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RESUMO

O Residuo umido cervejeiro (RUC) e o melaco de cana-de-agtcar, sao subprodutos das
industrias cervejeira e agucareira, respectivamente, os quais apresentam potencial aplicagdo em
processos biotecnoldgicos, tornando-os interessantes alternativas para seu uso como substratos
em fermentacdes, visando produzir compostos de interesse industrial como a sintese de
enzimas. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a producdo de inulinases de
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 utilizando fermentacdo em estado solido sob
condi¢cdes otimizadas. Inicialmente foi realizado a caracterizacdo quimica do RUC e do melago
de cana, seguida da avaliagdo de trés condi¢des de pré-tratamento para o melago de cana (carvao
ativado, EDTA e 4cido sulfurico) afim de remover compostos minerais que sao inibidores da
produgdo de enzimas. A segunda etapa consistiu em uma avalia¢ao prévia em fermentagdo em
estado solido das variaveis de concentragdo do melago, tempo de incubagdo e umidade sobre a
atividade inulinase. Para os estudos de otimizagdo foram utilizados um planejamento Plackett-
Burman (PB) e o Delinecamento Composto Central Rotacional. A partir dos resultados
otimizados de atividade inulinase foi realizado uma avaliagdo cinética da produgdo enzimatica
nas condi¢des Otimas e o calculo da produtividade, seguido de uma caracterizagdo parcial da
enzima produzida. Os resultados da caracterizacao para o RUC e o melago de cana, mostraram
que ambos o0s substratos apresentam uma importante fonte de proteinas e carboidratos,
respectivamente. O uso de um tratamento com dacido sulfurico para o melago de cana, foi
definido como o mais adequado para favorecer o aumento da atividade enzimatica. As analises
preliminares da fermentacao em estado sélido determinaram que a maior atividade enzimatica
foi obtida em 72 h e umidade do meio em 75%. A avalia¢do das varidveis significativas por
meio do planejamento PB determinou que apenas trés varidveis (temperatura de incubacao,
concentracdo de melaco de cana e extrato de levedura) apresentaram significancia estatistica
positiva. Por meio da andlise de otimizagdo, foi possivel obter um méximo de atividade
inulinase em 239,38 U/g e produtividade de 3,69 U/g.h, utilizando os valores otimizados para
temperatura de incubagdo em 37,5 °C, concentracao de melago de cana de 47,1% p/p ¢ 0,16 g
de extrato de levedura para cada 5 g de residuo cervejeiro. Finalmente, quanto a caracterizagao,
a enzima apresentou boa estabilidade entre 50 e 55 °C e ampla faixa de pH entre 4,0 e 6,0,
mantendo mais de 80% de sua atividade até as 22h de incubagdo. As constantes cinéticas
correspondentes ao K aparente € Vimax foram 13,6 mM e 3,69 g/L.min, respectivamente. De
acordo com os dados obtidos, verifica-se que a enzima obtida na experimentagdo apresentou
alta atividade enzimatica, boa produtividade e estabilidade em diferentes condi¢des de pH e
temperatura. Desta forma, o estudo demonstra a importancia da utilizagdo de residuos
agroindustriais como o RUC e o melago de cana-de-acucar, para serem considerados substratos
candidatos na formulacdo de meios de cultura em estado solido para a sintese de enzimas de
interesse industrial.

Palavras-chave: Fermentagdo em estado solido. Inulinase. Otimizagdo. Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907. Delineamento Composto Central Rotacional. Delineamento Plackett-
Burman.



ABSTRACT

The wet brewing residue (WBR) and sugarcane molasses are by-products of the beer and sugar
industries, respectively, which have potential application in biotechnological processes, making
them interesting alternatives for their use as substrates in fermentations, aiming produce
compounds of industrial interest such as the synthesis of enzymes. In this context, this work
aimed to produce Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 inulinases using solid-state
fermentation under optimized conditions. Initially, the chemical characterization of WBR and
cane molasses was carried out, followed by the evaluation of three pre-treatment conditions for
cane molasses (activated carbon, EDTA and sulfuric acid) in order to remove mineral
compounds that are inhibitors of enzyme production. . The second stage consisted of a previous
evaluation in solid- state fermentation of the molasses concentration, incubation time and
humidity variables on the inulinase activity. For the optimization studies, a Plackett-Burman
(PB) planning and the Central Rotational Composite Design were used. From the optimized
results of inulinase activity, a kinetic evaluation of enzymatic production was performed under
optimal conditions and the calculation of productivity, followed by a partial characterization of
the enzyme produced. The results of the characterization for WBR and cane molasses, showed
that both substrates present an important source of proteins and carbohydrates, respectively.
The use of a sulfuric acid treatment for sugarcane molasses was defined as the most appropriate
to favor increased enzyme activity. Preliminary analyzes of solid-state fermentation determined
that the highest enzyme activity was obtained in 72 h and moisture in the medium in 75%. The
evaluation of significant variables through PB planning determined that only three variables
(temperature of incubation, concentration of cane molasses and yeast extract) showed positive
statistical significance. Through the optimization analysis, it was possible to obtain a maximum
inulinase activity at 239,38 U/g and productivity of 3,69 U/g.h, using the values optimized for
incubation temperature at 37,5 °C, molasses concentration of 47,1% w/w and 0,16 g of yeast
extract for every 5 g of brewing residue. Finally, regarding the characterization, the enzyme
showed good stability between 50 and 55 °C and a wide pH range between 4,0 and 6,0,
maintaining more than 80% of its activity until 22h of incubation. The kinetic constants
corresponding to the apparent K and Vmax were 13,6 mM and 3,69 g/L.min, respectively.
According to the data obtained, it appears that the enzyme obtained in the experiment showed
high enzymatic activity, good productivity and stability under different pH and temperature
conditions. In this way, the study demonstrates the importance of using agro-industrial residues
such as RUC and sugarcane molasses, to be considered candidate substrates in the formulation
of solid culture media for the synthesis of enzymes of industrial interest.

Keywords: Solid-State Fermentation. Inulinase. Optimization. Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907. Rotatable Central Composite Design. Plackett-Burman Design.
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1 INTRODUCAO

A industria alimenticia nas ultimas duas décadas experimentou um intenso processo
de desenvolvimento, aplicando diversas tecnologias de processamento de matérias-primas
agroindustriais na obtencdo de produtos de interesse. Nesse contexto, como resultado das
principais atividades que envolvem o setor de alimentos, sdo gerados uma grande gama de
subprodutos e residuos agroindustriais que representam quantidades significativas e sem o

devido tratamento podem ocasionar problemas ambientais.

Numerosas tecnologias para o reaproveitamento desses residuos incluem aplicagdes
sustentaveis, como a produgdo de fertilizantes organicos e aditivos na alimenta¢do animal,
porém, devido as suas altas prospectivas nutricionais, tém recebido maior consideragao para

seu uso na producao de compostos sintetizados via processos biotecnologicos.

As técnicas de biotecnologia aplicadas ao aproveitamento dos nutrientes presentes nos
residuos agroindustriais tém sido responsaveis por reescrever o que ¢ geralmente conhecido
como “desperdicio”, para ser considerado matéria-prima para o desenvolvimento de diversos
microrganismos (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018), uso de tais matérias-primas, por sua vez,
permitiria a producdo de varios compostos de importancia industrial como acidos organicos,

biosurfactantes, bioetanol e diversas enzimas através de processos de fermentacao.

Nesse sentido, o residuo imido cervejeiro (RUC), principal subproduto da fabricacao
da cerveja, assim como o melago de cana-de-agucar, liquido viscoso escuro obtido durante a
producdo de agucar (VEANA et al., 2014), apresentam diversas vantagens para serem

considerados candidatos promissores para seu uso em fermentagdes industriais.

O RUC ¢ composto de grao de cevada gasto, trub quente e levedura residual de cerveja.
Além de apresentar alta disponibilidade e baixo custo (MUSSATTO et al. 2006), possui alto
indice de produgao, sendo gerado entre 14 a 20 kg desse material para cada 100 L de cerveja
produzida. Considerando apenas os trés maiores produtores de cerveja (China, EUA e Brasil),
a produgdo mundial chega a quase 84 bilhdes de litros por ano, o que se traduz na geragdo de
aproximadamente 143 milhdes de kg de graos de cevada gastos, 2,5 milhdes de kg de trub
quente ¢ 19 milhdes de kg de levedura residual (MATHIAS et al., 2017). Além disso, como
dado principal o RUC possui também um importante teor de matéria organica rica em fibras,

proteinas, aminoacidos, minerais, vitaminas e compostos fenolicos (GOTTHARDI et al., 2018).
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Por outro lado, o melago da cana-de-acticar ¢ um dos principais subprodutos da
industria agucareira. De acordo com Shahbandeh (2020), para o periodo 2019/2020, o Brasil
lidera como o maior produtor de agiicar do mundo, produzindo cerca de 30 milhdes de toneladas
métricas o que gera entre 40 a 60 kg de melaco de cana por tonelada de cana processada. Ao
contrario do RUC, o melago de cana-de-agucar ¢ composto principalmente por aglcares e

minerais, sendo a sacarose presente em maior propor¢ao.

Sdo inumeros os relatos na literatura baseados no uso individual desses residuos
aplicados em processos de fermentagdo utilizando microrganismos, com o objetivo de obter
compostos de interesse industrial como a sintese de enzimas (KAPOOR; PANWAR; KAIRA,
2016). Atualmente, a industria de enzimas microbianas representa aproximadamente 90% do
mercado de biocatalisadores (TERESITA, 2019). Algumas propriedades como a utilizagdo de
microrganismos versateis para se propagar em grande escala e somadas as necessidades
nutricionais simples, tém permitido que a producao de enzimas a partir de microrganismos seja

relativamente simples, barata e confiavel.

As inulinases sdo uma importante classe de enzimas hidroliticas que pertencem a
familia das glicosideo-hidrolases e sdo caracterizadas por sua a¢ao hidrolitica sobre a inulina.
Apresentam aplicacdes, principalmente na produgdo de soros de frutose, bem como participar
de processos de sintese de frutooligossacarideos (compostos prebiodticos que servem como fonte
de alimento para as bactérias intestinais que mantém a boa satide e o funcionamento do sistema

digestivo) e produgdo de biocombustiveis (OLIVEIRA et al., 2016).

As inulinases podem ser sintetizadas usando fermenta¢des submersas, bem como no
estado solido, utilizando uma ampla gama de microrganismos, como Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Kluyveromyces spp., Candida spp., Arthrobacter spp., Xanthomonas spp.,
Bacillus spp., Bacillus spp., entre as quais as cepas de Kluyveromyces marxianus apresentam
maiores rendimentos e melhores perfis de atividade enzimética (SINGH; SINGH; PANDEY,
2019).

Com base no exposto até o momento, torna-se clara a necessidade de investir esforgo
em pesquisa no sentido de desenvolver novas tecnologias de biovalorizacdo de residuos
agroindustriais que representem recursos de baixo custo e alta disponibilidade em territdrio
brasileiro. Nesse sentido, a fermentagdao em estado solido catalisada por microrganismos se

apresenta como uma estratégia capaz de promover caminhos alternativos para os residuos
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gerados, reduzindo possiveis problemas ambientais, bem como agregar valor a essas matérias-

primas por meio da producao de substancias de interesse industrial como as enzimas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir enzimas inulinases por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 em
fermentagdo em estado so6lido utilizando como substratos o residuo imido cervejeiro e o melago

de cana-de-agucar.

2.2 Objetivos Especificos

o Fazer a caracterizagdo fisico-quimica do residuo umido cervejeiro ¢ do melagco de
cana-de-agucar.

o Avaliar o efeito do pré-tratamento com acido, EDTA e carvao ativado para o melago
de cana-de-agucar sobre a atividade inulinase.

. Avaliar o efeito preliminar do tempo de fermentacdo, teor de umidade e
concentragdo de melago de cana-de-acticar em meio so6lido para produgdo de
inulinase.

o Determinar o efeito dos componentes do meio de cultura e as condi¢des de cultivo
na producdo de inulinase utilizando o planejamento Plackett-Burman.

o Otimizar as melhores condi¢des de fermentacdo em estado solido para produgao de
inulinase por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907.

o Avaliar a cinética da FES com os dados otimizados.

o Caracterizar parcialmente a enzima inulinase produzida por fermentacdo sélida por

Kluyveromyces marxianus ATCC 36907.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Industria Cervejeira e seu processo de producio

A industria da cerveja movimenta uma imensa rede que envolve desde a pesquisa, o
cultivo, o processamento e a comercializacdo de insumos ¢ matérias-primas até a entrega do
produto ao consumidor (CERV BRASIL, 2017). O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de
cervejas do mundo com uma producao de cerca de 14,1 bilhdes de litros ao ano, com presenga
percentual na produgdo de cerveja de 12,3%, no sul do Brasil (Parand, Santa Catarina e Rio

Grande do Sul).

De acordo com aspectos globais da producao de cerveja e de residuos sélidos gerados,
a producdo de cerveja aumentou nos ultimos anos, especialmente em China, Estados Unidos e
Brasil, de 1,3 bilhdo de hectolitros (130 bilhdes de litros) em 1998 para 1,95 bilhdo de
hectolitros (195 bilhdes de litros) em 2017, segundo portal web The Statistics Portal (2018).

Para detalhar o processo de producdo da cerveja, o processamento de sua matéria-
prima deve ser enfatizado. A Cevada (Hordeum vulgare) é uma planta monocotiledonea
pertencente a familia das Poaceae (gramineas); por sua vez, ¢ um cereal de grande importancia
para o consumo. A cevada em termos gerais, ¢ o cereal mais importante do mundo depois do
trigo, milho e arroz, e ¢ usada principalmente como ra¢ao animal ou como matéria-prima para
produzir cerveja (KENDALL, 1994). O grao de cevada ¢ rico em amido e proteinas e consiste
em trés partes principais: o germe (embrido), o endosperma (que compreende a aleurona e o

endosperma com amido) e os revestimentos de graos (MUSSATTO et al. 2006).

Na preparagdo para a fabricagdo de cerveja, a cevada colhida € limpa e classificada de
acordo com seu tamanho. Apos um periodo de laténcia de 4 a 6 semanas, a cevada ¢ maltada
em um processo de germinagao controlada, que serve para aumentar o contetido enzimatico do
grao. O processo de maltagem ¢ feito em trés etapas: (1) imersao, (2) germinagdo e (3) secagem

(MUSSATTO et al. 2006).

Durante a maceragao, os graos limpos de cevada sdo colocados em tanques com agua
(temperatura entre 5 e 18°C) onde sdo mantidos por um periodo de aproximadamente dois dias,
sendo realizadas sucessivas trocas de agua a cada 6 a 8 horas. Apos 2 dias a cevada atinge um
teor de umidade de 42 a 48%. Nesta etapa, o metabolismo da semente ¢ ativado através da

hidratagdo, induzindo a germinagdo. Em seguida, a cevada macerada ¢ colocada para germinar
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em compartimentos apropriados que permitem a passagem de um fluxo de ar umido através do

leito de cevada, mantendo a temperatura dos graos na faixa de 15 a 21°C.

Nesta segunda etapa ocorrem mudancas fisico-quimicas e estruturais do grao, sendo
formadas e ativadas as principais enzimas do malte (amilases, proteases, glucanases, entre
outras). Ao término da germinagao (processo que dura de 6 a 7 dias), o malte de cevada obtido
¢ secado em uma temperatura de 40 a 60°C até obter um teor de umidade de 4 a 5%, para evitar
a contaminagdo microbiana e desenvolver o sabor caracteristico do malte. Em seguida o malte
desidratado ¢ armazenado em silos durante 3 a 4 semanas para homogeneizar seu teor de

umidade (KENDALL, 1994; VENTURINI FILHO; CEREDA, 2001).

Nas cervejarias, o malte de cevada ¢ moido e em seguida submetido a um processo de
mosturagdo, onde os graos moidos da cevada malteada sdo misturados com agua e a mistura
obtida ¢ aquecida em varios niveis de temperatura (aumentados lentamente de 37 a 78°C). Este
processo tem como objetivo promover a hidrdlise enzimatica dos constituintes do malte,
principalmente do amido, que ¢ convertido em agucares fermentaveis (maltose ¢ maltotriose) e

nao-fermentéaveis (dextrinas).

