascos foram mantidos em

temperatura ambiente (30+1°C).

O cultivo teve duracdo de 120 horas, sendo retiradas amostras a cada 24
horas para realizacdo das analises de atividade enzimatica. Os cultivos foram

realizados em duplicata (Figura 8).

Figura 8 — Cultivos para produc¢éo enzimatica.

Fonte: AUTOR (2020)
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4.4 Extracdo e caracterizacdo do complexo enzimatico

4.4.1 Obtencgéo do extrato enzimatico bruto

Para extracdo do complexo enzimatico, foi adicionado em cada frasco
Erlenmeyer tampao citrato a 0,05M (pH 5,0) na proporcao de 10mL de tampéao para
cada grama de substrato (10mL:1g). A mistura foi homogeneizada em mesa
agitadora (SOLAB- SL 223) a 200rpm por 30 minutos.

Em seguida, filtrou-se a suspensao em funil de Buchner e papel de filtro
(Whatmann n°1) com auxilio de bomba a vacuo (TECNAL — TE 0581) para separar o
residuo de engaco processado da fracao liquida contendo o complexo enzimatico
produzido (Figura 9). As amostras filtradas foram adicionadas em tubos Falcon e

armazenadas em congelador para posteriores analises.

Figura 9 — Filtracdo para obtencao de extrato bruto enzimatico.

(A) Frasco Erlenmeyer onde ocorria o cultivo; (B) Aparato composto de frasco Kitassato, funil de
Buchner e papel filtro; (C) Fra¢&o liquida, extrato bruto enzimético; (D) Bomba a vécuo.

Fonte: AUTOR (2020).
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4.4.2 Andlises do extrato enziméatico bruto

4.4.2.1 Determinacgéo da atividadede celulases totais (FPase)

A quantificacdo da atividade de celulases totais foi realizada de acordo com
adaptacdo da metodologia proposta por Oliveira Junior (2014), onde o substrato
empregado foi o papel de filtro (Whatmann N°1) cortado em tiras medindo 1x 6cm.
As tiras foram colocadas em tubos de ensaio, e foi adicionado 0,5mL de tampéo
citrato 0,05M (pH 5,0) e 0,5mL de extrato enzimético. A mistura foi incubada a 50°C
durante 60 minutos, para ocorréncia da reacdo enzimatica (Figura 10). Em seguida,
foi retirada 0,5mL da mistura reacional e adicionada a tubos de ensaio contendo
0,5mL do reagente DNS. Estes seguiram para o banho termostatizado a 100°C
durante 5 minutos. Apés o resfriamento a temperatura ambiente, foram acrescidos

4mL de agua destilada aos tubos e as amostras homogeneizadas.

Foi realizada a leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro
(EVEN) no comprimento de onda de 540nm para determinacdo dos acgucares
redutores produzidos, de acordo com o método DNS. O branco da reacdo é feito
para realizar a determinacdo da concentracdo inicial de acucares redutores no
extrato enzimatico, para isso, adicionou-se 0,5mL do tampéao citrato 0,05M (pH 5,0)
e 0,5mL do extrato enzimatico obtido em Oh de processo. Posteriormente, todos os
procedimentos foram realizados em semelhanca as outras amostras, como descrito

anteriormente.

Os ensaios foram feitos em triplicata, e comparou-se os valores obtidos nas
leituras com uma curva padréao de glicose. Uma unidade de atividade de celulase é
definida pela producdo de 1lumol de glicose por minuto (0,18mg de glicose por

minuto), nas condicBes de processo, e € expressa por U/g como diz a Equacéao 7.

_ (A-B)xfxdx1xR

U
FPase (E) (0,18 x 60 x 0,5)

Eqg. (7)

Em que: 4 é a absorbancia da amostra; B é absorbancia do branco da

amostra; fé o fator de conversao da curva de calibracdo (mg/mL); d é a diluicdo da
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amostra; 7 é o volume total da mistura reacional (mL); R é a razdo do volume de
solvente por grama de meio cultivado (mL/g); 0,18 é o fator de conversdo de
miligramas para pmol de glicose; 60 € o tempo de reacdo (minutos); E 05 é o

volume do extrato enzimético na mistura reacional (mL);

Figura 10 — Preparo para reacdo enzimatica de determinagéo de celulases totais.

(A) Tira de papel de filtro medido 1cm x 6¢cm; (B) Tudo de ensaio com a tira de papel filtro; (C)
Incubacéo dos tubos a 50°C.

Fonte: AUTOR (2020).

