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RESUMO

A utilizacdo de residuos agricolas e agroindustriais como fonte de matéria organica para obtencédo de
compostos de alto valor agregado, como a sintese enzimatica, é hoje material de estudo para diversas
investigacOes, devido ao fato de esses residuos apresentarem alta disponibilidade, baixo custo e
importante fonte de valor nutricional. Neste trabalho, é proposto o aproveitamento integrado do Residuo
Umido Cervejeiro (RUC) e do melago da cana-de-aglicar, ambos residuos obtidos nas industrias de
cerveja e acgucar respectivamente; como substratos potenciais para a sintese de inulinases por
fermentacdo em estado sélido. Diferentes tratamentos foram utilizados para o melago de cana, tais como,
tratamentos com carvéo ativado, EDTA e tratamento acido, visando reduzir a concentragdo de minerais
presentes em sua composi¢do, permitindo assim aumentar a resposta da atividade enzimatica e a
concentragdo de biomassa. Posteriormente, foram realizados os testes de fermentacdo em estado sélido,
os quais foram realizados com residuo cervejeiro em diferentes concentragdes percentuais de melago de
cana tratado. A utilizagdo do tratamento com &cido sulfarico 1 M foi definida como o melhor tratamento
para o melaco de cana, modificando o pH inicial do meio de fermentag&o para 5,0 e o pH final para 4,0,
obtendo uma atividade de inulinase total de 129,116 + 2,415 U.mL™ e concentracdo maxima de biomassa
de 8,78 g.L em 24 h de fermentacdo submersa. Foi possivel demonstrar um maximo de atividade da
inulinase na fermentagéo sdlida de 32,526 + 2,381 U.g*, utilizando uma concentracéo de melago de
cana tratado de 60% p.p. Os resultados mostraram uma faixa de maximizacéo da atividade entre 40%
e 60% p.p?, valores consideravelmente importantes para estudos de otimizacdo subsequentes, esses
dados revelam o uso potencial de RUC e melaco de cana tratado como fontes potenciais de sintese de
inulinase fornecendo uma fonte de nitrogénio, bem como uma importante fonte de carbono,
respectivamente.
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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAS

RESUMEN

La utilizacién de residuos agricolas y agroindustriales como fuente de materia organica para la obtencion
de compuestos de alto valor agregado, como la sintesis enzimatica, es hoy en dia material de estudio
para diferentes investigaciones, debido a que estos residuos poseen grande disponibilidad, bajo costo e
importante fuente de valor nutricional. En este trabajo se plantea el uso integrado del Residuo Hiumedo
Cervecero (RUC) y la melaza de cafia de azlcar, ambos residuos obtenidos de la industria cervecera y
azucarera respectivamente; como potenciales sustratos para la sintesis de inulinasas por fermentacion
en estado sélido. Se hizo uso de diferentes tratamientos a la melaza de cafia, tales como, tratamientos
con carbén activado, EDTA y tratamiento acido, buscando disminuir la concentracion de minerales
presentes en su composicién, permitiendo asi aumentar la respuesta de actividad enzimatica y la
concentracion de biomasa. Posterior a ello, fueron realizados los ensayos de fermentacion en estado
solido que fueron llevados a cabo utilizando residuo cervecero a diferentes concentraciones porcentuales
de melaza de cafia tratada. Fue definido el uso del tratamiento con acido sulfurico 1 M como el mejor
tratamiento a la melaza de cafia modificando el pH inicial del medio de fermentacion en 5,0 y pH final
en 4,0, obteniendo un total de actividad inulinasa de 129,116 + 2,415 U.mL™ y una concentracion
méxima de biomasa de 8,78 g.L* a las 24 h de fermentacion sumergida. Fue posible evidenciar un
maximo de actividad inulinasa en fermentacion sélida de 32,526 + 2,381 U.g*, utilizando una
concentracion de melaza de cafia tratada del 60% p.p?. Los resultados evidenciaron un rango de
maximizacion de actividad entre el 40% y 60% p.p?, valores considerablemente importantes para
estudios posteriores de optimizacion, estos datos revelan el uso potencial del RUC y la melaza de cafia
tratada como potenciales fuentes de sintesis de inulinasas aportando tanto fuente de nitrégeno asi como
una importante fuente de carbono respectivamente.

Palabras Clave: Fermentacion en estado solido, inulinasas, residuo hiimedo cervecero, levaduras.