Posteriormente, ¢ realizada uma filtragdo para separar a fracao liquida, denominada
mosto, a qual ¢ empregada como meio de fermentacdo para a producao da cerveja. A fragao
solida obtida ¢ composta pelo bagaco do malte de cevada (LINKO et al. 1998; DRAGONE,
2007). Ap6s o processo de maltagem, o mosto ¢ submetido a fermentagdo, prévia adigao de
lapulo em conjunto com o microrganismo, este Ultimo serd responsavel de realizar o processo
de transformacdo de aglicares em é&lcool. Na Figura 1, apresenta-se uma representacao
esquematica geral do processo de obtencdo do mosto para o processo de fermentacdo,
detalhando também a producdo de residuo umido cervejeiro (RUC)!, que por sua vez ¢
composto principalmente por bagaco de malte e componentes residuais de lipulo? e levedura

excedente do processo.

1 O residuo timido cervejeiro tem um teor de matéria seca de 20-25%. Nio ha diferengas significativas na
composi¢ao quimica correlacionada com o teor de matéria seca, embora isso seja varidvel. Disponivel em:
www.Ipernia.com Acesso em: 23 de jun. de 2019.

2 0 teor de lapulo gasto no material seco obtido a partir do residuo de cerveja ndo excede os 3%. Disponivel em:
www.engormix.com. Acesso em: 23 de jun. de 2019.



Figura 1 — Diagrama do processo de obtencdo do RUC
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Segundo Townsley (1979), o processo cervejeiro € seletivo e remove a partir da cevada

malteada somente os nutrientes que sdo necessarios para a fabricagdo do mosto. O RUC pode

ser proveniente somente da matéria-prima empregada (malte de cevada), ou da matéria-prima

e de adjuntos (arroz ou milho) que podem ser incorporados ao processo durante a mosturagao.
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3.2 Residuo Umido Cervejeiro (RUC)

Durante o processo de fabricacdo de cerveja, muitos tipos de residuos sdo gerados,
como graos usados no processo de maltagem, gordura residual e levedura residual da
fabricacdo. Esses residuos sdo responsaveis pela perda de aproximadamente 20 em cada 100 L
de agua utilizada no processo de fermentacao, principalmente pelo alto teor de umidade, entre

80 e 90%, proporcionando grandes perdas de mosto e cerveja (STEWART; PRIEST, 2006).

O residuo imido cervejeiro, também conhecido como bagago cervejeiro, polpa imida
de cervejaria ou bagaco de cevada, esta constituido principalmente pelas cascas da cevada
malteada (bagaco de malte), e € o principal subproduto da industria cervejeira, e se encontra
disponivel em grandes quantidades e a um baixo custo (MUSSATTO et al. 2006). Segundo
Santos e Ribeiro (2005), o RUC ¢ quantitativamente o principal subproduto do processo
cervejeiro, sendo gerado de 14-20 kg a cada 100 litros de cerveja produzida. Da mesma forma,
a grande producao anual de cerveja no Brasil, terceiro maior produtor mundial de cerveja com
uma média 13,3 bilhoes de litros de cerveja gerados por ano®, da ideia da enorme quantidade

de subproduto gerado.

O bagaco cervejeiro principal componente do RUC, consiste principalmente de casca,
pericarpo e semente da cevada. Dependendo da uniformidade da maltagem, os restos de amido
no endosperma e remanescentes da parede celular podem permanecer em maior ou menor
quantidade. Mesmo assim, o teor de amido ¢ insignificante em comparagdo com 0s compostos
da parede celular dos revestimentos de casca, pericarpo e semente, que sao abundantes em
polissacarideos de celulose e nao celulose, lignina, algumas proteinas e lipidios. A casca, por

sua vez, possui altos teores de silicio e polifendis (MUSSATTO et al. 2006).

Segundo a FEDNA (2019), o residuo tumido cervejeiro ¢ um subproduto rico em
proteinas, com teor de 24 a 26% em matéria seca, 8% sao lipidios, 53% em FDN (fibra em
detergente neutro), 27% de FDA (fibra em detergente acido), cinzas (2,5 a 4,5%), vitaminas,

aminoacidos e compostos fendlicos.

Segundo Santos et al. (2003), a composi¢ao quimica do bagaco cervejeiro varia de

acordo com as variedades de cevada utilizadas, as condi¢des de colheita, malte e maceragao

3 Informagdes disponiveis em: https://www.sindicerv.com.br/o-setor-em-numeros/ Acesso em: 20 de ago. de
2020.
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dos processos, bem como a qualidade e quantidade dos adjuntos adicionados no momento do

processamento.

No ambito de uma valorizagao adequada deste tipo de residuo e somado a sua
importancia nutricional, o RUC tem um vasto leque de destinos possiveis, entre 0s quais se
destacam: Suplementa¢do animal, produg¢do de energia por combustdo direta, produgdo de
biogas por fermentagdo anaerobica, a produgdo de carvao vegetal, a sua utilizagdo como
material adsorvente para tratamentos quimicos, utilizado como meio de cultivo de

microrganismos para obtenc¢do de bioprodutos por fermentagdo (TUSET, 2020).

Neste sentido, as caracteristicas bioquimicas do RUC devem permitir o
desenvolvimento e a atividade microbiana de um sistema de fermentacdo. O processo
microbioldgico requer ndo apenas fontes de carbono e nitrogé€nio, mas também uma faixa de
pH neutro para que o processo se desenvolva satisfatoriamente. Desta maneira, a composicao
de inulina presente na cevada, ¢ de 1,5% e 4%, no entanto sua composi¢ao de inulina no residuo

de cerveja ndo ¢ definida na bibliografia (MEYER; BLAAUWHOED, 2009).

3.3 Industria acucareira e processo de producao de agicar

Em todo o mundo, a producdo anual de cana-de-agucar ¢ de aproximadamente 1 800
milhdes de toneladas e cobre uma area de 24 milhdes de hectares. Segundo a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-acticar do
mundo, tendo uma produg¢do estimada de 615,97 milhdes de toneladas por ano (dados da safra
de 2019/20), distribuidas em 371 unidades de producdo por ano, gerando assim mais de 40%

da produ¢@o mundial®.

A industria de cana-de-acucar poder ser destinada a produgdo do alcool a partir do
caldo (usinas autdbnomas) ou a partir do caldo e melago (usinas anexas), sendo que a primeira o
unico produto final seré o alcool, enquanto que nas usinas anexas sdo produzidos 4lcool e agticar

(OLIVEIRA, 2019).

De acordo com o portal Observatorio da Cana, da producao total de cana-de-agtcar da
safra 2019/2020, foram produzidos 35,5 milhdes de toneladas de etanol anidro e hidratado e,

29,6 milhdes de toneladas de agtcar, sendo o estado do Parand o terceiro maior produtor de

4 Informagdes disponiveis em: https://www.conab.gov.br. Acesso em: 22 de jun. de 2019.
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acucar com 2 milhdes de toneladas, atras apenas de Sao Paulo e Minas Gerais, com 18,5 e 3,1

milhdes de toneladas respectivamente®.

O fluxograma da Figura 2 apresenta as etapas desenvolvidas em uma usina de
fabricagdo do agucar a partir da cana, ¢ importante levar em consideragao que nessas etapas nao

foi considerada a producgao do etanol.

Figura 2 — Diagrama de fluxo do processo de processamento de agticar

Cana de actcar
100%

)

Trituragdo ———» Baga¢o29,1%

Agua 22,7% —»

—>» Perdas 0,17%

Caldo de cana 93.4%

Quimicos 0,16% Purificagdo e Clarificagdo |——— Torta filtrada 3,17%

Caldo clarificado 89,9% ! —>» Perdas 0,44%

Quimicos 0,12%  ——p| Evaporagao ——— Agua Evaporada 72,6%

Caldo concentrado 34.4%

A

Cristalizagdo e ———» Agua Evaporada 6%
centrifugagdo
i —» Melago de cana 4,6%
Actcar
6-10%

Fonte: Adaptado de Iryani et al., (2012)

A usina tipica estd composta pelos seguintes processos: recep¢ao da cana, preparo da
cana e extracdo do caldo. O caldo extraido ¢ encaminhado para o sistema de tratamento de
caldo, no qual as impurezas sdo retiradas para fornecer um material adequado para as etapas
subsequentes; embora a maioria das operagdes de tratamento de caldo seja comum tanto para a

producao de acucar quanto para a produgdo de etanol, cada processo tem suas especificagoes.

Segundo Iryani et al., (2012), na fabricagdo do aglicar em linhas gerais, o caldo de cana
¢ concentrado, cristalizado, centrifugado e seco. Depois do processo de acondicionamento da

cana (trituragdo e purificacdo) para remoc¢ao de particulas grandes e posterior clarificagdo com

> Informagdes disponiveis em: https://observatoriodacana.com.br/ Acesso em: 16 de jul. de 2020.
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cal, o caldo clarificado, ou chamado de caldo /ight, passa entdo por trocadores de calor para

pré-aquecer antes da evaporacao.

A evaporagao ¢ realizada em duas etapas: inicialmente em uma estagao evaporadora
para concentrar o caldo e depois em cubetas a vacuo para cristalizar o agucar. Apds a
evaporagdo, o caldo concentrado vai para cristalizacdo. Os cristais de agucar sdo lavados com
agua e a dgua de lavagem centrifugada dos cristais; durante esse processo, € produzido o melago

de cana, uma solucao residual concentrada de agucar.

O melago de cana-de-actcar ou subproduto da cristalizacdo da producao de agucar, é
geralmente utilizada em processos de fermentacdo visando aumentar a producao de etanol. O
caldo de cana destinado para a produgdo de etanol ¢ misturado ao melago, fermentado com
levedura (que ¢ recuperada e reutilizada no processo de fermentagdo), e o produto da

fermentagdo contendo etanol ¢ encaminhado para destila¢do e desidratacao (DIAS et al., 2015).

Toda a energia (vapor e eletricidade) necessaria neste processo € produzida pela usina
a partir do bagaco da cana-de-agucar como combustivel. Em muitas usinas, a energia excedente
¢ gerada para venda a rede. Algumas usinas vém recuperando uma fracdo da palha da cana
(pontas e folhas) e usando-a também como combustivel, porém ainda ndo ¢ uma pratica comum
nas instalacdes brasileiras devido aos altos custos de recuperacao e questdes sobre implicacdes
no solo de curto e longo prazo (CARDOSO et al., 2013). Porém, a eliminagdo da queima da

cana-de-actcar oferece uma oportunidade para o uso da palha.

3.4 Melaco de cana-de-acucar

O melaco de cana-de-agucar, ¢ um produto liquido obtido como residuo da fabricacgao
do agucar cristalizado, do melado ou da refinagao do agucar bruto (FAGUNDES, 2010). O
melago constitui-se no segundo subproduto principal da indistria do agucar, antes do bagago

de cana, sendo produzido na propor¢ao de 40 a 60 kg por tonelada de cana processada.

O melago ¢ relativamente abundante no Brasil e possui na sua composi¢ao uma grande
variedade de agucares, sendo considerado um substrato com grande potencial e intimeras

aplicagdes nas fermentagdes industriais® (VILLAVICENCIO; SANT'ANNA; TORRES, 1999).

® No Brasil, devido ao elevado teor de aguicares totais e demais componentes, o melaco ¢ utilizado, principalmente,
na fabricacdo de alcool etilico, sendo aproveitado, também, em outros processos biotecnoldgicos como matéria-
prima para a producdo de proteina, racdes, levedura prensada para panifica¢do, antibidticos, entre outros.
Disponivel em: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/ Acesso em: 21 de jun. de 2019.
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A Tabela 1 apresenta a composi¢do média do melago de cana-de-agucar segundo Veana et al.

(2014).

Tabela 1 — Caracterizagdo quimica de dois tipos de melago de origem diferente

Total agucares Acgucares redutores Nitrogénio Fosforo
Melago )
(%) livres (%) (%) (%)
Melago variedade
) 51,63+ 1,56 18,15+ 0,30 0,28 + 0,05 0,17+ 0,01
Mexicana
Melago variedade cubana 50,58 + 0,86 12,31 £ 1,11 0,43 +0,01 0,14+ 0,02

Fonte: Veana et al. (2014)

Em sintese, sua composi¢do ¢ composta principalmente de dgua e sacarose (47-50%
p/p), da mesma forma, também tem uma importante porcentagem de proteinas, vitaminas,
aminoacidos, 4cidos organicos e metais pesados como ferro, zinco, cobre, manganés, magnésio

e calcio (ROUKAS, 1998).

Embora o potencial nutricional para uso em fermentagdes de melago de cana ¢
conhecido, sua grande concentragdo de metais pesados ¢ a causa de um problema critico na sua
utilizagdo. A presenca de metais pesados inibe o crescimento de microrganismos, influencia o
pH do substrato e esta envolvida na inativagdo de enzimas associadas a biossintese de produtos
quando ¢ utilizada como substrato por microrganismos (TREICHEL, 2004). Segundo Vidra et
al. (2017), sdo necessarios tratamentos prévios de melaco de cana antes de serem utilizados em
processos de fermentacdo. Os métodos que foram aplicados até agora sdo tratamentos com
acido sulfurico, fosfato tricalcico, ferrocianeto de potassio e EDTA’, para melhorar a eficiéncia
da fermentacdo causada pela extracdo destes metais, ja seja por precipitacdo ou adesdo a uma

matriz e posterior extragao®.

3.5 Inulina

A inulina, ¢ um polissacarideo natural, pertence a uma classe de fibras alimentares
conhecidas como frutanos. Na natureza, ¢ o segundo polissacarideo de armazenamento mais

abundante. Estruturalmente, a inulina [a-D-glucopiranosil-B-D-frutofuranosil- (n-1) -D-

7 Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), é um é4cido que atua como ligante hexadentado, ou seja, pode
complexar o ion metadlico através de seis posi¢des de coordenacdo. Disponivel em:
http://www.saberquimica.com.br/ Acesso em: 21 de jun. de 2019.

8 Treichel (2004) afirma que, apesar dos métodos convencionais com tratamentos 4cidos e tratamentos com EDTA,
também podem ser aplicados métodos utilizando terra de diatomacea e carvao ativo, com o objetivo de diminuir a
concentragcdo de metais pesados no melago de cana.
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frutofuranosideo] ¢ composta de oligomero de frutosil ligado a -D (2 — 1) com uma glicose
na extremidade redutora. A Figura 3 apresenta a estrutura da inulina, a unidade de glicose esté
ligada por uma uniao glicosidica a-D (I — 2) presente na forma de piranose, enquanto a

unidade de frutose estd na forma de furanose (SINGH et al. 2019).

Figura 3 — Estrutura da inulina contendo uma unidade glucopiranose terminal (GFn), inulina
com uma unidade de frutose (GFm) e uma inulina ramificada (GF5)
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Fonte: Kays e Nottingham (2007).

Além de desempenhar fungdes de armazenamento de energia, a inulina nas plantas
desempenha um papel essencial na tolerdncia ao estresse abidtico, e sua fungdo
osmorreguladora pode proteger as plantas das tensdes da seca, do sal e do frio (APOLINARIO
et al. 2014).

A inulina possui muitas propriedades de promoc¢do da saude, devido as quais ¢é
considerada um alimento funcional, seu alto grau de polimerizagdo (DP) atua como um

potencial prebidtico em industrias de processamento de alimentos.

A inulina em combina¢do com FOS (frutooligossacarideos) € utilizada como uma fibra
dietética ndo digerivel que promove a microbiota intestinal humana ao estimular o crescimento
de probioticos® no intestino humano. Além dessa fungdo, também ¢ utilizado no metabolismo
lipidico, absor¢cao de ions minerais do intestino, controle do nivel de agucar no sangue e
prevencdo da obesidade, criptas aberrantes quimicamente induzidas, cancer de cdlon, etc

(SINGH; SINGH, 2010).