4.4.2.2 Determinacéo da atividade de endoglucanases (CMCase)

A determinacdo da atividade de endoglucanases foi realizada de acordo com
adaptacao do protocolo proposto por Oliveira Janior (2014), em que uma solucéo de
carboximetilcelulose sédica a 2% em tampdao citrato 0,05M (pH 5,0) foi utilizada
como substrato. Em tubos de ensaio contendo 0,25mL de extrato enzimatico, foram
adicionados 0,25mL do substrato, e incubou-se essa mistura a 50°C por 30 minutos.
Apos isso, foram adicionados 0,5mL de reagente DNS e os tubos foram levados a
um banho termostatizado a 100°C por 5 minutos e por fim foram adicionados aos

tubos 4mL de agua destilada e promovida a homogeneizacao.
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Para determinar a glicose liberada pela reacdo com o DNS, foi realizada a
leitura da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro (EVEN) no comprimento
de onda de 540nm. Para o branco da reacdo foram adicionados 0,5mL do reagente
DNS a uma mistura de 0,25mL de substrato com 0,25mL do extrato enzimatico
obtido em Oh do processo. Em seguida, seguiram-se todos os procedimentos

realizados as outras amostras, como descrito anteriormente.

Os ensaios foram feitos em triplicata, e comparou-se os valores obtidos nas
leituras com uma curva padréo de glicose. Expressa por U/g, e calculada de acordo
com a Equacéo 8, uma unidade de atividade de endoglucanase equivale a 1umol de
glicose liberada por minuto, nas condi¢des do processo (ALVA et al, 2007).

_ (A-B)xfxdx05xR

U
CMCase (E) (0,18 x 30 x 0,25) Ea. (8)

Em que: A4 é a absorbancia da amostra;, B é absorbéancia do branco da
amostra; fé o fator de conversao da curva de calibracdo (mg/mL); d é a diluicdo da
amostra; 0,5 € o volume total da mistura reacional (mL); R é a razdo do volume de
solvente por grama de meio cultivado (mL/g); 0,18 € o fator de conversao de
miligramas para pmol de glicose; 30 é o tempo de reacdo (minutos); E 025 € o

volume do extrato enzimatico na mistura reacional (mL);
4.4.2.3 Determinacéo da atividade de pectinases

Para estimativa da atividade pectinolitica, utilizou-se farinha de maracuja
como substrato, num procedimento adaptado da metodologia descrita por Pinheiro
(2007). Para isso, foi preparada uma solucdo de farinha de maracuja a 1% em
tampédo acetato 0,1M (pH = 5,7). Entdo em tubos de ensaio contendo 2mL desta
solucéo, foram adicionados 0,25mL de extrato enzimatico e em seguida incubados a
35°C durante 30 minutos para ocorréncia da reacdo enzimatica. Apés isso, foram
transferidos 0,5mL da mistura de reacdo para tubos de ensaio contendo 0,5mL do
reagente DNS que seguiram para um banho termostatizado a 100°C por 10 minutos
(Figura 11). Por fim, apGs o resfriamento, os tubos foram acrescidos de 4mL de 4gua

destilada e homogeneizados.
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As amostras seguiram entdo para leitura em espectrofotdmetro (EVEN) a
540nm, com ensaios realizados em triplicata. O branco da reacgéao foi preparado
adicionando-se 0,5mL do reagente DNS a uma mistura de 2mL da solucdo substrato
com 0,25mL do extrato enzimatico obtido em Oh do processo. Em seguida, foram
seguidos todos os procedimentos realizados as outras amostras, como descrito

anteriormente.

A determinacdo da atividade de pectinases no extrato enzimatico foi baseada
no aumento de acucar redutor formado por acdo da enzima na pectina presente na
farinha de maracujd. Uma unidade de atividade enzimatica de pectinase
corresponde a quantidade de enzima que libera 1umol de glicose por minuto, nas
condi¢cbes do processo. Os resultados foram expressos por U/g e calculados de

acordo com a Equacao 9.

_ (A-B)xfxdx225xR

Atividade Pectinase (g) (0,18 7 30 % 0.25) Eqg. (9)

Em que: 4 é a absorbancia da amostra; B é absorbancia do branco da
amostra; fé o fator de conversao da curva de calibracdo de glicose (mg/mL); d é a
diluicdo da amostra; 2,25 € o volume total da mistura reacional (mL); R € a razdo do
volume de solvente por grama de meio cultivado (mL/g); 0,18 € o fator de conversao
de miligramas para pmol de glicose; 30 € o tempo de reacdo (minutos); E 025 ¢é o

volume do extrato enzimatico na mistura reacional (mL);

Figura 11 — Tubos contendo a mistura reacional e DNS, na analise de pectinases.