ABSTRACT

The use of agricultural and agro-industrial residues as a source of organic matter to obtain high benefit
compounds, such as enzymatic synthesis, is nowadays study material for different investigations,
because these residues have high availability, low cost and important source of nutritional value. In this
work, the integrated use of the Wet Beer Residue (RUC) and the sugar cane molasses, both residues
obtained from the beer and sugar industries respectively, is proposed; as potential substrates for the
synthesis of inulinases by solid state fermentation. Different treatments were used for the cane molasses,
such as, treatments with activated carbon, EDTA and acid treatment, seeking to reduce the concentration
of minerals present in its composition, thus allowing increasing the response of enzymatic activity and
the concentration of biomass. Subsequently, the solid-state fermentation tests was carried out, which
were carried out using beer residue at different percentage concentrations of treated cane molasses. The
use of 1 M sulfuric acid treatment was defined as the best treatment for cane molasses, modifying the
initial pH of the fermentation medium to 5,0 and the final pH to 4,0, obtaining a total inulinase activity
of 129,116 + 2,415 U.mL™ and a maximum biomass concentration of 8,78 g.L* at 24 h of submerged
fermentation. It was possible to demonstrate a maximum of inulinase activity in solid fermentation of
32,526 + 2,381 U.g, using a concentration of treated cane molasses of 60% p.p™. The results showed a
range of maximization of activity between 40% and 60% p.p?, considerably important values for
subsequent optimization studies, these data reveal the potential use of RUC and treated cane molasses
as potential sources of inulinase synthesis providing both a source of nitrogen as well as an important
source of carbon respectively.

Keywords: Solid-state fermentation, inulinases, wet brewing residue, yeasts.

INTRODUCAO

O problema que envolve a geragéo e o descarte de residuos agricolas e agroindustriais,
tem promovido o desenvolvimento de tecnologias destinadas para a transformagao sustentavel
de recursos naturais, portanto, a aplicacdo de processos biotecnoldgicos aplicados ao seu

aproveitamento, é considerada uma estratégia promissora devido a composi¢ao quimica variada
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destes residuos (CORREDOR; PEREZ, 2018). Em definitiva, é de grande importancia ter como
enfoque o aproveitamento de residuos sdlidos organicos como potenciais fontes nutricionais de
origem agricola que proporcionem uma OGtima rentabilidade econdmica e sustentabilidade
ambiental.

A sintese de enzimas de origem microbiana por fermentagdo, sdo hoje resultado de
constantes avangos biotecnoldgicos. A importancia do uso de enzimas ndo apenas reside em
que é uma ferramenta potencial na reducao do tempo do processo, mas também, pode modificar
a aparéncia do produto, suas propriedades organolépticas e até seu valor nutricional
(STEUDLER; WERNER; WALTHER, 2019).

O uso de residuos agricolas e agroindustriais € hoje um material de pesquisa para a
producdo de enzimas com interesse industrial utilizando fermentacdes sélidas (KAPOOR,;
PANWAR; KAIRA, 2016). E o caso do residuo imido cervejeiro (RUC) e do melaco de cana-
de-agUcar, subprodutos gerados pela industria cervejeira e pela indUstria acucareira
respectivamente, que podem ser utilizados e convertidos em importantes fontes de sintese
enzimatica. O RUC é um subproduto do processo de fabricacdo de cerveja, que é constituido
principalmente por bagaco de malte e lupulo residual, em sua composicdo contém grandes
quantidades de componentes de fibras, carboidratos e proteinas (GOTTHARDI et al., 2018).
Por outro lado, o melago de cana-de-agucar é o liquido viscoso escuro final, obtido durante a
preparacdo do acucar por cristalizacdo repetida (VEANA et al., 2014), sendo este
potencialmente utilizado como indutor na producdo de inulinases devido a sua importante
concentracdo de sacarose.

As inulinases tém aplica¢cfes importantes e tem ganhado grande importancia na inddstria
de alimentos devido a sua capacidade hidrolitica, principalmente na producdo de soros de
frutose, bem como participar de processos de sintese de frutooligossacarideos (compostos com
potencial prebidtico) (OLIVEIRA et al., 2016). Um prebidtico € uma molécula que tem a
capacidade de estimular o crescimento de bifidobactérias no nivel intestinal e promover
beneficios para a satde dos consumidores.