9 Os probioticos sdo microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que conferem beneficios a
saude do hospedeiro. Os probiodticos sdo micrdbios vivos que podem ser incluidos na preparagdo de uma ampla
gama de produtos, incluindo alimentos, medicamentos, e suplementos dietéticos (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).
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A maioria das plantas ricas em inulina sdo relatadas a partir de familias
monocotiledoneas e dicotiledoneas. A inulina estd presente em uma quantidade consideravel
em bolbos, tubérculos e raizes tuberosas de muitas plantas como Dahlia pinnata (Dahlia),
Taraxacumofficinale (Dente de Ledo), Asparagus officinalis (Shatwaar), Helianthus tuberosus
(Alcachofra Jerusalém), Espargos racemosus (Shatavari), Cichoriumintybus. (Chicoria),

Hordeum vulgare (Cevada) (SINGH; SINGH, 2010).

Nesse contexto, os materiais vegetais ricos em inulina e substratos mistos podem ser
utilizados como substratos potentes para varios bioprocessos (ONILUDE; FADAUNSI;
GARUBA, 2012). As matérias-primas inulinadas tém sido extensivamente utilizadas para a
producdo de inulinases, inulooligossacarideos, biocombustiveis, acidos organicos, oOleo,
proteinas de célula, manitol, sorbitol, 2,3-butanodiol e pululano, sendo utilizado principalmente
na sintese de xarope de alta frutose, inulinases, frutooligossacarideos e biocombustiveis

(SINGH et al. 2019).

3.6 Inulinases

As inulinases sdo uma classe de enzimas que hidrolisam a ligagdo B-2,1 glicosidica
para produzir frutose, inulo-oligossacaridos e glicose. As inulinases sdo produzidas por fungos,
bactérias, leveduras e actinomicetos (NEAGU; BAHRIM, 2011). Na Figura 4 ¢ apresentada a

estrutura cristalina da exo-inulinase de Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042.

Figura 4 — A estrutura cristalina da exo-inulinase INU1 de Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042.

Fonte: Estrutura disponivel na base de dados RCSB PDB (Protein Data Bank)

https://www.rcsb.org/3d-view/6J0T/1
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As inulinases sdo classificadas como exo-inulinase (B-d-frutan frutohidrolase; EC
3.2.1.80) e endo-inulinase (1-B-d-frutano frutanohidrolase; EC 3.2.1.7) com base em seu efeito
na inulina. A exo-inulinase hidrolisa a unidade terminal de frutose da inulina e produz frutose.
Nao obstante, a exo-inulinase ¢ conhecida por ter atividade experimental do tipo invertase
(sucrase) (EC 3.2.1.26, B-frutofuranosidase); além dos frutanos, apenas uma parte ativa da
enzima ¢ responsavel pela hidrolise da sacarose (FLEMING; GROOTWASSINK, 1979). A
endo-inulinase atua aleatoriamente nas ligacdes glicosidicas B-2,1 na inulina e gera fruto-
oligossacarideos. As endo-inulinases, ao contrario das exo-inulinases, ndo apresentam atividade
de invertase, ou seja, ndo apresentam atividade significativa em relagdo a sacarose. Neste
sentido, além da frutose, glicose e fruto-oligossacarideos, as inulinases s3o utilizadas na
producdo de produtos de alto valor agregado, como bioetanol, 6leos e proteinas unicelulares,
acido citrico, acido glucdnico, butanol e sorbitol (SINGH; SINGH, 2010). A Figura 5 apresenta

o mecanismo de acdo dos dois tipos de inulinase e os produtos resultantes da hidroélise.

Figura 5 — Mecanismo de acdo de inulinases
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Fonte: Jiang et al., (2017).
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Embora seja assumido que o perfil ativo de uma enzima ¢ caracterizado pelo seu grau
de especificidade, a enzima inulinase ou, por vezes, chamado fructanase, possui um
determinado grau de afinidade para o substrato utilizado, devido a este comportamento, alguns
autores chamam essa enzima de ndo especifica, pois além de hidrolisar a inulina, podem

hidrolisar poli-frutanos, levano e sacarose. (SANTHARAM et al. 2017) .

Segundo Arrizon et al. (2011), a inulinase ¢ uma glicoproteina extracelular que
hidrolisa sacarose, tanto no interior como no exterior da parede celular em leveduras, em sua
investigacdo mostrou que a enzima tem diferentes afinidades para os substratos testados com
uma razao de atividade enzimatica da forma “sacarose/inulina (S/I)”, demonstrando que o
microrganismo em estudo e a sintese enzimatica também dependera da composi¢ao percentual
de sacarose e de inulina. Além disso, varios estudos sobre a regulacdo da sintese de inulinase
concluem em que ¢ induzivel e sujeitas a repressdo catabdlica e associada ao crescimento

(ROUWENHORST et al. 1988).

3.7 Fermenta¢iao em Estado Solido (FES)

A FES tornou-se uma tecnologia potencial para a producido de complexos enzimaticos
(DELABONA et al. 2012). A FES refere-se ao processo em que o crescimento microbiano e a
formagdo do produto ocorrem na superficie de materiais solidos. Este processo implica a
auséncia (ou quase auséncia) de dgua "livre"; no entanto, a umidade ¢ absorvida no substrato
solido para favorecer o crescimento e o metabolismo microbiano (ANG et al. 2013; PIROTA;

et al. 2014).

A FES ¢ adequada para a produgdo de enzimas utilizando substratos naturais, tais como
residuos agricolas, porque eles imitam as condigdes sob as quais 0s microrganismos crescem

naturalmente (BRAHMACHARI, 2017).

Como a FES envolve relativamente pouco liquido em comparagdo com FS
(Fermentagao submersa), o processamento das condi¢cdes em FES ¢ teoricamente mais simples
e menos dispendioso. Pode-se afirmar que a FES tem trés vantagens principais: (1) alta
produtividade volumétrica, (2) concentragdo relativamente maior de produtos e (3) menor
geragao de efluentes, além de uma exigéncia de equipamentos simples de fermentacao (LIU et

al. 2012).

Além disso, a FES parece possuir varias outras vantagens biotecnoldgicas, tais como

uma maior estabilidade no produto, menos repressao catabolica, o cultivo de microrganismos
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especializados para substratos insoliveis em agua, ou a cultura mista de varios fungos, € uma
menor demanda de esterilidade devido a baixa atividade de agua utilizada (SINGHANIA et al.,
2015). Efetivamente, com o uso de uma FES em conjunto com as diversas vantagens que possui,
podem ser usadas como a principal protagonista na producao de metabolitos de interesse nas
industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética, de combustiveis e téxtil; porém, dificuldades
técnicas na operacdo e controle da fermentagdo em meio solido desestimulam o uso desta
técnica por sua participagdo na producdo industrial, motivando assim ao desenvolvimento e

estudo dos aspectos da engenharia bioquimica da FES (PRADO BARRAGAN et al., 2016).

No ambito das investigac¢des relacionadas ao uso de FES estdo os fatores importantes
envolvidos no bom funcionamento e desempenho do microrganismo utilizado, que sdo o
substrato, o tamanho das particulas do substrato, a atividade da 4gua, a temperatura, a umidade,
pH, agitagdo e aeracdo. Dentre estes, o tamanho da particula afeta a area de superficie total do
substrato para a relagdo de volume do substrato e, portanto, ajuda na caracteriza¢ao do substrato

(CHEN, 2013).

A medida que o tamanho da particula do substrato diminui, a proporgdo entre a area
de superficie e o volume aumenta. Além disso, o espago vazio também ¢é determinado pelo
tamanho das particulas do substrato, o que afeta ainda mais a taxa de transferéncia de oxigénio.
Quando o tamanho das particulas € pequeno, os microbios obtém uma superficie maior para seu
crescimento. Particulas muito pequenas levam a redugdo do crescimento e aglutinagdo de
substratos em comparagao com particulas maiores, proporcionando melhor oxigénio e troca de
calor. Portanto, um tamanho adequado das particulas do substrato deve ser mantido para
melhorar o crescimento microbiano e a transferéncia de massa (SINGH; CHAUHAN;

KENNEDY, 2017).

3.8 Microrganismos produtores de inulinase em FES

Devido ao potencial dos microrganismos em produzir diversos compostos
enzimaticos, hoje eles sao utilizados como importantes fontes potenciais para a produgao de
inulinase. A facil manipulacdo na cultura nutritiva e os altos resultados na atividade enzimatica,
os transformam em uma fonte bioldgica industrial de producdo enzimatica. As inulinases
microbianas sdo estaveis em altas temperaturas, evitam a contaminagdo microbiana e
apresentam alta solubilidade para diferentes substratos. A principal classe de microbios
envolvidos na producdo de inulinase utilizando FES s3o fungos e leveduras (SINGH et al.

2019).
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As cepas mais preferidas e comumente usadas para a producdo de inulinase por FES
sdo as cepas fungicas pertencentes ao género Kluyveromyces (MAZUTTI et al. 2006) e
Aspergillus (AL-DABBAGH; A. MAHMOOD, 2015). O primeiro relato de sucesso no
emprego de FES para produgcdo de inulinase bacteriana foi de Staphylococcus sp
(SELVAKUMAR; PANDEY, 1999). Os microrganismos proeminentes produtores de inulinase
sdo Aspergillus spp., Penicillium spp., Kluyveromyces spp., Candida spp., Arthrobacter spp.,
Xanthomonas spp., Bacillus spp., etc (SINGH; SINGH, 2017).

As inulinases s30 enzimas induziveis e sdo produzidas extra e intracelularmente. Mas
existem alguns microrganismos que tém a capacidade de produzir a enzima nos dois sentidos.
A maioria dos microrganismos produz exoinulinase ou endoinulinase (Tabela 2), mas algumas
espécies microbianas também sdo conhecidas por produzir formas mistas (SINGH; SINGH,

2010).

Tabela 2 — Produgdo de inulinase a partir de materiais vegetais ricos em inulina, em fermentag¢ao
submersa

Material vegetal Micro-organismo  Tipo de Inulinase Desempenho Referéncia
utilizado Inulinase
(U/ml)
Extrato de alcachofra Pichia caribbica Exo-inulinase 70,0 Ali et al. (2016)
Extrato de raizes de Kluyveromyces Exo-inulinase 50,2 Singh e Bhermi (2008)
Asparagus officinalis marxianus
Aspergillus tritici  Endo-inulinase 25,01 Singh et al. (2016)
Extrato de raizes de Kluyveromyces Exo-inulinase 47,31 Singh et al. (2017)
Asparagus racemosus marxianus
Extrato de raizes de Aspergillus awamori  Exo-inulinase 9,58 Rawat et al. (2015a)
espargos
Aspergillus ficuum Exo-inulinase 5,32 Rawat et al. (2015a)
Aspergillus niger Exo-inulinase 7,52 Rawat et al. (2015a)
Penicillium cinitrum  Endo e exo-inulinase 1,86 Rawat et al. (2015a)
Penicillium Exo-inulinase 0,54 Rawat et al. (2015a)
guillermondii
P6 de raizes de espargos Penicillium sp. Endo e exo-inulinase 45,23 Rawat et al. (2015b)
Extrato de raiz de Acinetobacter Endo-inulinase 1,98 Muslim et al. (2015)
chicoria baumannii
Aspergillus tamarii  Exo-inulinase 31,79 Ismail Ali saber e El-
Naggar (2009)
Thielavia terrestris Exo-inulinase 8,42 Fawzi (2011)
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P6 de raizes de chicoria Xanthomonas sp. Endo-inulinase 15,0 Park e Yun (2001)
Extrato de tubérculos Kluyveromces Exo-inulinase 55,4 Singh et al. (2017)
dalia marxianus
Exo-inulinase 140,02 Singh et al. (2006)
Exo-inulinase 1,49 Rawat et al. (2015a)
P6 de alcachofra Geotrichum N.E. 45,62 Erdal et al. (2011)
Jerusalém candidum
Extrato de raizes de Aspergillus wenti Exo-inulinase 3,45 Karatop e Sanal (2013)

alcachofra Jerusalém

Extrato de tubérculos de Aspergillus tamarii ~ Exo-inulinase 28,55 Ismail Ali saber e El-
alcachofra Jerusalém Naggar (2009)

N.E.=Nao especificado
Fonte: Singh et al. (2019).

Dentro do ambito do cenario industrial da producao de enzimas inulinase sintetizados
por microrganismos, pode-se dizer que, comercialmente, apenas duas empresas estdo
produzindo inulinases. A empresa irlandesa Megazyme esta produzindo endo-inulinase e exo-
inulinase ultrapura purificada por afinidade sob os nomes comerciais de E-Endoian ¢ E-Exoian
a partir de cepas recombinantes de 4. niger. Essas enzimas estdo disponiveis separadamente
para aplicacdes de pesquisa e também foram incorporadas aos kits analiticos Fructan e Fructan
HK oferecidos pela Megazyme. Outra preparacdo comercial de exo-inulinase de A. niger ¢
comercializada pela Sigma-Aldrich (EUA) sob o nome comercial Fructozyme (SINGH;
SINGH, 2017).

3.9 Kluyveromyces marxianus

K. marxianus € descrita como uma levedura homotalica, hemiascomiceta, ¢
filogeneticamente relacionada a S. cerevisiae e ¢ uma espécie irma da mais conhecida
Kluyveromyces lactis. E considerada uma levedura GRAS (Generally Regarded As Safe) e QPS
(Qualified Presumption of Safety) nos EUA e na UE, respectivamente (LANE et al., 2011).
Essa levedura tem sido mais amplamente adotada pela industria, principalmente por apresentar
caracteristicas desejaveis para aplicagdes biotecnoldgicas. Isso inclui a capacidade de assimilar
acgucares como lactose e inulina; uma taxa de crescimento extremamente rapida, com tempos
de geracdo tipicos de ~ 70 min; termotolerancia, umax de 0,6, com capacidade de crescimento
até 52 °C; e uma alta capacidade secretora de enzimas (FONSECA et al., 2008). Na sintese de
inulinases extracelulares por leveduras, uma importante caracteristica fisioldgica ¢ a localizacao

pOs secretoria da enzima. Proteinas extracelulares em leveduras sdo usualmente retidas na
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parede celular, mas, dependendo da linhagem e das condi¢des de cultivo, elas podem ser

liberadas para o meio (ROUWENHORST et al., 1990).

K. marxianus, ¢ uma levedura respiro-fermentativa e pode gerar energia através do
ciclo do TCA (ciclo do acido tricarboxilico) por fosforilacdo oxidativa ou por fermentagcdo do
etanol. K. marxianus é geralmente classificado como Crabtree negativo, em outras palavras,
quando a concentracdo de agtcar ¢ alta, o metabolismo ¢ fortemente direcionado para a
fermentagdo, o que significa que a célula preferencialmente direciona o piruvato para a
producdo de etanol. Esse fendmeno ¢ chamado de efeito Crabtree e ¢ postulado como uma
vantagem competitiva em certos ambientes microbiologicos (PISKUR et al., 2006). Embora K.
lactis e K. marxianus sejam geralmente classificados como Crabtree negativos, ambas as
espécies carregam os genes necessarios para a produgdo de etanol por fermentagdo e sob certas
condi¢des irdo optar pela rota de fermentacdo. De acordo com Lane et al., (2011), existem
relatos contraditorios na literatura sobre o "status Crabtree" de K. marxianus, relatando que

essas leveduras apresentam um "efeito Crabtree positivo".

Por outro lado, o potencial de K. marxianus aplicado na industria de biotecnologia
varia de acordo com a cepa utilizada. Comercialmente, a aplicacdo atual mais importante ¢ a
producdo de enzimas nativas, como inulinase, b-galactosidases, pectinases e celulases
termoestaveis. A inulinase ¢ de particular interesse, pois esta enzima ndo ¢ comumente
encontrada em outras leveduras ou fungos (LANE et al., 2011). Além de algumas novas
enzimas, o rapido crescimento e a facilidade de manipulagdo, tornam o K. marxianus um
sistema preferivel aos fungos filamentosos, que frequentemente sao uma fonte alternativa de

enzimas fungicas.