Fonte: AUTOR (2020).
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4.4 .2.4 Proteinas sollUveis totais

Para analise das proteinas totais foram adicionadas em tudo de ensaio 10uL
do extrato enzimatico, 790uL de adgua destilada e 200uL do reagente de Bradford.
Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por 15 minutos para a reagao
(Figura 12). Terminado o tempo de reacdo, foi realizada a leitura em

espectrofotdmetro a 595nm.

O branco foi preparando um tubo contendo 800uL de agua destilada e 200uL
do reagente de Bradford. A andlise foi realizada em triplicata, e empregaram-se 0s
valores obtidos na leitura na comparag¢do com uma curva padrao de albumina sérica
bovina (BRADFORD, 1976).

Figura 12 — Tubos incubados a temperatura ambiente para determinacao de

proteinas sollUveis totais.

Fonte: AUTOR (2020).

4.5 Avaliacao do crescimento microbiano

Para a avaliacdo do crescimento do isolado de Paecilomyces sp. TPO8
durante o processo de fermentacdo em estado solido foi estimada em Camara de
Neubauer a concentracéo de conidios de cada amostra de extrato bruto retirada. Os
resultados foram expressos em c/mL (conidios por mL de extrato), e calculados de

acordo com a Equacéo 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do residuo de engaco de uva

Os resultados da caracterizacdo do engaco de uva estao apresentados na
Tabela A.

Tabela A - Caracterizacgao fisico-quimica do engaco de uva

Parametro analisado Unidade Resultado
Umidade % 73
pH - 4
Densidade aparente g/mL 0,39
Densidade real g/mL 1,18
Porosidade do leito - 0,66
AcuUcares redutores totais g/L 0,434

Fonte: AUTOR (2020)

O residuo de engaco apresentou um teor de umidade maior que os valores de
20%, 13,9%, 15,5% obtidos por Prozil (2013), Costa (2010) e Yahya (2015)
respectivamente. Esta diferenca pode ser atribuida aos processos de preparo do

substrato deste trabalho e os encontrados na literatura.

A densidade aparente de 0,39g/mL mostra certa tendéncia a néo
compactacdo do substrato, uma vez que influencia diretamente no aumento da
porosidade do leito, consequentemente aumentando a areacdo do meio de cultivo,
proporcionando uma melhor difusividade de gases no processo. O pH 4 observado,
estd de acordo com o esperado desse substrato pela presenca de compostos

fendlicos em sua composicao, estudada por Prozil (2013).
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Este substrato apresentou também, um teor de aclcares redutores totais de
0,4344g/L, pouco menor do que o teor de 0,9g/L encontrado por Rocha (2018) em
residuos agroindustriais de acerola e caja. Prozil (2013) realizou uma anélise da
composicdo média de monossacarideos no engaco da uva, observando em seus
resultados um teor de 62,7% de glicose na massa total de monossacarideos
presentes no residuo. Este mesmo autor atribuiu a origem desse teor de glicose a
composicdo dos 30,3% de celulose e 21% de hemicelulose que encontrou em suas
analises quimicas do engaco de uva. Esse teor de glicose presente no substrato
corrobora entdo a composicao lignocelulésica e pode favorecer o processo da FES.

5.2 Processo de producdo enzimatica

Durante o tempo de 120 horas de cultivo, o substrato n&o sofreu alteracdes
visuais, ndo sendo possivel observar caracteristicas macroscopicas do crescimento
do fungo (Figura 13). Porém, € possivel atestar que houve seu desenvolvimento

através das analises que comprovam a producéo enzimatica pelo fungo.

Figura 13 — Aspecto visual do substrato ao longo do processo fermentativo.

5

A ‘ B

(A) Meio de fermentacdo em Oh de processo; (B) Meio de fermentacdo em 120h de processo;
Fonte: AUTOR (2020)
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5.3 Atividade de celulases totais (FPase)

Uma unidade da atividade da celulase total € definida pela quantidade de
enzima que libera 1umol de glicose por minuto - equivalente a 0,18mg de glicose por
minuto - (ALVA et al., 2007). A Figura 14 apresenta os valores da andlise de FPase

em cada ponto de tomada de amostra no processo.