Neste contexto, embora tenha sido relatado que uma ampla gama de micrdbios produz
inulinases utilizando fermentacdes sélidas, € importante focalizar a busca de novas alternativas
para 0 uso fermentativo, que sejam de baixo custo e disponiveis em abundancia.

Diante do exposto, 0 objetivo principal deste trabalho foi a producéo de inulinases a partir da
fermentagdo solida de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 utilizando melago de cana-de-

acucar e residuo cervejeiro como novos substratos alternativos para sua sintese.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

A inulinase ¢ uma B-frutosidase ndo especifica (inulinase: 2, 1-B-D-frutanfrutano-
hidrolase; EC 3.2.1.7) que libera moléculas de frutose a partir de aclcares com unidades de
frutose ligadas a B- (2, 1) no terminal ndo redutor (SELVAKUMAR; PANDEY, 1999). A
inulinase é uma glicoproteina extracelular que hidrolisa também a sacarose, tanto dentro quanto
fora da parede celular em leveduras (ARRIZON et al., 2011; SANTHARAM et al., 2017).
Varios estudos realizados em relacdo a regulacdo da sintese de inulinase extracelular em
leveduras pertencentes ao género Kluyveromyces concluiram que a enzima era induzivel e
sujeita a repressdo catabdlica (JAIN; JAIN; KANGO, 2012).

Mazutti et al. (2006), avaliou a producéo de inulinase por fermentagdo em substrato
solido utilizando Kluyveromyces marxianus NRRLY-7571. O meio sélido consistiu de bagaco
de cana-de-acucar suplementado com melaco de cana e licor de milho. Da mesma forma Abd
el Aty et al., (2014), conseguiram otimizar a producdo de inulinases por Aspergillus terreus
por meio da fermentagdo solida utilizando folhas de alcachofra (ricas em inulina) como
substrato. Os trabalhos encontrados na literatura afirmam a caracteristica induzivel dessas
enzimas, sendo a sacarose e a inulina os substratos responsaveis por sua sintese.

O melago de cana-de-agUcar, subproduto industrial da fabricacdo de acucar, poderia
contribuir como fonte de carbono devido a sua alta concentracdo de sacarose (indutor da
inulinase), porém seu uso é limitado devido a sua alta composi¢do de compostos inibidores da
fermentacdo. O melaco € um substrato bastante complexo e os componentes minerais dentro da
sua composicdo podem ser responsaveis pela inibicdo da producdo da inulinase, ou ainda,
dificultar sua posterior purificacdo devido a formacéo de precipitados no meio de fermentagéo
(VIDRA; TOTH; NEMETH, 2017).

Por outro lado, o residuo umido cervejeiro, € um substrato rico em fibras e possui uma
importante fonte proteica em sua estrutura (MATHIAS et al., 2017).

Considerando uma forma de tratamento do melaco de cana-de-agUcar, que esta
associada ao aumento da atividade enzimatica, acoplando a natureza proteica do residuo imido

da cerveja (RUC), ambos se apresentam como fontes importantes para a sintese de inulinases.

METODOLOGIA

As andlises da pesquisa de natureza quantitativa-experimental foram realizadas no
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus
Toledo/PR. O procedimento experimental constou de duas fases, a primeira baseada na

determinacdo do melhor tratamento para o melago de cana, que, como dito anteriormente, além
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de ter a sacarose como indutor enzimatico, também apresenta em sua composi¢do substancias
inibidoras da sintese enzimética. A segunda fase consistiu em testes de fermentacdo sélida
utilizando RUC e melaco tratado, para determinar se existe evidencia de producéo de inulinase
utilizando ambos os substratos.
Substratos

Foram utilizados como substratos industriais o residuo Umido cervejeiro (RUC),
fornecido pela empresa INAB (Inddstria Nacional de Bebidas) - Toledo/PR, em conjunto com
0 melaco de cana-de-acUcar fornecido pela empresa de Acucar Santa Terezinha Unidade
Goioere- Moreira/PR.
Microrganismo

O microrganismo utilizado na fase experimental foi a levedura Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907 (NCYC 587), da Colecdo de Culturas Tropical da Fundacdo André
Tosello, Campinas — SP.