Outro exemplo da aplicagdo destas leveduras ¢ a sua interessante atividade b-
galactosidase que tem sido explorada ha algum tempo (PINHEIRO; BELO; MOTA, 2003). K.
marxianus tem sido utilizado para tratar residuos contendo lactose da industria do queijo. O
permeado de soro de leite, anteriormente um produto residual problematico, tornou-se um
substrato econdmico chave para o crescimento de K. marxianus, seja para produzir biomassa
ou etanol. Sua aplicag@o para a producido de biomassa ou proteina unicelular utilizada como
racdo animal ou transformada em extrato, ¢ utilizada na industria de processamento de
alimentos. As linhagens de K. marxianus ZIM 1867 na producao de biomassa com ferro (PAS
et al., 2007), K. marxianus CBS 6556 na produgdo de proteina unicelular a partir de
concentrados de soro de leite desproteinizados (SCHULTZ et al., 2006), K. marxianus FII
510700 (LUKONDEH; ASHBOLT; ROGERS, 2005), foram utilizadas para este fim.
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Da mesma forma, o interesse pelo etanol ¢ impulsionado pelo desenvolvimento de
biocombustiveis, embora os custos associados a destilacdo signifiquem que a producdo de
bioetanol a partir do permeado do soro de leite seja atualmente uma atividade comercial
marginal (LANE et al., 2011). A linhagem de K. marxianus NBRC 1963 no estado suspenso e
imobilizado foram utilizadas para a produgdo de etanol a partir da lactose como substrato obtido

a partir desse tipo de residuo (ODA; NAKAMURA, 2009).

3.10 Substratos utilizados para a produc¢io de inulinase em FES

O tipo de microrganismo e o substrato utilizado para a produgdo de inulinases
desempenham papel importante no tipo de enzima produzida (exo-inulinase ou endo-
inulinase), seu modo de agdo, ¢ seu rendimento. Substratos com altas concentragdes de inulina

e sacarose sao usadas como fonte de carbono e indutor para a produgao de inulinase.

Pode-se afirmar que o principal fator limitante para a producdo biologica de uma
enzima para aplicagao industrial € o custo elevado da matéria prima, custos de operagao e custos
de extracdo e purificagdo. Uma reducdo significativa no custo da produ¢do industrial de
inulinases pode ser alcancada utilizando matéria-prima de baixo custo e alta disponibilidade
que seja rica em inulina ou apresentando concentracdes altas de sacarose. Diferentes matérias-
primas como tubérculos de alcachofra Jerusalém, raizes de aspargos, raizes de dente-de-ledo,
raizes de chicoria e tubérculos de délia, tém sido usadas para a producdo de inulinase em

fermenta¢do em estado solido e submersa (SINGH et al. 2019).

Mazutti et al. (2006), avaliou a produ¢do de inulinase por fermentagdo em estado
solido utilizando Kluyveromyces marxianus NRRLY-7571. O meio solido consistiu de bagaco
de cana-de-actcar suplementado com melaco de cana-de-acucar e licor de milho; com a
maxima atividade enzimatica alcancada de 445 (U/g) unidades de inulinase por grama de

substrato seco.

Da mesma forma, Xiong et al. (2007), estudou a otimizacdo dos niveis de nutrientes
para a producdo de inulinase por uma nova estirpe Kluyveromyces S120 na fermentacdo em
estado solido (FES). Foi demonstrado que a inulina, licor de milho e (NH4)>SO4 sdo
complemento mais compativel com o substrato de farelo de trigo e influenciam positivamente
na produc¢do de inulina. O autor obteve assim uma atividade média de inulinase (409,8 U/g de

substrato seco inicial).
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E notéria a profusa literatura encontrada com base em investigacdes realizadas no

ambito da produgdo deste tipo de enzimas. A Tabela 3 mostra alguns exemplos até o momento

da produgdo de enzimas inulinase por microrganismos em fermentacao solida e a atividade

enzimatica maxima alcan¢ada em cada estudo.

Tabela 3 — Microrganismos utilizados para a produc¢do de Inulinase em Fermentacdo em Estado

Soélido (FES).
Atividades
Microrganismos Substrato maximas Referéncias
(U/gss)*
Aspereillus nicer Alcachofra de Jerusalém e 1113 Al-Dabbagh ¢ Mahmood
perg & feijdo ’ (2015)
Aspercillus nicer Casca de banana 200,0
pers & Narayanan et al. (2013)
Farelo de arroz 137,2
Aspergillus niger Tubérculos de girassol 0,232 .
AUMC 9375 Housseiny (2014)
Raizes de alface 0,0879
. .. Bagaco da cana de agticar 1,773
Aspergillus parasiticus Abd el Aty et al. (2014)
Folhas de alcachofra 0,177
Aspergillus terreus Residuos de alho 0,022 Abd el Aty et al. (2014)
Folhas de alcachofra 4,433
Aspergillus versicolor Raizes de chicoria 0,177 Abd el Aty et al. (2014)
Cascas de laranja 1,917
Cryptococcus aureus Farelo de trigo e casca de 420,9 Sheng et al. (2009)
G7a arroz
Geotrichum candidum  Alho-pord em po 412,1 Canli ¢ Kurbanoglu
(2012)
Kluyveromyces S120 Farelo de trigo 409,8 Xiong et al. (2007)
Kluyveromyces Farelo de trigo (grosseiro) 106,72 Selvakumar e Pandey
marxianus ATCC- (1999)
52466 Farinha de milho 21,23
Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-~ D2gaco de cana-melagode 5 Mazutti et al. (2010a)
7571 cana- farelo de soja
Kluyveromyces , .
marvianus NRRL Y- Bagaco da cana-de-agucar  390,0 Mazutti et al. (2006)

7571
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Kluyveromyces Farelo de soja e bagago de .
marcianus NRRL Y- cana 436,7 Mazutti et al. (2010b)
7571
Kluyveromyces Farelo de soja e bagaco de .
marcianus NRRL Y- cana 250,0 Mazutti et al. (2007)
7572
Kluyveromyces Bagaco de cana e farelo de
marcianus NRRL Y- soja 586,0 Astolfi et al. (2011)
7571
Pem-czllzum Folhas de alcachofra 1,241 Aty et al. (2014)
brevicompactum
Residuos de alho 0,665
Pichia guilliermondii ~ Farelo de Trigo e Arroz 291,0 Guo et al. (2009)
Saccharomyces sp. Farelo de trigo 7829 Onilude et al. (2012)
Casca de laranja 22,47

* U/gss = Unidade enzimatica/ grama de substrato seco
Fonte: Das et al. (2019)

E importante apontar que, embora o campo de analise da produgio de inulinases seja
amplo, a literatura se limita a investigacao de outras fontes naturais para a produ¢do de inulinase
(yacon, cebola, trigo, etc), e até hoje ndo foram relatados estudos relacionados com o uso de
bagaco residual da industria cervejeira, em adi¢do ao melago da cana-de-acucar na producao

dessa enzima.



4 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério de Microbiologia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand UTFPR— Campus Toledo/PR. Na Tabela 4 estdo

apresentados os procedimentos utilizados no desenvolvimento experimental do presente

trabalho.

Tabela 4 — Etapas que foram desenvolvidas na Metodologia

Etapa

Procedimento

Variaveis estudadas

1* Etapa

Caracterizag@o Quimica do residuo
umido cervejeiro

Umidade
Lignina
Hemicelulose
Celulose
Lipideos
Cinzas
Proteinas

Caracteriza¢do Quimica do melago de
cana

pH

Acidez

Soélidos soluveis
Agucares redutores
Sacarose

2*Etapa

Pré-tratamento do melago de cana-de-
agucar

EDTA
Carvio ativo
Tratamento acido

3*Etapa

Ensaios de Fermentacdo em Estado
Solido

Concentracdo de melago de cana pré-tratado.
Tempo de fermentagio
Teor de umidade

4" Etapa

Efeito das condicdes de cultivo para a
producio de inulinase: Planejamento
experimental Plackett-Burman

Temperatura de incubagdo (°C)
pH Inicial

Melago de cana-de-agucar
Extrato de levedura
MnSO4.7H,0O

K>HPO4

(NH4)2SO4

ZnS04.7H,0

Uréia

5% Etapa

variaveis com
Delineamento Composto
Rotacional (DCCR)

Otimiza¢do de

Central

Temperatura de incubacio (°C)”
Concentragdo do melago de cana-de-agucar”
Concentragdo de extrato de levedura”

6* Etapa

Caracterizagdo parcial da enzima

Temperatura 6tima

pH 6timo

Temperatura de estabilidade
pH de estabilidade

Km € Vinax

*Resultados da etapa do planejamento experimental das condi¢des de fermentagio (Quarta etapa).
Fonte: Autoria propria
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4.1 Substratos

Os substratos industriais utilizados foram o residuo imido cervejeiro (RUC), fornecido
pela empresa INAB (Industria Nacional de Bebidas) - Toledo/PR, em conjunto com o melago
de cana-de-agucar fornecido pela empresa de Acucar Santa Terezinha Unidade Goioeré-
Moreira/PR. O RUC foi depositado em embalagens plasticas a vacuo e mantido em refrigeragao
a +4 °C. O melago da cana-de-acucar foi armazenado em recipientes plasticos de 1 L a

temperatura ambiente.

O melago de cana-de-agucar foi submetido a caracterizagdo quimica e tratamentos para
aremogao de compostos que afetam negativamente a fermentagdo, a metodologia estd descrita
nos itens 4.3.2 e 4.4, respectivamente. O melago ndo utilizado no procedimento experimental
foi armazenado em frascos plasticos de 100 mL a temperatura ambiente. Na Figura 6 ¢

apresentado o aspecto visual do melago de cana de agucar.

Figura 6 — Melago de cana-de-agucar utilizado na fase experimental

] 3

Fonte: Autoria propria (2019).
4.2 Microrganismo

Para a produgdo de inulinase foi utilizada a levedura K/uyveromyces marxianus ATCC
36907 (NCYC 587), da Colegao de Culturas Tropical da Fundacdo André Tosello, Campinas —
SP, fornecida pela Dra. Luciane Sene da Universidade Estadual do Oeste do Parana- Campus

Cascavel/PR.
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O microrganismo foi mantido em meio “Extrato de levedura-peptona- sacarose-(YPS)
agar”, contendo extrato de levedura 2,5 g.L'!, peptona 5,0 g.L"!, sacarose 15,0 g.L"! e 4gar 20,0
gL', a4°C em refrigeracdo (ONILUDE et al. 2012).

Para a produgdo de células, o microrganismo foi repicado de dgar inclinado YPS para
tubos de ensaio de 50 mL contendo caldo do mesmo meio, em um volume de 10 mL. O meio
foi inoculado com uma alga de cultura e incubado a 30 °C por 24 h. O meio para o inoculo foi
preparado seguindo o procedimento desenvolvido por Treichel (2004), cada tubo de ensaio com
caldo YPS correspondente ao pré-indculo 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

Tabela 5 mostra a composi¢ao do meio para o inéculo.

Tabela 5 — Meio de cultura para obten¢do do indculo

Componente Concentracdo (g.L™!)
Sacarose 20,0
Extrato de levedura 5,0
K>HPO4 5,0
NH4Cl 1,5
KCl 1,15
MgSO4 .7H>O 0,65

Fonte: Treichel (2004)

4.3 Caracterizacio da matéria-prima

4.3.1  Caracterizagdo Fisico-Quimica do RUC

Para determinar o potencial das macromoléculas presentes no RUC, foi realizada uma
analise composicional. O RUC utilizado para a caracterizacao e fermentagao respectivamente,

foi o residuo cervejeiro seco e triturado, para o qual foram realizadas as seguintes etapas:

e Ap0s a colheita foi lavado com 4gua para a remocao dos residuos do processo de
fabricacao de cerveja, sendo submetido a secagem a 50 = 1 °C em estufa SOLAB
SL-100 até peso constante. A Figura 7 ¢ apresentado o aspecto visual do residuo

cervejeiro seco.
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Figura 7 — Residuo cervejeiro apds secagem

Fonte: Autoria prépria (2019).

e Subsequentemente, a fim de reduzir o tamanho, o RUC foi triturado num moinho

de facas SOLAB SL-30 e peneirado até um tamanho de particula entre 10/30 mesh.

O residuo cervejeiro seco e triturado ndo utilizado nos experimentos foi armazenado

em refrigeragdo a 7 °C.

4.3.1.1 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade do residuo cervejeiro seco foi determinado pelo método AOAC
930.15 (AOAC, 1990). 2 g da amostra fresca foram colocados em placa Petri (P1) e secados
em estufa de secagem SOLAN SL-100 a 135 °C por 2 h. A amostra foi colocada para esfriar
em um dessecador para depois ser calculada a massa final (P2). A porcentagem de umidade foi

calculada utilizando a Equagao 1:
% Umidade = ((P1- P2) /P1) = 100 @Y

Onde:

PI =Massa da placa petri somada a massa do RUC fresca.

P2 =Massa da placa petri somada a massa do RUC apds a secagem em estufa.
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4.3.1.2 Determinagao do teor de lignina, celulose e hemicelulose

O calculo da composicao de lignina, celulose e hemicelulose foi realizado seguindo a
metodologia descrita por Browning (1967) e Rocha et al. (2012). Para a determinagdo do teor
de lignina Klason insoluvel, aproximadamente 3 gramas de amostra seca foram transferidas
para um béquer de 50 mL e adicionou-se 10 mL de H2SO4 a 72% (m/v), sob agita¢do, em banho
de dgua (45,0 = 0,5 °C) por 7 minutos. Interrompeu-se a reagao com a adi¢do de 50 mL de dgua
destilada. Imediatamente a amostra foi transferida para um erlenmeyer de 500 mL elevando-se
o volume de agua a 275 mL (concentragcdo final de H2SO4 a 3%). O frasco foi selado e
autoclavado a 1 atm, 121 °C durante 45 min. Apo6s autoclavagem, o frasco foi resfriado até
temperatura ambiente e o hidrolisado foi filtrado utilizando papel filtro previamente tarado para
a retencdo da lignina Klason insoluvel. O material retido no papel filtro foi secada em estufa a
105 °C até atingir peso constante e resfriado em dessecador de vidro até atingir a temperatura
ambiente e posteriormente pesado. O filtrado foi coletado para quantificagdo da lignina Klason

soluvel. O teor de lignina insoluvel foi determinado pela Equagdo 2:

Onde:

Lki = Lignina Klason insoluvel,
mys = Massa do papel filtro;
my;= Massa do papel filtro somada a massa de lignina, apds a secagem em estufa;

m, = Massa da amostra.

Para o célculo das concentracdes de celulose e hemicelulose, uma aliquota de
aproximadamente 1 mL da fracdo liquida obtida da filtragdo do hidrolisado foi analisada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A solugdo liquida foi1 filtrada utilizando
filtro Sep Pack C18, a metodologia de medicao cromatografica ¢ descrita no item 4.10.1. De
acordo com os procedimentos detalhados por Irick et al. (1988), as concentracdes de glicose,
xilose e arabinose determinadas por CLAE, foram utilizadas para determinar o calculo da

conversao em porcentagem de celulose e hemicelulose, representadas pelas Equagdes 3 e 4.

G * 5000 * Fc = Fph
% Celulose = P+ Psa 3)
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X *5000 * Fc * Fph A 5000 * Fc * Fph

%Hemicelulose = 4
YoHemicelulose PaxPsa + ParPea (4)

Fc = Fator de conversao (0,9 para a celulose e 0,88 para a hemicelulose)

Fph = Fator de perda de hidrolise (1,055 para celulose e 1,155 para hemicelulose)
Gli, Xil, Ara = Concentracdo de glicose, xilose e arabinose, respectivamente (g/L)
Pa = Peso inicial da amostra (g)

Psa = Peso seco da amostra (%)

A concentracdo de lignina solivel em meio acido foi analisada através da
espectroscopia na regido do ultravioleta. As medigdes de absorbancia do filtrado serdo
realizadas a 215 e 280 nm no espectrofotometro. O teor (g/L) de lignina Klason soltuvel foi

calculado pela Equagdo 5, descrita a continuagao:

Cls(g.L™") = ((4,53 * Az15) — Azg0)/300 ()

Cls (g.L"!) = Concentragdo de lignina Klason solavel em meio 4cido.
A»;5= Valor da absorbancia a 215 nm.