Figura 14 — Atividade de celulases totais durante o processo de producao

enzimatica por Paecilomyces sp. TP08
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Fonte: AUTOR (2020)

A atividade celulolitica total deste processo teve seu melhor desempenho no
inicio da fermentacéo, entre 24h e 48h, onde se obtiveram atividades semelhantes
de 0,25U/g. A oscilacdo dos valores de atividade entre 48h e 96h explica-se pela
disponibilidade de glicose livre no meio, diminuindo a demanda de producao
enzimatica momentaneamente. Santos (2018), utilizando a fibra do coco verde como
substrato no cultivo em estado sélido de Paecilomyces sp., ao contrario do
observado no presente trabalho, obteve a melhor atuacdo da atividade celulolitica ao

final da fermentacdo, observando o valor de 33,1U/g em 196h. Gervasio (2017),
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utilizando o mesmo substrato que Santos (2018), mas utilizando um isolado de
Aspergillus sp. também observou uma melhor atividade no final da fermentagéo,
porém com um valor inferior, de 15,7U/g. J& Zufiiga (2009), utilizando o bagaco de
cana de agucar e nutrientes diversos no cultivo sélido de A. niger, obteve atividade
de 0,59U/g em 72h de processo.

Carvalho (2018), em seu estudo comparativo da producdo de celulases com
fungos do género Trichoderma utilizando uma mistura de casca de café e bagaco de
cana como substrato, observou atividade maxima de celulases totais em 120h de
cultivo para ambas as espécies avaliadas, com valores de 4,05U/g para T. reseei e
de 2,92U/g para T. koningii. Ja& Daronch (2015), utilizando o Penicillium sp. com o
residuo de casca de soja como substrato, num percentual de umidade semelhante
ao do presente trabalho, observou uma maior atividade celulolitica total de 1,19U/g

em 168h de cultivo.

Ao comparar com o0s resultados obtidos na literatura, percebe-se uma
producéo de celulases totais aquém daquelas obtidas por Santos (2018) que utilizou
o mesmo fungo, porém empregando como substrato a fibra do coco verde, e que
Gervasio (2017), Zufiga (2009) e Carvalho (2018) que obtiveram seus resultados de
processos onde foram empregados fungos e substratos diferentes dos estudados
nesse trabalho, sendo eles respectivamente, o fungo Aspergillus sp e como

substrato o bagaco de cana.
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5.4 Atividade endoglucanases (CMCase)

Uma unidade da atividade da endoglucanase equivale a 1umol de glicose
liberada por minuto (ALVA et al., 2007). A Figura 15 apresenta os valores da analise

de CMCase em cada ponto de tomada de amostra no processo.

Figura 15 — Atividade endoglucanase durante o processo de produc¢do enzimatica

por Paecilomyces sp. TP08
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Fonte: AUTOR (2020)

A atividade de endoglucanase mostrou um acréscimo gradual no inicio do
processo, obtendo um valor de 0,86U/g em 24h de cultivo e mantendo-se constante
numa atividade de 1,0 U/g desde 48h ao final do processo em 120h. A atividade
CMCase de Paecilomyces sp TP08 observada por Santos (2018), empregando a
fibra de coco verde como substrato, ndo obteve valores menores que 23U/g a partir
das 96h e teve seus maiores valores obtidos ao final da fermenta¢do, com picos nos
tempos de 168 e 192 horas e atividades de 34,6U/g e 32,2U/g. A atividade de
CMCase de Aspergillus sp. observada pela mesma autora, também obteve seus

picos de atividade as 168 e 192 horas, ainda que em valores um pouco menores.
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Carvalho (2018) obteve maiores atividades de endoglucanases as 120h de
cultivo, de valores de 28,7U/g e 4,05U/g para as espécies T. koningii e T. reseei
respectivamente, tendo este Ultimo apresentado um aumento linear da atividade

enzimatica.

A producdo de endoglucanases observada por Santos (2018) e Gervasio
(2017) se comportou de forma variavel, com picos, indicando nos decréscimos de
atividade um consumo dos acucares redutores provenientes da hidrélise enziméatica.
A constancia observada neste trabalho, a partir das 48h indica que o microrganismo
pouco utilizou as enzimas produzidas, significando que nao estava havendo hidrélise

por endoglucanases durante o processo.

5.5 Atividade Pectinolitica

Uma unidade da atividade da pectinase foi definida pela quantidade de
enzima que liberou 1umol de glicose por minuto (OLIVEIRA JUNIOR, 2014). A
Figura 16 apresenta os valores da andlise de pectinas em cada ponto de tomada de

amostra no processo.