O meio de manutencdo da levedura foi o Meio YPS Agar “Yeast Peptone Sucrose-
Agar”, contendo extrato de levedura 2,5 g.L™, peptona 5,0 g.L%, sacarose 15,0 g.L* e 4gar 20,0
g.L% a4 ° Cem refrigeracdo (ONILUDE et al. 2012).

Para o crescimento celular foi realizado um pre-indculo e in6culo. O crescimento do
pre-indculo foi realizado utilizando o caldo YPS contendo as mesmas concentragdes em tubos
de 50 mL, volume de 10 mL. O meio foi inoculado com uma al¢a de cultura e incubado a 30
°C por 24 h. O meio para o indculo foi preparado seguindo o procedimento desenvolvido por
Treichel (2004), cada tubo de ensaio com caldo YPS foi transferido para um frasco Erlenmeyer
de 500 mL contendo 100 mL de meio, ajustando o pH a 6,8 e incubado a 30 °C e 150 rpm por
24 h. A composicdo do meio para o indculo foi a seguinte (g.L™?): Sacarose (20,0), Extrato de
levedura (5,0), KoHPO4 (1,5), KCI (1,15) e MgSO4 .7H20 (0,65).

Primeira fase: Ensaios de tratamento

A primeira parte do procedimento experimental consistiu no pré-tratamento antes do
processo de fermentacdo sélida. Ambos os substratos (RUC e melago de cana) foram tratados
de forma diferente. O RUC utilizado na fermentacdo, constituido principalmente de bagaco de
malte, lGpulo residual e outros aditivos, foi lavado com agua para retirar os residuos do processo
de fabricacéo de cerveja, para entdo ser submetido a secagem por 24h a 50 °C. Posteriormente,
foi triturado em um moinho de facas e peneirado até um tamanho de particula de 2 mm. O
material ndo utilizado na fase experimental foi mantido refrigerado a -4 ° C, para evitar
contaminagdo microbiana.

Por outro lado, 0 melaco de cana-de-acucar foi submetido a tratamento para remocéao de
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compostos que afetam negativamente a fermentacdo. Foram avaliados trés métodos de
tratamento: Tratamento com carvao ativado, Tratamento com EDTA e Tratamento com &cido
sulfarico.

A avaliacdo dos trés tratamentos foi realizada em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
levando-se em consideracdo os resultados reportados por Treichel, (2004) com algumas
modificagbes, o meio liquido foi composto conforme especificado na Tabela 1.

Tabela 01: Composi¢do do meio de fermentag8o para o tratamento

Componente Concentragio (g.L™?)
Melago de cana-de-agucar 100
Extrato de levedura 6
Peptona 6

Fonte: Adaptado de Treichel (2004).

A temperatura de incubacao foi mantida em 36 °C (KABKE, 2002), em frascos agitados
em uma incubadora refrigerada com agitacao orbital, com rotagdo de 150 rpm e pH inicial 5,0.
A cada frasco foi adicionado 10% de in6culo. A resposta atividade enzimatica foi avaliada as
72 h de fermentacdo, enquanto a concentracdo de biomassa foi avaliada durante as 24, 48 e 72
h.
Pre-tratamento com carvao ativo

A anélise foi realizada em carvéao ativado em pé (Cromoline Quimica Fina). Em um
frasco Erlenmeyer de 500 mL, foram colocados 150 mL de melaco de cana diluido na
concentracdo especificada na Tabela 1. Consequentemente, o carvdo ativado em pé foi
adicionado nas seguintes concentragdes: 3, 5, 8 e 10% p.v'1. A solucio foi mantida em agitacéo
por 90 min a 150 rpm com 60 ° C. Ap6s o tempo de tratamento, o caldo foi filtrado em papel
filtro e centrifugado a 5000 rpm por 15 min. Foram retirados 100 mL do caldo filtrado e
adicionados peptona e extrato de levedura nas concentragdes correspondentes, para entdo serem
submetidos a esterilizacéo e utilizados posteriormente na fermentacao.
Pré-tratamento com EDTA

A analise EDTA foi realizada utilizando a metodologia modificada de Roukas (1998).
Em frascos Erlenmeyer de 500 mL, foram colocados 150 mL de melago, como no caso anterior,
0 pH foi ajustado para 5,5, a solugéo foi aquecida a 80 ° C por 15 min. Imediatamente, quando
o liquido ainda estava quente, foram adicionadas concentracdes de EDTA a 100, 200, 300 e