Azs0= Valor da absorbancia a 280 nm.

O teor de lignina soltuvel (%) foi determinado pela Equacao 6, sendo que a massa de

lignina soltvel seca foi convertida de g.L"! para g pela Equacio 7.

Lks (%) = (mys/mq) * 100 (6)

Onde:
L= Lignina Klason soluvel
mis— Massa de lignina solavel

m, = Massa da amostra.

mys (g) = Cls * 0.575 (7

Onde:

mys = Massa de lignina soltvel;
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Cls = Concentragdo de lignina Klason soliivel em meio acido obtida na equacdo 2.
0.575 = Fator de conversdo de g.L"! para g (Como a amostra inicial tem um volume de

575 mL, multiplicando-se a Cls por 0.575 L, se obtém a massa de lignina soltvel ().

4.3.1.3 Determinagao do teor de cinzas

O método AOAC 942.05 foi utilizado para determinar o teor de cinzas na amostra
lignocelulosico (AOAC, 1990). Um cadinho limpo e seco foi pesado utilizando uma balanga
analitica SHIMADZU AY?224 com 2 g de amostra seca ¢ moida (P1), o material foi aquecido
até formar cinza utilizando um forno de mufla por 2 h a 600 °C para depois ser pesada (P2).

Para determinar a porcentagem de teor de cinzas, foi calculado pela seguinte Equacao 8:
% Percentagem de cinzas = ((P1 - P2)/Peso da amostra)) * 100 (8)

P1 = Somatéria da massa do cadinho e os 2 g de amostra seca.
P2 = Somatéria da massa do cadinho e os 2 g de amostra seca depois do aquecimento.
4.3.1.4 Determinacao do teor de proteinas

A porcentagem de proteina foi analisada pelo método Kjeldahl (AOAC 988.05), com
algumas modificacdes. O procedimento ¢ detalhado a seguir: Foram pesados aproximadamente
1 g das amostras que, em seguida, foram transferidos para os tubos de digestdo, onde foram
adicionados 50 mL de acido sulfurico concentrado e 1 g de sulfato de cobre. Os tubos foram
transferidos para o digestor de proteinas onde permaneceram até alcangar a temperatura de 350
°C, a digestdo foi completada quando a amostra se tornou completamente transparente com

uma leve cor esmeralda devido ao cobre no catalisador.

Apos a digestao os tubos foram resfriados e seguiram para o destilador de nitrogénio.
Durante a destilagdo, ocorreu a liberagdo de amonia e sua captura em acido. Inicialmente a
amostra foi diluida com 4dgua destilada e neutralizado com hidréxido de sédio a 40%. O
nitrogénio total destilado na forma amonia foi recolhido com erlenmeyer contendo 10 mL de
solucao de acido borico a 3% (v/v) com indicador misto verde de bromocresol e vermelho de

metila.

Na sequéncia a solugdo obtida foi titulada com solu¢do de HCl a 0,1 mol/L com fator
de correcao 0,9836 até atingir o ponto de viragem identificado pela passagem da coloragdo azul

para a rosada. A equagdo utilizada para determinagdo do percentual de proteina esta descrita na
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Equacdo 9. Sendo utilizado o fator de conversdo para determinag¢ao dos resultados de 6,25 e o

resultado foi expresso em percentual de proteinas em massa (% p/p).
%Proteinas = 100 * (V * 0,0014 * 6.25 x F)/M 9)

V= Volume de HCI gasto na titulacao.
F= Fator de correcao do HCI 0,1 mol/L
M = Massa inicial da amostra (1 g)

4.3.1.5 Determinagao de lipidios

A determinacdo dos lipidios foi realizada pelo método de Soxhlet, utilizando hexano
como solvente, seguida da evaporacdo do solvente em estufa, de acordo com A.O.A.C. (1994).

2 g de amostra seca foram pesados em cartuchos de papel de filtro e colocados dentro
do sifio do equipamento de extracdo Soxhlet. 150 mL de hexano foram adicionados e
transferidos para o baldo. O baldo foi previamente secado em estufa por 2 h a 105 °C.

O baldo foi montado com hexano, o sifio com a amostra a ser analisada e o
condensador, o solvente foi aquecido foi aquecido a ebulicdo e permaneceu em refluxo. O
processo foi mantido durante 5 horas (15 sifoes por hora). O excesso de solvente foi removido
por secagem por 2 h em um forno a 105 °C. Em seguida, o baldo foi transferido para um
dessecador até que tivesse peso constante. O peso do baldo foi calculado antes e apos a extracao

seguindo a Equacgdo 10.
% Percentagem de Lipideos = ((P1- P2)/P)) * 100 (10)
P1 = Somatoria da massa do baldo e os 2 g de amostra seca.
P2 = Somatoria da massa do baldo apos extracao.

P = Massa inicial da amostra

4.3.2  Caracterizagdo Fisico-Quimica do melago de cana-de-agticar
4.3.2.1 Determinagdo do pH

A determinagdo do pH foi realizada em solugdo 10% a 25 °C, em leitura em

Potenciometro digital LUCA-210, em triplicata.
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4.3.2.2 Determinagdo da Acidez

A acidez foi determinada por titulagdo da amostra em solu¢ao 10%, com hidroxido de
sodio (N.OH) padronizado a 0,1M. A padronizagdo ocorreu até ser promovido um pH préximo

de 8,0 medido por potencidmetro. Os resultados foram calculados utilizando-se a Equagao 11:

100

Acidez (%) =Vv.f.22 11
Onde:

V= volume gasto de hidréxido de sodio 0,1 mol/L.
f= fator de correcao do hidroxido de sddio 0,1 mol/L
P =g de melago

¢ = 10 para solugdo de N,OH 0,1mol/L.

4.3.2.3 Solidos soluveis (°Brix)

Para a determinacao do °Brix do melago o qual representa a porcentagem aparente de
solidos dissolvidos, uma solug¢ao de melaco de cana-de-agucar foi preparada em razao de 10%

(p/v) em é4gua destilada e sujeita a leitura em um refratometro de bancada.
4.3.2.4 Determinacao do teor de acgtcares redutores

Os acucares redutores totais foram determinados pelo método do 4&cido
dinitrosalicilico (DNS). 1 g de amostra de melago diluida 1/100 foi utilizada para a medigdo de
acucares redutores. O procedimento utilizando o reagente DNS ¢ detalhado no item 4.10.3. A
porcentagem em peso de agucares redutores presentes na amostra de melago diluida foi

calculada usando a Equacgao 12:

Acucares redutores (% %) =V.C. 1%0 (12)

Onde:

V= Volume da dilui¢do com agua destilada da amostra.
C= Concentracdo de agucares redutores medido por espectrofotometro (540 nm) na
amostra

P = g de melago
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4.3.2.5 Determinagao do teor de sacarose

O teor de sacarose foi determinado foi calculado seguindo o método descrito por
Fajardo e Sarmiento, (2007), a partir da diferenca entre os valores de agucares redutores (AR)
naturalmente presentes no melago, e os teores de agucares redutores totais (ART), quantificados
apos hidrolise acida, pelo método de quantificagdo dos agucares redutores. Portanto, o teor de
ART inclui os agucares redutores naturalmente presentes no caldo, somados aos obtidos por
hidrolise da sacarose. A diferenga entre AR e ART foi multiplicada por 0,95, fator
estequiométrico entre sacarose € os agucares redutores, fornecendo o teor de sacarose na

amostra.

Inicialmente, foi realizado uma curva padrdo de sacarose com uma concentragdo
estoque de 10 g/L. A partir desta solucdo, diferentes concentragdes foram preparadas para obter
uma curva padrdo. Subsequentemente, foram adicionados 2 mL de HCl a 37% (v/v) a um
volume de 2 mL de amostra. Os tubos foram agitados e aquecidos a 92 °C por 10 min. A reacao
foi interrompida com gelo por 20 min. Subsequentemente, trés gotas de fenolftaleina foram
adicionadas a cada uma das amostras, em conjunto com 5 ml de NaOH a 20% até se obter um

tom rosa claro. Finalmente, foram adicionadas 0,6 ml de HCI a 5% (v/v) e agitadas.

As amostras de melago de cana foram submetidas ao mesmo procedimento, para
determinar o teor de sacarose. As amostras de agucares redutores foram lidas em

espectrofotometro, utilizando a metodologia DNS.

4.4 Ensaios de Pré-tratamento

O objetivo desta secdo foi remover a porcentagem maxima de compostos inibitorios
(metais e compostos minerais) presentes no melaco de cana-de-agucar, para os quais sdo
detalhados trés procedimentos de tratamento: carvao ativado, EDTA e tratamento com &cido
sulftrico. Para avaliar os diferentes tratamentos no melago de cana-de-agucar, realizou-se uma
fermentagdo liquida com medi¢do de duas respostas, atividade enzimética de inulinase (U/mL)
e crescimento microbiano por densidade dtica (DO), traduzido em concentracdo de biomassa
(g/L). Os tratamentos aplicados a melago de cana-de-agticar foram realizadas segundo a
metodologia de Treichel (2004), utilizando frascos Erlenmeyers aletados de 500 mL, com 100
mL do meio tratado a ser estudado. A avalia¢do dos tratamentos com carvao ativo, EDTA e
acido sulfurico, foram realizados utilizando o meio liquido conformado por melago de cana-de-

acucar tratado, juntamente com extrato de levedura e peptona, sendo a concentragdo do meio
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expressa na Tabela 6. Da mesma forma, foi realizada uma fermentagdo sem tratamento em

triplicata, com a mesma composi¢ao do meio de fermentacdo do tratamento.

Tabela 6 — Composi¢ao do meio de fermentagdo para o tratamento

Componente Concentragao (g/L)
Melago de cana-de-agucar 100
Extrato de levedura 6

Peptona 6

Fonte: Adaptado de Treichel (2004).

A temperatura foi mantida em 36 °C (KABKE, 2002), em frascos agitados em uma
incubadora refrigerada com agitacdo orbital THOTH modelo 6430, com rotagao de 150 rpm e
pH inicial 5,0. A cada frasco foi adicionado 10% de indculo. A resposta atividade enzimética
foi avaliada em 72 h de fermentagao, enquanto a concentracao de biomassa foi avaliada durante

este periodo.

4.4.1 Tratamento com carvao ativado

Para o desenvolvimento do tratamento foi utilizado carvao ativado comercial em pd
(Cromoline Quimica Fina). Os pré-tratamentos foram realizados com base nos resultados
obtidos por Treichel (2004). Foi utilizado melaco de cana-de-agucar diluido para a concentragao
especificada na Tabela 6 e adicionado carvdo ativo em p6 nas concentragdes de 3%, 5%, 8% e
10% p/v. O tempo de contato e agitacdo foi de 90 min a 150 rpm a uma temperatura de 60 °C.
Apos o tempo de tratamento, o caldo foi filtrado duas vezes e subsequentemente centrifugado
a 5000 rpm durante 15 min, com o objetivo de remover o maior numero de particulas de carvao

ativado do meio.

4.42  Tratamento com Acido Sulfurico

Para avaliar a eficiéncia do tratamento com acido sulflrico, foram realizados dois
tratamentos no melago de cana-de-actcar diluido (100 g/L). O primeiro tratamento foi realizado
com base nos resultados obtidos por Sguarezi et al. (2009). O pH da solu¢do de melago de cana-
de-agucar (100 g/L) foi ajustado com &cido sulfirico 1 M a 5,0. A solucao foi colocada em
repouso a 24 °C por 24 h utilizando uma incubadora Ethiktechnology modelo 411/FDP 86. O
meio foi centrifugado a 5000g por 15 min e o pH final ajustado a 4,0 com NaOH 1,0 M. O

segundo pré-tratamento foi baseado nos resultados de Roukas (1998), nos quais apenas as
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condig¢des de ajuste do pH foram variadas. Foi utilizado acido sulfurico 1 M para ajustar o pH
do caldo a 3,0, a amostra permaneceu em repouso por 24 h, para depois ser centrifugado e
reajustado o pH para 5,5 com NaOH 1,0 M. O experimento foi realizado em triplicata,

utilizando um meio controle sem tratamento.

443 Tratamento com EDTA

Para avaliar a eficiéncia quelante do 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) no pré-
tratamento, foram realizados experimentos seguindo a metodologia de Roukas (1998),
estabelecendo algumas modificagdes. A solugdo de melago foi ajustada para pH 5,5 com HCI
5N e aquecida a 60 °C por 15 min. O liquido foi tratado enquanto estava quente com diferentes
concentragcdes de EDTA (100, 200, 300 e 400 ppm) e um experimento de controle, para
estimular a precipitagdo de metais pesados. A mistura foi mantida em repouso durante 24 h a
temperatura ambiente ¢ depois centrifugou-se a 5000 g durante 20 min. O sobrenadante foi
utilizado para fermentacdo. O experimento foi realizado em triplicata, utilizando um meio

controle sem tratamento.

4.5 Ensaios de Fermentaciao em Estado Sélido

Antes da analise dos fatores mais importantes utilizando o Planejamento Plackett-
Burman, deve-se levar em consideragdo a variabilidade das condigdes de teste e a divergéncia
nos insumos utilizados como matéria-prima na parte experimental. Atualmente, ¢ conhecida a
profusa versatilidade de informagdo bibliografica empregada por diferentes estudos para a
producdo de inulinases, nas quais utilizam diferentes fontes de carbono, diferentes
microrganismos e até diferentes condi¢des de ensaio fermentativo (condigdes de substrato
solido ou liquido).

Assim, foi proposta a execugdo de trés ensaios preliminares com o objetivo de
conhecer intervalos gerais de trabalho, que ajudam a entender o comportamento da cepa
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 e a atividade enzimatica da enzima inulinase, sendo
submetida a andlises simples de variacdo na concentragdo de melaco de cana-de-agucar,

variacao no tempo de fermentagdo e variagao na umidade do meio sélido.

Andlises preliminares da fermentacdo em estado solido foram realizadas seguindo a
metodologia de Mazutti et al. (2006), na qual foram propostas algumas modificagdes. Os
experimentos foram realizados utilizando frascos Erlenmeyer de 500 mL, adicionando 5g de

residuo de cerveja imida (RUC) como fase solida, que foi integrada ao melago de cana-de-
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acucar diluido (100 g/L) como indutor enzimatico. O valor do pH foi ajustado para 5,5 e a
umidade do meio foi ajustada de acordo com o volume adicionado de melaco de cana, com 65%
p/p sendo o valor percentual de umidade base para os experimentos em que ndo foi avaliado

este parametro.

Cada meio de fermentacdo foi esterilizado a 121 °C por 20 min. Os frascos estéreis,
uma vez em temperatura ambiente, foram inoculados com uma suspensao de células, na qual
foram contadas aproximadamente 10® células/mL. 2 mL da suspensdo de células foram
inoculados assepticamente no meio de fermentagdo solido. Finalmente, os meios de
fermentagdo foram colocados em uma camara de incubagdo LUCA-222 a 32 °C, sem agitacao.
Deve-se levar em conta que todas as condi¢des experimentais se desenvolveram em triplicata.
Também foram realizados frascos de controle para descontar a atividade enzimatica ja presente

no inoculo, sendo sua atividade medida apods a inoculagao.

4.5.1  Efeito da concentra¢do de melago de cana-de-agucar

Foi avaliada a concentragdao de melago pré-tratado com acido sulfrico na produgao de
inulinase para determinar em qual faixa de concentragdo apresenta maiores atividades
enzimaticas sem apresentar possiveis efeitos de inibigdo por substrato. Foram testadas
concentragdes de melaco de cana-de-agucar na faixa entre 0% de melaco até¢ 60% p/p. Foi
adicionado ao meio so6lido (5 g de RUC) o indculo de 24 h de crescimento, a temperatura de
incubacdo foi de 32 °C por 72 h. A atividade inulinase foi calculada apés o tempo de

fermentacao.