A atividade de pectinase, observada pela variagdo da quantidade de acgucar
redutor, proveniente da hidrélise de pectinas presentes no substrato empregado no
ensaio analitico, obteve seu pico maximo em 48h de processo com 14,9U/g de
atividade, decrescendo aos poucos logo em seguida. Rocha (2018) observando a
atividade pectinolitica de fungo A. niger usando residuo de caja como substrato,
também observou o apice da atividade em 48h de cultivo, obtendo um valor de
8,5U/g. Utilizando o residuo de acerola, este mesmo autor mensurou o valor maximo
de atividade de pectinase em 72h, com valor de 3,8U/g. Ja Stock (2013), utilizando
como substrato para A. niger, uma mistura de bagaco de cana e farelo de trigo, as

18h observou uma atividade de 7U/g.
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Figura 16 — Atividade pectinolitica durante o processo de producao enzimatica por

Paecilomyces sp. TP08
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Fonte: AUTOR (2020)

5.6 Proteinas sollveis totais do extrato enzimatico

A variacdo da concentracdo de proteinas sollveis totais durante o processo

apresentou um perfil de acréscimo do conteudo proteico. Este resultado pode ser

observado na Figura 17.
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Figura 17 — Proteinas solUveis totais durante o processo de producdo enzimatica

por Paecilomyces sp TPOS8.
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Fonte: AUTOR (2020)

No inicio, observou-se uma concentracdo de proteinas solluveis totais de 0,1
mg/mL e um aumento gradativo durante o processo. Constatando que o aumento
proteico soluvel foi significativo, pois atingiu cerca de 5 vezes mais do que o inicial.
Portanto, pode-se afirmar que houve um enriquecimento proteico no engaco de uva
apos a biotransformacédo promovida pelo Paecilomyces sp. Portinho (2016) relatou
gue o engaco de uva possui baixo valor nutritivo para alimentacdo de ruminantes.
Assim, apds o cultivo realizado no presente estudo, verificou-se um potencial de

utilizacéo para alimentacdo animal devido ao aumento do conteudo proteico.

O enriquecimento proteico do substrato ocorrido durante o cultivo em estado
sélido também foi observado por Amorim (2011) na fermentacao do farelo de cacau
por A. niger, com um aumento de 13% do teor de proteina bruta as 48h de cultivo.
Utilizando o mesmo microrganismo e o bagaco de caju como substrato, Pontes
(2009) também observou um aumento de 13% do teor de proteinas do seu

substrato.
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5.7 Avaliag&o do crescimento microbiano

A variacdo da concentracdo de conidios ao longo do processo representando
a cinética do crescimento microbiano do isolado de Paecilomyces sp. TP08 pode ser
observada na Figura 18.

Figura 18 — Curva de crescimento microbiano ao longo do processo de fermentacéo

em estado sdlido.
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Fonte: AUTOR (2020)

A variacdo apresentada ao inicio do processo seguida do pico de
concentracéo encontrado ao fim do processo, com valor de 55,5x10* c¢/mL, pode ser
atribuida a adaptacdo do isolado ao meio de cultivo, relacionada ao acesso de
nutrientes do substrato ou ainda ao estresse hidrico pelo emprego do substrato
seco. Porém, os valores de concentracdo de conidios obtidos quando comparados
aos encontrados na literatura séo satisfatérios, de acordo com o método de cultivo e

tipo de meio empregado.

Ibrahim e Low (1993), em seu estudo para producdo em massa de fungos

entomopatogénicos, ao fim de 14 dias de cultivo a 28°C obteve valores de
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concentracéo de conidios de Paecilomyces fumoroseous de 22x10° ¢/mL utilizando a
polpa de coco ralada como substrato. Guimaraes (2016), empregando a fibra de
algaroba como substrato para o cultivo de outro fungo entomopatogénico, Beauveria
bassiana, em 10 dias de cultivo a 29°C obteve valores da concentracdo de conidios
de 2,36x10° c/g. E Silva (2017), utilizando o mesmo substrato para o cultivo de
Metarhizium anisopliae, apés 72h de cultivo obteve uma concentracdo de mais de
1000 conidios por grama de substrato. Assim, os dados de crescimento microbiano
obtidos nesse trabalho estdo de acordo com os dados da literatura para o
crescimento de Paecilomyces sp. em substratos soélidos, assim como de outros

fungos de aplicagcbes semelhantes.
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6 CONCLUSOES

O engaco da uva apresentou caracteristicas fisico-quimicas (pH, porosidade,
umidade e quantidade de acucares redutores totais) compativeis com substratos
normalmente empregados no cultivo sdlido. Portanto, nas condigfes analisadas, o
engaco de uva apresentou potencial de utilizacdo para producdo enzimatica por
Paecilomyces sp. TP08. As atividades enziméticas determinadas indicam que o
fungo foi induzido a produzir enzimas celuloliticas e pectinoliticas, e esta producdo
promoveu um aumento do conteudo proteico do engaco melhorando sua qualidade
guanto ao valor nutricional, podendo ser utilizado como auxiliar na alimentacéo

animal.