400 ppm. A solucdo foi mantida em repouso por 24 h e centrifugada a 5000 rpm. O liquido
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sobrenadante foi transferido para frascos Erlenmeyer para uso posterior na fermentacéo.
Pré-tratamento com Acido Sulfdrico

Para o analise com &cido sulfurico foi realizada com base nos resultados descritos por
Sguarezi et al. (2009) e Roukas (1998). Dois tratamentos &cidos foram aplicados em diferentes
condicBes de pH. A solucdo de 150 mL de melaco de cana diluida foi ajustada para um pH
inicial de 5,0 usando acido sulfarico 1 M, a solucdo do segundo tratamento do melago foi
ajustada para um pH inicial de 3,0, ambas as solu¢des foram mantidas em repouso por 24 h a
24 °C, para entdo ser centrifugado a 5000g por 15 min. Um ajuste final de pH foi realizado com
0 primeiro tratamento ajustado para um pH final de 4,0 e o segundo ajustado para um pH final
de 5,5. A solucdo de melaco tratada foi utilizada na fermentacéo liquida.

Ensaios de fermentacdo sélida

Para avaliar a producdo enzimatica, trés testes de fermentacao sélida foram avaliados
variando a concentragdo percentual de melago de cana previamente tratado. Os testes foram
realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL, compostos de RUC tratado e melago de cana em
trés concentragdes diferentes 10, 40 e 60% p.p™. O terceiro ensaio consistiu em RUC sem
adicdo de melago. O pH do meio solido foi ajustado para 5,5 e a umidade inicial para 65% p.p-
! este Gltimo parametro foi ajustado de acordo com o volume adicionado de melago.

Cada meio solido foi esterilizado a 121 °C por 20 min, para entdo ser inoculado com 3 mL de
indculo. Os frascos foram incubados por 72 h a 35 °C, os experimentos foram realizados em
triplicata, sendo a variavel de atividade inulinase a variavel resposta.

O extrato enzimatico produzido foi extraido de acordo com a metodologia proposta por
Mazultti et al., (2006). Foi adicionado a cada frasco Erlenmeyer utilizado na fermentacéo sélida,
tampado acetato de sodio (0,1 M; pH 4,8) em uma proporcao equivalente a dez vezes por grama
de suporte utilizado (1:10) (v.p?), para depois ser incubada a 30 °C com agitacdo a 150 rpm por
30 min. A solucdo foi filtrada atraves de papel de filtro Whatman N° 1 e o sobrenadante foi
utilizado como a preparacdo enzimatica em bruto. A atividade enzimatica foi analisada a partir
do sobrenadante obtido apos a filtracdo a vacuo.

Determinacao da Atividade Inulinase

A atividade da inulinase foi determinada seguindo a metodologia proposta por Xiong et
al., (2007), presentando algumas modificagcdes. O ensaio foi realizado utilizando 0,5 mL de
extrato enzimatico adequadamente diluido com solucdo tampao acetato e adicionado a 4,5 mL
de soluc&o de sacarose (2%, p.p™) em 0,1 mol/l de tamp&o acetato a pH 4,8, e 50 °C durante 10
min. A reacgéo foi interrompida utilizando agua em ebuli¢cdo por 10 min. Da solugéo de reacdo

enzimatica foi extraido 0,5 mL o qual serviu para medir a concentracdo de agucares na forma
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de frutose pelo método de DNS. A curva de calibragdo foi realizada utilizando solucdes de
frutose de concentracdo conhecida. Uma unidade de atividade da inulinase é definida como a
quantidade de enzima, que produz 1 mole de frutose sob as condi¢6es do ensaio. Os resultados
da determinacdo da atividade da inulinase foram apresentados em unidades de atividade/gramas
de substrato solido (U.g?) e para os ensaios de fermentacdo em fase liquida (U.mL™).
Determinacéo da Concentracéo de Biomassa

O crescimento da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, medida por meio
da concentracdo de biomassa foi acompanhado por medida da densidade 6tica a 600 nm em
espectrofotdmetro. Antes da medicdo da concentracéo celular foi realizado uma curva padréo
de concentracdo de biomassa conhecida calculada em peso seco. A concentracdo de biomassa
foi determinada utilizando a equacao obtida por regresséo linear dos dados entre peso seco e a

absorbancia a 600 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaios de tratamento

A Tabela 2 mostra os resultados comparativos dos trés tratamentos realizados no melacgo
de cana-de-acucar. Todos os resultados de atividade enzimatica e concentragdo de biomassa por
tratamento utilizado ndo sdo apresentados neste trabalho, entretanto, o tratamento que obteve a
maior atividade enzimatica é apresentado individualmente, e da mesma forma, que apresentou
o melhor perfil de crescimento microbiano permitindo uma comparacéao dos trés tratamentos.