4.5.2  Efeito do tempo de fermentacgao

A avaliacdo do curso do tempo na producdo de inulinase foi realizado de acordo com
a metodologia proposta por Onilude (2012), com algumas modifica¢cdes. Ao meio sélido
constituido por residuo umido cervejeiro suplementado com melaco de cana-de-agucar (50%
p/p) como indutor enzimatico, foi adicionado o indculo de 24 h e incubado a 32 °C durante 120
h. A produgdo de inulinase foi monitorada em intervalos de 24 h, analisando a atividade

enzimadtica inulinase durante o periodo de fermentacao (120 h).

453 Efeito do teor inicial de umidade

O efeito do teor inicial de umidade foi testado utilizando a metodologia proposta por
Onilude (2012), estabelecendo algumas modifica¢des. Oito diferentes niveis iniciais de

umidade (50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 e 90%) foram criados separadamente e adicionados ao
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substrato s6lido composto por RUC. Os niveis de umidade foram realizados de modo a ajustar
uma concentracdo de melago de cana de 50% p/p. Finalmente, em cada frasco foi inoculado
com 2 mL de in6culo, como ¢ especificado acima. A fermentacao foi realizada por 72 h a 32

°C, apos o qual foi determinada a atividade da inulinase.

4.6 Efeito das condicdes de cultivo para a producio de inulinase

Para avaliar o efeito das variaveis (fisicas e componentes do meio) que influenciaram
significativamente na produ¢do de inulinase foi utilizado um planejamento experimental
Plackett-Burman com 12 ensaios experimentais. O planejamento experimental Plackett-
Burman consiste no uso de dois niveis, que localizam varidveis significativas ao rastrear as
variaveis "n" nos experimentos "n + 1" (KARLAPUDI et al., 2018). Cada variavel independente
foi testada em dois niveis, alto e baixo, indicados com (+) e (-), respectivamente. Na Tabela 7
sdo apresentadas as nove variaveis atribuidas as variaveis fisicas e nutricionais tendo um total
de 12 unidades experimentais (PB-12). A analise dos resultados foi realizada por meio da
analise de variancia (ANOVA), com o uso do programa Statistica 10.0 assumindo p<0,05,
utilizando como resposta a atividade enzimatica as 72 h e 75% de umidade inicial do meio

(variaveis fixas que foram definidas nos ensaios de fermentagdo em estado solido, item 4.5).

Tabela 7 — Planejamento experimental de Plackett-Burman para variaveis fisicas e nutricionais
na producdo de inulinase por K. marxianus ATCC 36907 em FES.

Variavel fisicas e nutrientes Niveis

Codigo de Variavel Baixo (-1) Alto (+1)
Variavel

A Temperatura de incubagdo (°C) 25 35

B pH inicial 4,5 7,5

C Melago de cana-de-agucar (% p/p) 10 50

D Extrato de levedura (g/5gss)* 0,01 0,05

E MnSO04.7H20 (g/5gss)* 0,01 0,025

F K2HPO4 (g/5gss)* 0,01 0,025

G (NH4)2SO4 (g/5gss)* 0,02 0,05

H ZnS04-7THHO (g/5gss)* 0,02 0,05
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I Uréia (g/5gss)* 0,02 0,05

* Valores expressos em gss = gramas de substrato seco.
Fonte: Autoria propria (2021).
4.7 Otimizacao das condicoes fisicas e nutricionais na producio de Inulinase utilizando

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Apo6s analise do efeito das nove variaveis no planejamento Plackett-Burman (PB-12),
foram selecionadas as variaveis mais significativas em relagao a analise da atividade inulinase.
Foi aplicado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), que foi utilizado para
otimizar as condi¢des de producdo de inulinase, sendo as variaveis de Temperatura de
incubagao, concentragdao de melago de cana e concentragdo de extrato de levedura, as variaveis

consideradas para esta fase experimental.

Apds a medicdo das respostas, cada uma foi ajustada a um modelo polinomial
independente de segunda ordem, que foi usado para representar graficamente as superficies de

resposta, como mostra a Equagdo 13.
Y = Bo+ X Bix; + X Bijxix; + X Buxi® (13)

,onde Y ¢ o valor de resposta previsto (atividade enzimatica otimizada), B, € o coeficiente de
termo constante, f8; € o coeficiente de efeito linear, B;; € o coeficiente de efeito quadratico, f;;

¢ o coeficiente de interagdo dos efeitos, x; € x; sdo os niveis codificado das variaveis X; € X;.

A Equagdo 14 apresenta a relacdo entre x; e o valor verdadeiro da variavel independente X;:

Xi—Xo
x.  —
L AX;

(14)

, sendo assim X, o valor real da variavel independente no ponto central do teste e AX; a

mudanca de etapa da variavel independente.

Os ensaios foram realizados utilizando o planejamento experimental estabelecido na
Tabela 8. Utilizando o DCCR 23, com seis pontos axiais, oito pontos fatoriais e trés pontos

centrais, foram obtidos um ntimero total de 17 unidades experimentais.
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Tabela 8 — Faixa de valores dos fatores avaliados para a otimizagdo da produ¢do de inulinase
utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

. Niveis
Delineamento e
Variaveis
experimental -1,682 -1 0 +1 +1,682
Temperatura de incubagdo (°C) 28,6 32,0 37,0 42,0 454
Melago de cana-de-agucar (%
DCCR 33,2 40,0 50,0 60,0 66,8

p/p)

Extrato de levedura (g/5 gss)* 0,07 0,1 0,15 0,2 0,23

* Valores expressos em gss = gramas de substrato seco.
Fonte: Autoria propria (2021).

A validagao do modelo matematico e a cinética de producao enzimatica foi avaliada
nos pontos oOtimos de operagdo determinados no planejamento DCCR para a levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, na fermentacdo em estado solido foi considerado a

cinética da fermentacao até o tempo de 96h (4 dias).

4.8  Extracdo da enzima inulinase produzida por K. marxianus ATCC 36907

A enzima produzida foi extraida de acordo com o método de Mazutti et al., (2006). A
cada frasco Erlenmeyer utilizado na fermentacao sélida, foi adicionado tampao acetato de so6dio
(0,1 M; pH 4,8) em uma proporcao equivalente a dez vezes por grama de suporte utilizado
(1:10) (p/v), para depois ser incubada a 30 °C com agitagdao a 150 rpm por 30 min. O conteudo
foi entdo filtrado através de papel de filtro Whatman N° 1 e centrifugado a 5000 g por 10 min
para favorecer a separagao de residuos solidos ou células no extrato. A atividade enzimatica foi

analisada a partir do extrato obtido.

4.9 Caracterizacao parcial da enzima inulinase

Os testes descritos a seguir foram realizados utilizando o extrato enzimatico sem

purificagdo prévia, proveniente do procedimento de extragdo (item 4.8).

4.9.1 Determinagdo do pH 6timo e temperatura 6tima

Na determinacdo da temperatura e pH otimos da enzima inulinase produzida por
Kluyeromyces marxianus ATCC 36907, com a sacarose como substrato; foi realizado um

DCCR 22, apresentando 4 pontos axiais, 4 pontos fatoriais e 4 pontos centrais, para um total de
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12 unidades experimentais. As faixas estudadas para pH (4,3-5,7) e temperatura (47,9 °C-62,1
°C) foram escolhidas com base nos resultados da literatura. A Tabela 9 mostra os valores
utilizados no DCCR, com niveis altos (+1) e baixos (-1) e (0) como ponto central, para cada
variavel independente. Os valores 6timos para pH e temperatura foram determinados por

analise de superficie de resposta.

Tabela 9 — Valores utilizados no DCCR 22 para determinagio de pH e temperatura 6tima da
enzima inulinase.

Variaveis Niveis

independentes -1,414 -1 0 +1 +1,414
pH 43 4,5 5 5,5 5,7
Temperatura (°C) 47,9 50 55 60 62,1

Fonte: Autoria propria (2021).
4.9.2 Temperatura de Estabilidade

A estabilidade térmica da enzima inulinase foi determinada utilizando a equagdo de
Arrhenius, onde relaciona a constante de velocidade (K) dependente da temperatura como ¢

especificada na Equagao 15.
K = A.e E4/RT (15)

Os testes de estabilidade térmica foram realizados de acordo com a metodologia

proposta por Treichel, (2004), divididos nas trés etapas seguintes:

1.  Acompanhamento da atividade da inulinase em fung¢ao do tempo de incubacao em
diferentes temperaturas.
2. Calculo da energia de desativagdo para a rea¢do de desnaturacao (Ed).

3. Calculo do tempo de reagdo decimal.

Para o acompanhamento da atividade inulinase em fun¢do do tempo e da temperatura,
a solugdo enzimatica foi diluida em tampao acetato de sodio 0,1M, pH 4,8; as solucdes
enzimaticas foram incubadas sob diferentes condi¢des de temperatura (50,0; 52,5; 55,0; 57,5;
60 °C). Para a medicdo da atividade enzimatica, as amostras foram retiradas em diferentes
intervalos de tempo. A constante de inativacao térmica Kq (constante cinética dependente da
temperatura) foi estimada a partir dos dados obtidos experimentalmente em fun¢do do tempo,

utilizando a Equagdo 16, através do seguinte ajuste linear:
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In At = In Aty — Kt (16)
, onde:

Ato = Atividade enzimatica do estado inicial (U/mL)
At = Atividade enzimatica referente aos tempos de retirada de amostra (U/mL)
Ka= Constante de desativa¢io da enzima (h™)

t = Tempo de incubagdo da solucao enzimatica (h)

Para o calculo da energia de desativagdo da enzima (Eq), foi utilizado o ajuste linear da
Equacao 15 (Eq. de Arrhenius), que por sua vez foi determinada por meio do grafico do
logaritmo natural da constante de inativag¢do térmica (In Kq) - calculado do valor determinado
no passo anterior - dependendo do valor inverso da temperatura (1/T). Na Equagdo 17 se

apresenta o ajuste linear da Eq. De Arrhenius para o calculo da Eq.

E
InK; =InK — R—;) (17)

, sendo que:

Kq= Constante de desativagio da enzima (h)

K = Constante de proporcionalidade (h™)

Eq = Energia de desativagdo enzimatica

R = Constante dos gases ideais (8,314 kJ.mol"! K)
T = Temperatura absoluta (K)

O tempo de redugdo decimal, ou valor-D, ¢ definido como o tempo, a temperatura e
pressao constantes, necessario para uma reducao de 90% da atividade inicial. Para reagdes de
primeira ordem, o valor-D ¢ inversamente proporcional a constante da taxa de inativagdo, sendo

esta expressada na Equacdo 18:
D =2,303/K, (18)
4.9.3 pH de estabilidade

Os testes para o pH de estabilidade foram realizados utilizando 1 mL da solucdo
enzimatica devidamente diluido, a 1 mL de solugdo tampao, incubada a 50 °C em banho-maria,
com os seguintes valores de pH: 4,0; 4,5; 4.8; 5,0; 5,5; 6,0; 6.5; 7.0 € 7,5, as solugdes tampao
foram, tampao aceto de sédio 0,1 M (para pH 4,0-5,5) e tampao fosfato (para pH 6,0-7,5). A
concentragdo de sacarose para a medicdo da atividade enzimatica permaneceu a mesma em

todos os testes (2% p/v). As amostras foram retiradas periodicamente e a atividade residual
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medida em termos de atividade residual, que foi calculada como a razdo percentual da atividade
em um determinado pH. O célculo da atividade enzimatica foi realizado conforme especificado
no item 4.10.5. A determinac¢ao da atividade enzimatica residual foi calculada de acordo com a

Equacao 19:

Ufinal
Uinicial

Atividade enzimatica residual (%) = * (100) (19)

, onde:

Usinal = atividade enzimatica apds o periodo de incubagio

Uinicial = atividade enzimatica antes do periodo de incubagio.

4.9.4 Determinacdo das constantes cinéticas

Para a determinacao das constantes cinéticas (Km € Vmax), foi utilizado o método grafico
de Linewaver Burk, modelo reciproco da equagdo de Michealis e Menden (Equagdo 20). Os
ensaios de atividade enzimatica foram realizados utilizando tampao acetato de so6dio 0,1 M,
temperatura de 55 °C e pH 5,0 (condigdes estabelecidas no item 5.8.1), em diferentes
concentragdes de sacarose em mg/mL (1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4, 0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0). As
constantes cinéticas foram calculadas a partir da inclinacdo da reta e o intercepto formado a
partir do grafico 1/S em fungdo de 1/V, sendo S a concentragdo do substrato e V, a atividade

enzimatica.

_Vmax. S
Km+S

(20)

4.10 Métodos Analiticos
4.10.1 Determinagdo da concentracao de glicose, xilose, arabinose

As concentracdes de glicose, xilose, arabinose, foram determinadas por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucdo (CLAE), em um equipamento Waters nas seguintes condigdes:
detector de indice de refracdo, coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm), temperatura
de 45°C, acido sulfurico 0,01N como eluente em um fluxo de 0,6 ml.min"' e volume de amostra
de 20 pL. Antes de serem injetadas no cromatoégrafo, as amostras foram diluidas com agua
deionizada e filtradas em filtros Sep Pak C18 (Millipore). As concentragdes dos compostos

foram calculadas a partir de curvas de calibragdo obtidas com solugdes padrao.
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4.10.2 Determinacao do pH

Os valores de pH das amostras foram determinados utilizando um potencidmetro

Potenciometro digital LUCA-210, com corre¢ao de temperatura.

4.10.3 Determinagao de agucares redutores

A determinagdo dos acucares redutores foi realizada pelo método do acido-
dinitrosalicilico (DNS), para o qual foram retirados 0.5 mL da amostra e 0.5 ml do reagente
DNS, os tubos foram submetidos em ebuli¢do por 5 minutos. A reagdo foi extinta utilizando
gelo, para logo ser adicionado 5 mL de agua destilada. A homogeneizacdo foi realizada em
vortex, e subsequentemente a absorbancia foi medida utilizando um comprimento de onda de
540 nm. Para conhecer as concentragdes das solugdes em estudo, foi realizado previamente uma
curva padrao de solugdes de frutose com concentragdes conhecidas, com base em uma solugao

estoque de 1 g/L.

4.10.4 Determinacao de biomassa seca

O crescimento celular da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 foi
acompanhado por medida da densidade otica a 600 nm em espectrofotdmetro Merck modelo
Pharo 100. Apds propagacao, as células foram recuperadas por centrifugagdo e lavadas por 2
vezes com agua destilada. As células foram suspensas em 100 mL de dgua destilada (suspensao
mae) e a partir de uma série de dilui¢des, padronizou-se a concentracdo celular por densidade
otica. A concentracdo celular foi determinada utilizando uma equacdo obtida por regressao

linear dos dados entre peso seco e a absorbancia a 600 nm.

Com auxilio de uma bomba de vacuo, para a determinagao do peso-seco, filtrou-se 10
mL da suspensdo mae através de um sistema de filtragdo Millipore com membrana 0,45 um,
previamente pesada. Secou-se a membrana em micro-ondas Electrolux modelo MEF 41, até
peso constante. O procedimento foi realizado em duplicata. Para a determinagdo da

concentracgdo celular da suspensdo mae, utilizou-se a Equacao 21.

C = 1000 * (Mf — M;)/V (21)
, onde:
C= Concentracao celular da suspensao mae
M= Massa final
M; =Massa da membrana 0,45 pm
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V = Volume da solugdo mae

Para calcular a concentragao celular de cada amostra diluida foi utilizada a Equagao

22:

cd=C/f (22)
Onde:
Cd= Concentracao celular da amostra diluida
C= Concentracao celular da suspensao mae

/= Fator de diluigdo

4.10.5 Determinacao da atividade enzimatica do extrato

A atividade da inulinase foi determinada medindo os agucares redutores liberados pela
hidrolise da sacarose, seguindo a metodologia proposta por Xiong et al., (2007), com
modificac¢des. O ensaio foi realizado utilizando 0,5 mL de extrato enzimatico adequadamente
diluido com solu¢do tampao e adicionado a 4,5 mL de solugdo de sacarose (2%, p/v) em 0,1 M
de tampao acetato a pH 4,8, ¢ 50 °C durante 10 min, para depois parar a reagdo fervendo a
amostra por 10 min. A mistura da reagao foi analisada visando reduzir os agucares na forma de
frutose para ser analisado posteriormente pelo método DNS. Uma curva de calibragdo foi
preparada com solucgdes de frutose de concentragdo conhecida. Uma unidade de atividade da
inulinase ¢ definida como a quantidade de enzima, que produz 1 mol de frutose sob as condi¢des
do ensaio. Os resultados da determinacdo da atividade da inulinase foram apresentados em

unidades de atividade enzimatica/gramas de substrato seco (U/g).