Embora tenha apresentado resultados satisfatorios na producédo de enzimas,
fica evidente a necessidade de estudos acerca de melhores condi¢cdes de cultivo e
de novas combinagcbes de microrganismos para aumentar a atividade enzimatica
observada. Assim como mais estudos para caracterizagcdes enzimaticas, como
testes de termoestabilidade e avaliacdo de viabilidade para emprego em processos

industriais.



46

REFERENCIAS

ALVA, S.; ANUPAMA, J.; SALVA, J.; CHIU, Y.Y.; VYSHALI, P.; SHRUTI, M,
YOGEETHA, B.S.; BHAVYA, D.; PURVI, J.; RUCHI, K.; KUMUDINI, B.S;
VARALAKSHMI, K.N. Production and characterization of fung alamylase enzyme
isolated from Aspergillus sp. JGI 12 in solid state culture. African Journal of

Biotechnology, 2007.

AMORIM, G.M. Ferrmentacdo de farelo de cacau por Aspergillus niger para
obtencao de lipase e biomassa para alimentacédo animal. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de P6s Graduacdo em Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia. Itapeinga, BA. 2011.

ANDRADE, A.S.A. Estudo da producédo de enzimas pectinoliticas e celuloliticas por
fermentacdo em estado solido a partir do bagaco de caja. Trabalho de Concluséo de
Curso — Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa,
PB. 2016.

BARCIA, M.T.; PERTUZATTI, P.B., GOMES-ALONSO, S.; GODOY, H.T;
HERMOSIN-GUTIERREZ, |. Phenolic composition of grape and winemaking by-
products of Brazilian hybrid cultivars BRS Violeta and BRS Lorena. Food Chemistry
159: 95-105. 2014.

BONATO, L.T. Analise historico-comparada do desenvolvimento do mercado de
vinho em trés regifes produtoras no Brasil. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de

Pos-graduacdo em agronegocios, Universidade de Brasilia. Brasilia, DF. 2020.

BRADFORD, M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry. New York, v. 72, 1976.

CATANEO, C. B.; CALIARI, V.; GONZAGA, L. V.; KUSKOSKI, E. M.; FETT, R.
Atividade antioxidante e contetdo fendlico do residuo agroindustrial da producéo de

vinho. Seminario: Ciéncias Agrarias, v. 29, n. 1, p. 93-102, 2008.



a7

CARVALHO, I.Z.; BARRETO, L.S.; COELHO, J.M.; PINHEIRO, |.R. Avaliacdo da
casca de café como substrato producédo de celulases por fermentacdo em estado
soélido. Congresso Técnico Cientifico da Engenharia e da Agronomia. Macei6, AL.
2018.

CCEF, COMITE NATIONAL DES CONSEILLERS DU COMMERCE EXTERIEUR DE
LA FRANCE. Wine in the world as we approach 2050 — The 21 century market
challenges, Foresight. Paris, 2009.

CORREIA, R.T.P. Estudo do cultivo semi-sélido em residuo de abacaxi por
Saccharomyces cereviseae e Rhizopusoligosporus. Tese (Doutorado) — Programa de
P6s-Graduagdo em Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
Natal, RN. 2004.

COSTA, V.L.F. Propriedades papeleiras das fibras engaco da uva. Dissertacao
(Mestrado) — Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro. Aveiro, Portugal.
2008.

COUTO, H.J.B.; BARBOSA, F.L.L.; LIMA, O.A. Permeabilidade de meios porosos
minerais: efeito da esfericidade, granulometria e tipo de mineral. XXVII Encontro
Nacional de Tratamento de Minérios e Metalurgia Extrativa. Belém, PA. 23 a 27 de
Outubro 2017.

CUNHA, N. Projeto de uma planta de tratamento anaerébio de residuos vinicos com
aproveitamento energético do biogas gerado. Trabalho de Conclusdo de Curso —

Engenharia ambiental, Universidade de Caxias do Sul. Caxias do Sul, RS. 2018.

DARONCH, N. A. et al. Producéo de celulase por Penicillium sp. utilizando residuo
agroindustrial em fermentacdo em estado sélido. Blucher Chemical Engineering
Proceedings, v. 1, n. 3, p. 1215-1220. 2015.