Tabela 02: Resultados comparativos dos melhores tratamentos para 0 melago de cana-de-agUcar
baseados na atividade da inulinase.

Tratamento utilizado Atividade enzimatica (U.mL™)
Sem tratamento 32,286 + 2,824
Tratamento com carvao ativado 8% 65.616 £ 3.705
Tratamento com EDTA 200 ppm 57.648 + 3.276
Tratamento com &cido sulfurico. 129,116 £+ 2,415

pH inicial 5,0 /pH final 4,0
Fonte: Prdpria (2020).

Como pode ser observado na Tabela 02, a utilizacdo de um tratamento de melaco de
cana resultou em aumento da atividade enzimatica em todos os ensaios de tratamento, o que
corroborou o que foi mencionado na fundamentagdo tedrica da presenca de compostos
inibitérios no melago. Segundo Vidra et al. (2017), sdo necessarios tratamentos prévios de

melaco de cana antes de serem utilizados em processos de fermentacdo, devido a sua alta
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concentragdo de compostos como metais pesados como ferro, zinco, cobre, manganés,
magnésio e calcio (ROUKAS, 1998).

O tratamento que apresentou melhor perfil de atividade inulinase foi o tratamento com
acido sulfarico como regulador de pH (pH inicial 5,0 /pH final 4,0). Com este tratamento, foi
possivel atingir uma atividade méaxima de 129,116 + 2,415 U. mL™%, consideravelmente superior
a atividade enzimatica obtida sem tratamento. Uma forma de explicar os resultados obtidos
pode ser devido a capacidade dos acidos em formarem sulfatos na presenca de compostos
metalicos, que depois serdo removidos do meio de fermentac&o por centrifugacéo. E importante
ressaltar que existem outras alternativas para tratamentos acidos, como o &cido fosférico, que
possui propriedades complexantes, contribuindo para a clarificacdo do meio de fermentacéao e
aumentando a atividade enzimatica.

Estudos de producdo de enzimas utilizando melaco também sugerem o uso de
tratamentos acidos para melhora da atividade, exemplo disso sdo os resultados relatados por
Golunski et al., (2017), que utilizou tratamentos acidos para a otimizacdo da producdo de
inulinase, ou também os resultados reportados por Tyagi e Suresh, (2016), que utilizaram
tratamentos com acido como modificador do pH para maximizar a producdo de celulose;
todavia, também podem ser encontrados na literatura estudos que afirmam o uso do carvéo
ativado como a melhor op¢éo de tratamento. No presente trabalho, utilizando uma concentragédo
de 8% p.v'! de carvéo ativado, foi alcangada uma atividade maxima de 65.616 + 3.705 U. mL"
! valor acima do apresentado com o meio sem tratamento. O carvdo ativado possui
propriedades adsorventes em relacdo a sua porosidade, amplamente utilizado para a eliminacéao
de impurezas dissolvidas em solucédo. Treichel (2004) definiu que o uso de carvéo ativado ANF
na concentracdo de 8% apresentou maior atividade enzimatica sobre os tratamentos &cidos e
terra diatomécea.

Por outro lado, assim como nas andlises de tratamento baseadas na atividade enzimaética, o
monitoramento da concentracdo de biomassa também foi realizado em um intervalo de tempo
de 72 h. A Figura 01 apresenta o grafico comparativo dos trés tratamentos em fungédo da
concentracéo de biomassa expressa em g.L. Foi possivel evidenciar que o crescimento celular
é exponencial nas primeiras 24 horas de fermentacdo em todos os tratamentos. A concentragdo
de biomassa atingiu no maximo 8,78 g.L™* utilizando o tratamento com acido sulftrico, seguido
do tratamento com carv&o ativado, que apresentou concentragdo maxima de 7,89 g.L* e por
Gltimo o tratamento com EDTA com o que foi obtido um méaximo de 6,72 g.L™, valores medidos

as 24 h de fermentagéo.
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Figura 1: Grafico comparativo do monitoramento da concentracdo de biomassa ao longo do tempo utilizando
diferentes tratamentos de melaco de cana-de-agucar.
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Fonte: Prdpria (2020).