As inulinases também tém atividade invertase associada a atividade inulinase, que €
descrita pela razao de atividade em sacarose/ atividade em inulina em termos de S/I. Um valor
da relacdo S/I inferior a 100 € caracteristico do comportamento das inulinases (ETTALIBI;
BARATTI, 1987). Sob essas consideracdes, a atividade da inulinase também foi determinada
usando inulina 2% (p/v). As analises anteriores de fermentagao no estado s6lido, bem como as
analises de otimizagdo, foram realizadas determinando apenas a atividade hidrolitica na
sacarose. Seguindo as mesmas condicdes descritas acima, a atividade sobre a inulina foi
determinada na condicdo 6tima, assim como a atividade sobre a sacarose (valida¢ao do modelo

otimizado), item 5.6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Caracterizacio da matéria-prima

A produgdo de inulinase ¢ induzida pela presenca de nutrientes no substrato. Assim, a
caracterizagdo do Residuo Umido Cervejeiro (RUC) e do melago de cana-de-agucar, visou
conhecer sua composi¢do com relagao ao contetido de nutrientes que sdo importantes na sintese

enzimatica.

5.1.1  Caracteriza¢do do Residuo Umido Cervejeiro (RUC)

A composi¢do quimica do RUC utilizado no presente trabalho apos a secagem, ¢é
apresentada na Tabela 10, os valores percentuais dos componentes so expressos como uma

porcentagem em peso seco (% p/p).

Tabela 10 — Composi¢do quimica do Residuo iimido cervejeiro (RUC)

Componente Peso Seco (% p/p)
Celulose 18,629 + 0,913
Hemicelulose 26,596 + 2,709
Xilana 18,885+ 2,252
Arabinana 7,711 £ 0,457
Lignina 16,498 + 0,058
Proteinas 21,164 + 0,513
Lipideos 9,291 + 0,805
Cinzas 4,803 + 0,009
Outros (Extrativos) 3,019

Fonte: Autoria propria (2021).

A porcentagem de umidade do RUC foi de 72%. Resultado semelhante ao presente
estudo foi relatado por Cordeiro (2011), em seu estudo sobre a caracterizacdo e viabilidade
econdmica do bagago de malte oriundo de cervejarias, obteve um teor percentual de umidade
de 75,45% em base umida. Segundo Ascheri et al., (2007), o bagaco de malte (componente
principal do residuo iimido cervejeiro), caracteriza-se por possuir um alto teor de umidade, em
torno de 86% em base umida. Da mesma forma, Lense e Schmidt (1989), indicaram que o

bagaco de malte possui umidade em torno de 79%, valor consistente com a literatura.
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Como pode-se observar na Tabela 10, o RUC, ¢ composto principalmente por (% p/p):
Celulose (18,629 +£0,913), Hemicelulose (26,596 + 2,709), Lignina (16,498 + 0,058), Proteinas
(21,164 + 0,513), Lipideos (9,291 + 0,805) e Cinzas (4,803 = 0,009).

De acordo com Mussato et al., (2006), o residuo umido cervejeiro pode ser considerado
uma rica fonte de proteina e fibra, que corresponde a 20 e 70% de sua composicao,
respectivamente. Em sintese, o RUC contém a casca e as camadas externas do grao de cevada,
tornando-o um material heterogéneo rico em arabinoxilano, celulose e lignina. Sua parede
celular composta por polissacarideos pode ser submetida a um processo de degradacao em seus
constituintes correspondentes por procedimentos hidroliticos (hidrotérmicos, enzimaticos ou

acidos).

Nesse sentido, o teor percentual de celulose foi semelhante ao descrito por Mello
(2014), que detalha um teor percentual de 18,54% em base seca; os valores de hemicelulose
(11,48%), lignina (14,65) e proteina (32,07%) foram também indicados em seu estudo. Os
dados correspondentes ao teor percentual de fibra detergente neutro (FDN), neste estudo, que
corresponde a soma dos valores de celulose, hemicelulose e lignina, representaram 61,72% em
base seca; valor semelhante ao encontrado por Carvalho et al., (2017), no qual indicam um valor

para o FDN de 55,98%.

O teor percentual de proteina foi equivalente a 21,164% p/p. Os resultados
apresentados por Kanauchi et al., (2001), detalham o teor percentual de proteina equivalente a
24% em base seca, valor semelhante ao indicado por Carvalho et al., (2017), que indicam
24,44% de proteina em graos cervejeiros gastos; assim também, estudos como o realizado por
Mussatto e Roberto, (2005) detalham um percentual equivalente a 15,2% em proteina para o

RUC.

Consequentemente, foi determinado também o conteudo lipidico do residuo
cervejeiro, o qual foi calculado pelo método de extragdo Soxlhet obtendo-se um valor de
9,291% p/p, valor que apresentou similaridade com os resultados encontrados na literatura. De
acordo com estudos recentes, o teor lipidico total (TL) do residuo imido cervejeiro varia entre
5,40 e 11,00% (massa seca). Apenas pequenas alteracdes na composi¢do de acidos graxos
ocorrem durante a maltagem e a trituragdo e, portanto, a composicao de acidos graxos do RUC
¢ semelhante & da cevada (FARCAS et al., 2015). O alto teor de acidos graxos livres no RUC
pode ser atribuida a lipase enddgena, que pode liberar acidos graxos livres de triacilglicerois e

lipidios polares durante o processo de maltagem e a maceragdao (NIEMI et al., 2012).
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Em linhas gerais, a variagdo dos resultados no ambito da composi¢do quimica do RUC
deve-se principalmente ao tipo de grao de cevada utilizado e ao processo industrial pelo qual ¢
submetido. Assim, a composi¢ao tipica de RUC encontrada na literatura € variavel, mas sempre
inclui altos niveis de fibra alimentar, proteina e aminodcidos particularmente essenciais, além
de niveis apreciaveis de minerais, polifendis e lipidios (MUSSATTO; DRAGONE;
ROBERTO, 2006).

Um aspecto importante, desde o ponto de vista fermentativo e nutricional, ¢ que esse
subproduto merece ser levado em consideragdo para usos subsequentes como fonte nutricional
para o crescimento de diversos microrganismos devido a seu alto teor de proteinas, o que o
atribui a ser uma importante fonte de nitrogénio para formulagdes de meios de cultura. A
biomassa composta por RUC também pode ser explorada e utilizada mediante processamento
microbiano para obter diferentes tipos de enzimas e acidos organicos valiosos. Sob 0 mesmo
ponto de vista, o RUC pode ser ainda mais explorado como matéria-prima para formulagdes de
ingredientes funcionais para o desenvolvimento de novas geragdes de produtos alimenticios de
valor agregado como suplemento animal ou também para produg@o de energia por combustao

direta ou producao de carvao vegetal.

5.1.2  Caracteriza¢ao do melago de cana-de-agucar

Os valores dos resultados obtidos para a amostra de melago analisado com relagdo aos

parametros quimicos estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Composi¢ao quimica do Melago de cana-de-agtcar

Analises quimicas Melago de cana-de-agucar
pH 595+0,1

Acidez (% p/v) 1,87 0,07
Solidos soluveis (°BRIX) 79,82 + 2,05
Agucares redutores (% p/p) 14,46 £ 0,58
Sacarose (% p/p) 38,37 £ 1,03

Fonte: Autoria propria (2021).

De acordo com a Tabela 11, verifica-se que a maioria dos resultados obtidos durante
a caracteriza¢do quimica foram numericamente semelhantes aos descritos pela Especificagao
Técnica para o melaco de cana liquida brasileiro (MELACOS BRASILEIROS, 2020). O valor

de pH na amostra analisada foi de 5,95 £ 0,1, um valor préximo a especificacao técnica, que
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detalha um valor de pH de 5,7. Para esse parametro, sdo esperados valores de pH acido, pois se

aproximam dos valores do caldo de cana in natura (pH =5,5) (SILVA, 2012b).

A acidez da amostra foi de 1,87 + 0,07% p/v, valor ligeiramente superior ao valor
descrito na especificacdo técnica (1,3% p/v). Esse valor foi semelhante ao relatado por Aradjo
(2017), no qual especifica faixas de acidez de diferentes amostras de melago de cana-de-agucar
entre 1,23% e 4,9% p/v. Por sua vez, os solidos soluveis contidos na solucdo de melago
apresentaram um teor percentual de 79,82 + 2,05%, sendo esse valor de acordo com a literatura

(JOSEPH; BACHHAWAT, 2014) e muito semelhante a especificacao técnica (82,92%).

Por outro lado, observou-se que o contetido de agucares redutores (glicose e frutose)
era equivalente a 14,46% p/p e o conteudo de sacarose de 38,37% p/p. O melaco de cana
utilizado neste trabalho apresentou 52,83% p/p de aglicares totais, consistindo principalmente
de sacarose em maior porcentagem. Os resultados mostram similaridade com o descrito na
especificagdo técnica do melago liquido brasileiro, sendo o valor indicado de agucares redutores
totais (glicose, frutosa e actcares redutores produto da hidrdlise da sacarose), equivalente a
59,16% p/p; da mesma forma, Feltrin et al., (2000), relataram um teor percentual de agucares
redutores de 14,72% p/v e agucares redutores em sacarose de 33,78% p /v, semelhantes aos

valores encontrados neste estudo.

5.2  Pré-tratamento do melaco de cana-de-a¢ticar

Foram realizados trés pré-tratamentos diferentes para o melago de cana-de-agucar
(tratamento com carvao ativado, tratamento 4dcido e EDTA). Os resultados do melhor pré-
tratamento realizado no melago de cana-de-agucar foram medidos indiretamente, calculando-
se a atividade enzimatica as 72 h de fermentagdo e o acompanhamento da concentracdo de

biomassa durante 72 h.

5.2.1 Tratamento com carvao ativado

5.2.1.1 Efeito na Atividade enzimatica

Os resultados do pré-tratamento para o melago de cana-de-acticar com carvao ativado
em diferentes concentragdes sdo representados na Tabela 12, os ensaios foram avaliados
utilizando meios de fermentacao submersos. A composicao do meio liquido de fermentacao,
bem como as condi¢des ambientais (pH, temperatura e tempo), estdo especificadas no item 4.4.
Os experimentos foram realizados em triplicata, considerando as médias e os desvios-padrao

dos resultados de atividade inulinase.
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Tabela 12 — Resultados das atividades enzimaticas dos diferentes tratamentos com carvao
ativado para o melago de cana-de-agticar por fermentacdo submersa.

Tratamento com Carvao Atividade enzimatica
Ativado (U/mL)

Sem tratamento 32,226 +1,1
Tratamento C.A. 3% 39,818 +0,8
Tratamento C.A. 5% 44,862 £ 1,4
Tratamento C.A. 8% 66,617 +1,2
Tratamento C.A. 10% 50,654+ 2,4

Fonte: Autoria propria (2021).

Para determinar a distribui¢do dos dados de cada amostra ¢ determinar sua
variabilidade estatistica por meio da comparacao das médias dos grupos, foi realizada a analise
de variancia ANOVA e o teste de Tukey (Apéndice A). O ANOVA dos parametros avaliados
da concentracdo de carvao ativado em func¢do da atividade inulinase, ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa (p <0,05). O analise post hoc, por meio do teste HSD de Tukey

(Apéndice A), indicou diferenca significativa entre todos os grupos analisados (p <0,05).

Na Tabela 12 observa-se que, a maior atividade inulinase foi obtida em todos os
tratamentos com carvao ativado em comparacao com o meio nao tratado; a maior atividade
inulinase encontrada (66,617 + 1,256 U/mL) foi alcancada utilizando um meio pré-tratado com
carvao ativado a 8% p/v. O uso de carvao ativado no pré-tratamento do melaco significou um
aumento da atividade enzimatica, o que pode ser explicado devido a natureza altamente
adsorvente em relacdo a sua porosidade e a formagao de grupos funcionais especificos com os
metais presentes no melago da cana de actcar. Quanto a aparéncia fisica do melago de cana,
esta apresentou aspecto cristalino ap6s da separagdo do carvao ativado por filtragdo, deduzindo

assim que este método afetou de forma positiva devido a ndo formacao de precipitados no caldo.

Treichel (2004), ao contrario dos resultados especificados neste trabalho, afirma que a
porcentagem de carvao ativado adicionado ao melago de cana ndo foi significativa na faixa
estudada entre 6 a 10%, ou seja, 6% do carvao teria o mesmo efeito que 10%, porém, também
definiu que o teste com carvao ativado ANF 8% (Carvorite, Irati, PR, Brasil), durante 1 hora de
agitacdo a 70 °C, era o mais adequado para o tratamento da solugdo conjunta de melaco de cana

e licor de milho fermentado, para a produ¢ao de inulinase.
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Por outro lado, além da utilizagdo do carvao ativado como tratamento de residuos para
sintese enzimatica, podem ser encontrados na literatura estudos baseados em seu uso para
aumentar a produgao de metabolitos por fermentagao. Estudos realizados por Pan et al., (2017),
ao utilizar carvao ativado para o tratamento do melago de cana-de-agucar na concentragcdo de
12% p/v, resultaram em aumento de 19% do é&cido hialurénico em relagdo ao substrato sem
tratamento. Os resultados relatados por este autor sugeriram que o pré-tratamento com carvao
ativado diminuiu o nivel de inibi¢do por fatores prejudiciais, como o excesso de ions metalicos,

e aumentou a qualidade da fermentacgao.

5.2.1.2 Efeito na Concentra¢ao de Biomassa
Na Figura 8 observa-se o acompanhamento da concentragdo de biomassa em fungao
do tratamento com carvao ativado a diferentes concentragoes.

Figura 8§ — Acompanhamento da concentracdo de biomassa em funcdo de tempo de
fermentagdo utilizando meios de cultura com tratamento com carvao ativado.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Foi possivel evidenciar que o crescimento celular € exponencial nas primeiras 24 horas
de fermentacdo, a biomassa aumentou até atingir a concentracao de 7,89 g/L utilizando um
tratamento com 8% de carvao ativado; ¢ importante destacar que utilizando esta mesma
concentragdo no teste anterior, foi possivel obter a maior atividade enzimatica em relagdo as
demais concentragdes de carvao ativado. (Tabela 12).

Os tratamentos nas concentragdes de 3, 5 e 10% de carvao ativado, apresentaram
comportamentos semelhantes com relacao a concentracao de biomassa, apresentando também

uma fase exponencial até 24 h de fermentacdo e uma fase estacionaria de crescimento constante
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até 72 h. Os resultados mostram uma clara melhoria em relagao a fermentagdo sem tratamento
(5,87 g/L de concentragdo de biomassa).

Ressalta-se que, da mesma forma que com os dados obtidos sobre a atividade
enzimatica, a influéncia do tratamento com carvao ativado tem papel relevante na adsor¢ao de
compostos inibitdrios presentes no melaco de cana, que claramente afetaram negativamente ao

crescimento microbiano e diminuiram a atividade enzimatica.

52.2 Tratamento com EDTA

5.2.2.1 Efeito na Atividade enzimatica
Os resultados da atividade enzimatica do extrato obtido da fermentagao submersa com
melago de cana-de-agucar pré-tratado com diferentes concentragoes de acido

etilenodiaminotetracético (EDTA) sao mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 — Resultados das atividades enzimaticas dos diferentes tratamentos com EDTA
para o melago de cana-de-agtcar por fermentacdo submersa.