GALINDO, H.M.; Produgao e caracterizacao de exoglucanases e endoglucanases de

mucorales utilizando fermentagdo solida. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de



48

Pé6s-Graduacdo em Biologia de Fungos, Universidade Federal e Pernambuco.
Recife, PE. 2016.

GERVASIO, D.K.L. Utilizagcdo do residuo do coco verde para producdo de enzimas
por fermentagdo em estado sdlido. Trabalho de Conclusdo de Curso — Centro de

Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa, PB. 2017.

GUIMARAES, A.G. L. P. Produc&o de conidios e enzimas hidroliticas por Beauveria
Bassiana (Bals) wvuillemin (Deuteromycotina: Hyphomycetes) em diferentes

substratos. 2016. Dissertacdo de mestrado, 198p.

GONZALEZ-PARAMAS, A.M.; ESTEBAN-RUANO, S.; SANTOS-BUELGA, C.
PASCUAL-TERESA, S.; RIVAS-GONZALO, J.C. Flavanol content and antioxidant
activity in winery byproducts. Journal of Agricultural Food Chemistry. 52: 234-238.
2004.

IBRAHIM, Y.B; LOW, W;. Potential of mass-production and field efficacy of isolates of
the entomopathogenic fungi Beauveria bassiana and Paecilomyces fumosoroseus
against Plutella xylostella , International Journal of Pest Management, 39:3, 288-292.
1993.

IBRAVIN, INSTITUTO BRASILEIRO DO VINHO. Panorama da Vitivinicultura
Brasileira: Reunidao da Camara Setorial da Cadeia Produtiva da Viticultura, Vinhos e
Derivados. Brasilia, 01 de marco de  2018. Disponivel em:

https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/camaras-setoriais-

tematicas/documentos/camaras-setoriais/viticultura-vinhos-e-

derivados/2018/47aro/2-5-comercializacao.pdf. Acesso em: 8 de jul. 2020.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz. Métodos

fisico-quimicos para analises de alimentos. 42 ed. (12 Edicao digital). 2008.

JAYANI, R.S.; SAXENA, S.; GUPTA, R. Microbial pectinolytic enzymes: A review.
Process Biochemistry, v. 40, p. 2931-2944, 2005.


https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/camaras-setoriais-tematicas/documentos/camaras-setoriais/viticultura-vinhos-e-derivados/2018/47aro/2-5-comercializacao.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/camaras-setoriais-tematicas/documentos/camaras-setoriais/viticultura-vinhos-e-derivados/2018/47aro/2-5-comercializacao.pdf
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/camaras-setoriais-tematicas/documentos/camaras-setoriais/viticultura-vinhos-e-derivados/2018/47aro/2-5-comercializacao.pdf

49

LEHNINGER, A L.; NELSON, D.L.; COX, M.M. Principios de bioquimica. 2. ed.

Sarvier, Sao Paulo. 1995.

LI, H.; WANG, H.; LI, H.; STEVE, G.; PAUL, V.D.L.; XU, Z.; ALESSIO, F.; YANG, P.
The Worlds of Wine: Old, New and Ancient. Wine Economics and Policy. 2018.

NOGUEIRA, F.M.; MORAIS, AN.R; OLIVEIRA, G.P; MARTINS, L.M.S.; GIRAO,
R.J.S; CARVALHO, T.C.B. Micetoma causado por Paecilomycessp.: Relato de caso.
Brasilia Med, 49(3): 221-224. 2012.

MATEO, J.J.; MAICAS, S. Valorization of winery and oil mill wates by microbial
technologies. Food Research International. 2015.

MELLO, L.M.R. Uvas: Desempenho do Setor em 2018. Revista Campo & Negocios.
2019.

MUKESH KUMAR, D.J.; SARANYA, G.M.; SURESH, K.; ANDAL PRIYADHARSHINI, D.;
RAJAKUMAR, R.; KALAICHELVAN, P.T. Prodution and optimization of pectinase from
Bacillus sp. MFW7 using cassava waste. Asian Journal of Plant Science and Research,
V. 2, p. 369-375, 2012.

OIV, INTERNATIONAL ORGANISATION OF VINE AND WINE. OIV Databases and

statistics. [s.n.] Disponivel em: http://www.oiv.int/en/databases-and-

statistics/statistics. Acesso em: 8 de jul. 2020.