Todas as fermentacdes com tratamento apresentaram aumento na taxa de crescimento
celular, o valor maximo de concentragdo celular no teste sem tratamento foi de 5,87 g.L*. Os
resultados corroboram a eficacia dos tratamentos sobre o crescimento celular, que esta
intimamente ligado a sintese enzimatica.

Com base nos resultados obtidos no tratamento do melaco de cana-de-agucar, o uso de
acido sulfarico 1 M foi definido como o melhor tratamento, variando o pH inicial para 5,0
seguido de um ajuste final do pH de 4,0. A analise da fermentacéo sélida foi realizada utilizando
melaco de cana tratado com este procedimento.

Ensaios de fermentacédo sélida

Os resultados correspondentes aos testes de fermentacdo sélida variando a concentracao
de melaco de cana tratado em funcéo da atividade da inulinase séo apresentados na Tabela 3 e
Figura 2.

Os dados de atividade da inulinase relatados neste estudo séo encorajadores, mostrando
uma resposta clara da atividade enzimética, usando apenas um meio de fermentacdo simples
composto de RUC e melago. Um méaximo de 32,5 U.g* de atividade foi obtido utilizando uma
concentragéo de melaco de 60% p.p™t. Com 40% p.p™2, foi possivel obter atividade em torno de
26,4 U.gt.

[10]
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Tabela 3: Dados de atividade inulinase em relacdo as concentragdes de melaco tratado utilizando na
fermentacdo solida

Concentracéo de melago de cana  Atividade enzimética

tratada % p.p* inulinase U.g!
0 1,721 + 0,056
10 8,044 £ 1,035
40 26,451 + 2,663
60 32,526 £ 2,381

Fonte: Prdpria (2020).
Os dados podem significar uma margem para otimizacdo da atividade entre uma faixa
de concentracdo de melaco de 40 a 60% p.p™*. E importante levar em considerac&o que os dados
apresentados nesta se¢do ndo correspondem aos dados otimizados da atividade enzimatica.

Figura 2: Representagdo grafica do aumento da atividade da inulinase em relagéo ao aumento da concentracéo
do melaco de cana tratado
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Fonte: Prépria (2020).

Trabalhos na literatura mostram o efeito de diferentes substratos para a produgdo de
inulinases na fermentacdo solida utilizando desenhos experimentais para a maximizagdo dessa
resposta, Onilude et al., (2012), relatou atividade inulinase da levedura Saccharomyces sp. em
torno de 78,29 U.g! utilizando farelo de trigo e 22,47 U.g™* quando foram utilizadas cascas de
laranja, Mazutti et al., (2010), relataram atividade inulinase em 463 U.g* utilizando bagagco de
cana e farelo de soja como substratos e Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, como
microrganismo produtor. E notavel a versatilidade da literatura encontrada correspondente a
atividade enzimaética, utilizando diferentes condi¢es de fermentacéo, diferentes substratos e
até mesmo diferentes métodos estatisticos para maximizar a resposta da atividade.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos na experimentacéo, foi evidenciada uma clara resposta
da atividade enzimatica inulinase em presenca de melaco de cana e residuo cervejeiro. Definiu-
se que o melhor tratamento para 0 melaco de cana foi utilizando acido sulfdrico 1 M, ajustando
o pH inicial para 5,0 e o final em 4,0, com o qual se obteve uma nitida melhora da atividade da
inulinase em funcdo da concentragcdo de biomassa. A atividade inulinase em meio de
fermentag&o solido atingiu valores entre 26,4 U.g* e 32,5 U.g™* quando foram utilizados 40 e
60% p.p™* de melaco de cana tratado, respectivamente. A conformacéo estrutural do residuo
cervejeiro, composto principalmente por proteinas e melaco de cana-de-aglcar previamente
tratado, como indutor enzimatico, foram candidatos promissores para a sintese de inulinase. A
utilizacdo de modelos estatisticos para a otimizacdo da resposta da atividade, otimizando
variaveis importantes na fermentacdo sélida como umidade, temperatura, pH e outras fontes de
substratos de origem agroindustrial, é proposta como objetivo para a maximizagdo da produgéo
de inulinase para trabalhos posteriores.
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