OLIVEIRA, A.N.; OLIVEIRA, L.A.; ANDRADE, J.S.; CHAGAS JUNIOR, A.F. Enzimas
hidroliticas extracelulares de isolados de rizébia nativos da Amazdnia Central. Ciénc.
Tecnol. Aliment., Campinas, 26(4): 853-860, out.-dez. 2006

OLIVEIRA JUNIOR, S.D. Producio de enzimas por fungos em fermentacédo semi-
sélida utilizando bagaco de coco e pedunculo de caju como substratos. Dissertacédo
(Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Engenharia Quimica, Universidade
Federal do Rio Grande do Norte. Natal, RN. 2014.


http://www.oiv.int/en/databases-and-statistics/statistics
http://www.oiv.int/en/databases-and-statistics/statistics

50

PING, L.; BROSSE, N.; SANNIGRAHI, P.; RAGAUSKAS, A. Evaluation of grape

stalks as a bioresource. Industrial Crops and Products, 2011.

PINHEIRO, E.R. Pectina da casca do maracuja amarelo (Passiflora edulis
flavicarpa): Otimizag&o da extragdo com &cido citrico e caracterizacao fisico-quimica.
Dissertacdo (mestrado) - Programa de P4s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos,
Universidade Federal de Santa Catarina. Florianépolis, SC. 2007.

PINTO, G.A.S.; BRITO, E.S.; ANDRADE, A.M.R.; FRAGA, S.L.P.; TEIXEIRA, R.B.
Fermentacdo em Estado Sodlido: Uma Alternativa para o Aproveitamento e
Valorizacdo de Residuos Agroindustriais Tropicais. Comunicado Técnico Online,
EMPRAPA. Fortaleza, CE. 2005.

PONTES, C. R., Enriquecimento Protéico do Bagaco de Caju através de
Fermentacdo Semi-Sélida Utilizando Aspergillus niger. Dissertacao (Mestrado) - Pos-
Graduacao em Tecnologia dos Alimentos, Universidade Federal do Ceara. Fortaleza
— CE. 20009.

PORTINHO, R. Aproveitamento do enga¢co de uva para remocao de cafeina por
adsorcao. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia
Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS. 2016.

PROZIL, S.O. Caracterizacdo quimica do engaco da uva e possiveis aplicacoes.
Dissertacdo (Mestrado) — Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro. Aveiro,
Portugal. 2008.

SANTOS, B.F. Utilizac&o da fibra do coco verde (cocus nucifera L) como substrato
alternativo para producado de celulases fungicas. Trabalho de conclusdo de curso -

Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa, PB. 2018.

SANTOS, S.F.M. Estudo da producédo de pectinases por fermentacao em estado soélido
utilizando pedunculo de caju como substrato. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-
Graduacdao em Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
Natal, RN. 2007.



51

SEJAS, F. Andlise e quantificacdo de enzimas produzidas pelo fungo Endofitico
entomopatogénico Paecilomyces sp. isolado da soja (Glytinemax (l.) Merril).
Monografia (Graduacdo) — Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do
Parand. Curitiba, PR. 2002.

SILVA, G. M. H. Fibra da algaroba: um substrato alternativo para a producdo de
conidios e enzimas hidroliticas por fungos filamentosos. Trabalho de Conclusédo de
Curso — Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba. Jodo Pessoa,
PB. 2017.

STOCK, D. Conversao de pectina citrica a acido D-Galacturdnico usando pectinases
produzidas por fermentacdo no estado solido. Dissertacdo (Mestrado) — Pos-

Graduacao em Quimica, Universidade Federal do Parana. Curitiba, PR. 2013.

YAHYA, M. A.; AI-QODAH, Z.; NGAH, C. W. Zanariah. Agricultural bio-waste
materials as potential sustainable precursors used for activated carbon production: A

review. Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 46, p. 218-235, 2015

RAIMBAULT, M. General and microbiological aspects of solid substrate fermentation.

Eletronic Journalof Biotechnology.1998

ROCHA, J.C. Producdo, avaliagdo da estabilidade e aplicacdo de enzimas
pectinoliticas de Aspergillusniger IOC 4003 utilizando residuos de frutas tropicais
como substrato. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande no Norte. Natal, RN.
2018.

TONIETTO, J.; PEREIRA, G.E. The Development of the Viticulture for a High Quality
Tropical Wine Production in the World. International Symposium Of The Group Of
International Experts Of Vitivinicultural Systems For Cooperation, 17. Anais...Asti-
Alba, Italy: 2011



52

ZUNIGA, U.F R.; FARINAS, C.S.; GONCALVES, F.M N.; NETO, V.B.; COURI, S
CRESTANA, S. Influéncia do Meio Nutricional na Producdo de Celulases em
Fermentacdo Semi-Sélida do Bagago de Cana-de-agucar por Aspergillus niger. XVII
Simpasio Nacional de Bioprocessos. Natal, RN. 2009.