Atividade enzimatica
Tratamento com EDTA

(U/mL)
Sem tratamento 30,315+ 1,901
Tratamento 100 ppm 40,049 + 1,106
Tratamento 200 ppm 56,563 £0.937
Tratamento 300 ppm 42,939 + 0,423
Tratamento 400 ppm 38,756 £ 1,122

Fonte: Autoria propria (2021).

O ANOVA dos parametros avaliados da concentracio de EDTA em funcdo da
atividade inulinase, mostrou diferenca estatisticamente significativa (p <0,05), indicando que
os tratamentos com carvao ativado aplicados ao melaco de cana-de-aclcar apresentam
similaridade estatistica em func¢do da atividade da inulinase. Por outro lado, através do analise
post hoc, por meio do teste HSD de Tukey (Apéndice B). Observa-se que nao existe diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos 1 (Tratamento com EDTA 100 ppm) e o grupo 3
(Tratamento com EDTA 300 ppm), assim como os grupos 1 e 4 (Tratamento com EDTA 400
ppm), apresentados em preto. Os grupos restantes dos tratamentos com EDTA utilizados

mostraram diferenga significativa (p <0,05).

Observa-se que o tratamento para o melago de cana-de-agticar com 200 ppm de EDTA

foi aquele que resultou em uma maior atividade inulinase. Pode ser observado na Tabela 14,
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que houve diminuicao da atividade enzimatica quando foi aumentado a concentragdo de EDTA
nos ensaios tratados com 300 ppm e 400 ppm de EDTA. O aumento da atividade da inulinase
em todos os ensaios em relacdo ao meio de controle pode ser explicado devido a propriedade
do EDTA de apresentar atividade quelante muito eficaz. A formacao de quelatos permitiria a
formagao de complexos com a maioria dos ions metalicos especialmente fortes, como o Mn ,
Fe, Pb, Cu e Co, ions presentes no melago de cana-de-agticar. Valencia e Zapata, (2014), ao
utilizar EDTA para a remocdo de Caélcio e Magnésio, determinaram um percentual de
clarificagdo de 58,73%, ou seja, obteve-se uma remog¢ao superior a 50% desses dois compostos.
Ashraf e Ali (2015), por outro lado, mostram a capacidade do EDTA e do ferrocianeto de
potassio como agentes complexantes no tratamento do melago de cana, visando melhorar a
producdo de acido citrico pelo microrganismo Aspergillus niger NG-4. Seus resultados
apontam um tratamento com EDTA a 250 ppm como o ideal para a producao maxima desse

metabolito.

5.2.2.2 Efeito na Concentra¢ao de Biomassa
Na Figura 9, da mesma forma que o caso anterior, ¢ observada uma condi¢do
comparativa da concentragdo de biomassa em funcdo do tempo de fermentacdo utilizando

diferentes concentragoes de EDTA.

Figura 9 — Acompanhamento da concentragdo de biomassa em fungao de tempo de fermentacao
utilizando meios de cultura com tratamento com diferentes concentragoes de EDTA.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Foi possivel demonstrar que o crescimento celular ¢ exponencial nas primeiras 24
horas de fermentagdo, a biomassa aumentou para uma concentragdo de 6,72 g/L utilizando

tratamento com EDTA em uma concentragdo de 200 ppm; concentracdo de EDTA no pré-
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tratamento com o qual foi obtida a maior atividade enzimatica em comparagdo com 0s outros

testes (Tabela 13).

A fermentacdo realizada sem tratamento atingiu um maximo de 5,88 g/L, valor
proximo a 6,22 g/L. de concentragcdo de biomassa obtida usando pré-tratamento com 100 ppm.
Por sua vez, pode-se concluir também que existe uma estreita relagdo entre a concentracao de
biomassa e a atividade enzimatica, uma melhora na concentragao de biomassa significou um
melhor valor da atividade enzimatica inulinase, possivelmente devido a natureza da enzima,

sendo sua producao considerada diretamente associada ao crescimento.

5.2.3 Tratamento acido

5.2.3.1 Efeito na Atividade enzimatica
Os resultados das atividades enzimaticas dos dois tratamentos acidos avaliados,

juntamente com o tratamento controle, estdo representados na Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados das atividades enzimaticas dos diferentes pré-tratamentos com acido
sulfurico para o melaco de cana-de-agucar por fermentagdo submersa.

- ) Atividade enzimatica
Tratamento com Acido Sulfurico

(U/mL)
Sem Tratamento 32,638 £ 0,559
Tratamento 1: pH inicial 3 / pH final 5,5 113,934 £ 1,399
Tratamento 2: pH inicial 5 / pH final 4,0 129,082 + 1,513

Fonte: Autoria propria (2021).

O ANOVA e o teste de Tukey dos parametros avaliados (Tratamentos 4cidos) em
funcdo da atividade inulinase sdo mostrados no Apéndice C, os andlises estatisticos indicaram
que os tratamentos com acido sulfurico aplicados ao melaco de cana-de-agucar ndo apresentam
similaridade estatistica entre os tratamentos testados em fun¢do da atividade da inulinase

(p<0,05).

Pode-se observar que os tratamentos acidos apresentaram diferencas em relagdo ao
tratamento controle, sendo o tratamento 2 ajustado para pH inicial 5 e pH final 4, aquele que
apresentou maior atividade enzimatica (129,082 + 1,513 U/mL), seguido pelo tratamento 1
ajustado para pH inicial 3 e pH final 5,5 (113,934 + 1,399 U/mL) e, finalmente, o tratamento
controle (32,638 + 0,559 U/mL). Infere-se que a propriedade dos acidos para reagir com a

maioria dos metais para a formacdo de sulfatos e subsequente separagdao destes por
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centrifugacdo, influenciam positivamente na melhoria da atividade da enzima. Sguarezi (2007),
realizou tratamentos com acido ao melago de cana-de-agtcar, mostrando que efetivamente o
tratamento com acido sulftrico ajustando o pH inicial em 5,0, por 24 h e pH final em 4,0, foi o

mais efetivo na clarificagao do substrato aumentando a atividade enzimatica.

Nesse sentido, com o objetivo de maximizar a resposta da atividade enzimadtica
inulinase, a utilizagdo de tratamentos acidos aplicados ao melago de cana-de-agucar pode ser
uma alternativa favordvel para este proposito. Mazutti (2009) e Golunski (2017) aplicaram
condigdes de tratamento acido ao melago de cana-de-agucar para otimizar a maximizagao da
produgdo de inulinase, sugerindo assim que as substancias no melago sdo inibidoras na

produgdo enzimatica e podem ser removidas com sucesso com este método.

5.2.3.2 Efeito na Concentragcdo de Biomassa

Na Figura 10, pode-se observar o grafico da influéncia de diferentes condi¢des de

tratamento com acido sulfurico em diferentes valores de pH.

Figura 10 — Acompanhamento da concentracdo de biomassa em fungao de tempo de
fermentacao utilizando meios de cultura com tratamento com acido sulftrico
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Fonte: Autoria propria (2021).

Na Figura 10, pode ser observado que houve diferenca na concentracao de biomassa
em relagdo ao ensaio sem tratamento. A concentracdo maxima de biomassa alcangada foi de
8,78 g/L, obtida com o pré-tratamento acido ajustando o pH inicial em 5,0 e o final em 4,0.
Utilizando o tratamento acido ajustado para pH inicial 3,0 e pH final em 4,0, foi alcancado uma

concentracdo maxima de biomassa de 8,33 g/L.
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Ambos os pré-tratamentos ndo apresentaram variagdo da concentracdo de biomassa,
sendo ambos os tratamentos considerados adequados para induzir a formacgdo de complexos
com os compostos inibidores do melago de cana-de-aguicar e favorecer tanto o crescimento da

levedura quanto a atividade enzimatica.

5.2.4  Analise comparativo dos diferentes tratamentos ao melago de cana-de-agtcar

A escolha do melhor tratamento para o melaco de cana-de-agticar baseou-se nos
melhores resultados da atividade enzimatica e na influéncia na concentracdo de biomassa. A
Tabela 15 apresenta os dados comparativos entre os melhores resultados de atividade
enzimatica por tratamento utilizado, sendo o tratamento acido o melhor tratamento baseado na
atividade inulinase em 129,082 + 1,513 U/mL, seguido do tratamento com carvao ativado 8%
de 66,617 £ 1,256 U/mL e o tratamento com 200 ppm de EDTA, resultando em atividade
inulinase em 56,563 + 0,937 U/mL.

Tabela 15 — Resultados comparativos dos melhores tratamentos aplicados ao melago de cana-
de-agucar em fungao da atividade inulinase por fermentagao submersa.

Tratamento utilizado Atividade enzimatica (U/mL)
Tratamento com carvao ativado 8% 66,617 + 1,256
Tratamento com EDTA 200 ppm 56,563 0,937
Tratamento com acido sulfurico. 129,082 + 1,513

pH inicial/pH final

Fonte: Autoria propria (2021).

A Figura 11 apresenta a grafica comparativa dos melhores resultados em relagdo a
concentracdo de biomassa por tratamento utilizado. Da mesma forma que no caso anterior, o
melhor tratamento do melaco de cana em relagdo a concentragdo de biomassa produzida foi o
tratamento acido, resultando em uma concentragdo de biomassa maxima de 8,78 g/L, seguido
do tratamento com carvao ativado com 7,89 g/L e finalmente tratamento com EDTA com 6,72

g/L, nas 24 h de fermentagao.
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Figura 11 — Grafica comparativa do acompanhamento da concentracdo de biomassa em
funcdo de tempo de fermentagdo utilizando os diferentes pré-tratamentos.
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A utilizacdo de carvao ativado, EDTA e acido como metodologias de tratamento para
o melago de cana-de-agUcar, apresentaram uma clara melhoria em relagdo a atividade
enzimatica resultante ¢ a concentragao de biomassa. Com base nos resultados dos testes
anteriores, foi definido que o melago de cana-de-agucar dever ser tratado com acido sulfurico
0,1 M ajustando o pH inicial em 5,0 por 24 h em temperatura ambiente, seguido por um ajuste
final de pH em 4,0.

E importante mencionar que as metodologias de tratamento para o melago de cana,
além de favorecerem resultados favoraveis referentes a altas atividades enzimaticas, devem
favorecer certas condigdes que afetam positivamente uma posterior purificacdo enzimatica.
Treichel (2004), utilizando carvao ativado como metodologia de tratamento do melago de cana-
de-acticar, apresentou grande dificuldade na clarificagdo do meio de tratamento, apresentando
residuos de carvao no meio filtrado, prejudicando a atividade enzimatica.

Uma solugdo alternativa para resolver esse inconveniente pode basear-se em tomar
algumas consideragdes fisicas do carvao escolhido, ou seja, enfatizar a busca de outras
especificagdes de carvao ativado que possuam uma area superficial maior para melhorar suas
propriedades adsorventes.

Da mesma forma, em relacao aos tratamentos acidos, além do tratamento com acido
sulfurico, outras op¢des de tratamento podem ser escolhidas, como o acido fosforico, que possui
propriedades complexantes, contribuindo assim para a clarificagdo do meio e aumento da

atividade inulinase. Sguarezi (2007), evidenciou que o melhor tratamento aplicado ao licor de
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milho fermentado, substrato industrial utilizado como fonte de nitrogénio na sintese de
diferentes enzimas, foi com acido fosfoérico ajustando o pH inicial em 3,0 por 24 h a 24 °C,

seguido por um ajuste final de pH a 5,5.

5.3 Ensaios de Fermentacio em Estado Solido (FES)

A execugdo dos trés ensaios preliminares descritos no item 4.5 sdo apresentados a
continuagdo. E importante destacar que os resultados obtidos por meio das seguintes analises
detalhadas nesta secdo serviram como base para definir condi¢des iniciais do meio de

fermentagado solido nas analises de otimizagao (Plackett-Burman e DCCR).

5.3.1  Efeito da concentra¢dao de melago pré-tratado na atividade inulinase

Os resultados do efeito da concentragao de melago de cana-de-agucar na FES sao

apresentados na Figura 12.

Figura 12 — Efeito da concentra¢do de melago de cana-de-agucar pré-tratado na producao de
inulinase por K. marxianus ATCC 36907 por fermentacdo em estado solido
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Os resultados mostraram que houve aumento da atividade enzimética a medida que a
concentracdo de melago aumentou (50% p/p), até atingir um valor maximo de 41,138 + 2,705
U/g as 72 h de fermenta¢do. Do mesmo modo, utilizando uma concentracao de melaco de cana
pré-tratada de 60% p/p, foi observada um claro declinio da atividade enzimatica (32,526 = 2,381
U/g), apresentando diminui¢do de aproximadamente 20% em relacdo a concentragdo anterior

utilizada. Na Figura 12, pode ser evidenciado um comportamento de repressdo catabdlica
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devido a alta concentracdo de sacarose, principal componente do melago de cana. Pode-se
afirmar que a inulinase produzida por K/uyveromyces marxianus ATCC 36907 ¢ aparentemente
regulada por um mecanismo de repressao do substrato, saturando os sitios ativos da enzima.
Resultados semelhantes foram encontrados por Cazetta et al., (2010), que estudaram as
condi¢des de cultivo sobre a produgdo de inulinase por Kluyveromyces marxianus var.
bulgaricus, concluindo que a inulinase produzida por essa levedura ¢ regulada por um duplo
mecanismo: aumento pelo substrato e repressdo pelo produto (glicose e frutose), visto que a
atividade da inulinase encontrada por esses autores diminuiu com concentragdes de sacarose
superiores a 10 g/L (em fermenta¢do submersa), provavelmente suprimido por agucares

redutores.

5.3.2  Efeito do tempo na atividade inulinase
Os resultados do efeito do tempo de fermentacdo na atividade inulinase sdo

apresentados na Figura 13.

Figura 13 — Efeito do tempo de fermentacdo na producdo de inulinase por K. marxianus
ATCC 36907 por fermentagdo em estado solido
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Fonte: Autoria propria (2021).

Os resultados evidenciaram um aumento na atividade enzimatica até as 72 h. A
atividade maxima inulinase apresentada utilizando uma concentra¢do de melago de cana-de-
acucar em 50% p/p foi de 41,562 + 3,19 U/g as 72 horas de fermentacao; chegadas as 96 h

pode-se observar uma clara diminui¢ao da atividade, comportamento semelhante ao encontrado
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as 120 h. Os dados encontrados na experimentacao estdo de acordo com os obtidos por Mazutti
et al., (2009), o quais indicam que a atividade enzimatica maxima inulinase ¢ encontrada nas
72 h de fermentacdo. Nesse contexto, alguns autores relatam que a sintese de inulinase por
diferentes microrganismos, dentre os quais se destacam o género Kluyveromyces e
Saccharomyces, estd associada ao crescimento e atinge uma fase maxima quase estacionaria
(AL-DAGAL; BAZARAA, 1998). Por outro lado, a diminui¢do enzimatica as 96 h, justifica-
se na possibilidade de deple¢ao do substrato (melaco de cana) ou repressao catabodlica; outra
possibilidade muito bem fundamentada ¢ a presenga ou secrecdo de proteases, causando
hidrolise de proteinas, inibindo assim as enzimas sintetizadas (ONILUDE; FADAHUNSI;
GARUBA, 2011). Deve-se levar em consideragdo que os dados apresentados, sdo dados de
efeitos totalmente simples, com variagao de uma unica variavel de estudo, sendo este o tempo
de fermentagdo. As varidveis otimizadas que corresponderdo a uma atividade enzimatica
maxima serdo avaliadas nos experimentos subsequentes, sendo estas realizadas e calculadas

através da interacdo das variaveis mais importantes durante a fermentagao.

5.3.3  Efeito do teor de umidade inicial na produgdo de inulinase
O efeito das diferentes porcentagens do teor de umidade inicial no meio de
fermentagdo solido esta representado na figura 14.

Figura 14 — Efeito do teor de umidade inicial do meio de cultura sélido na produgao de
inulinase por K. marxianus ATCC 36907 por fermentacdo em estado solido
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A atividade enzimatica méaxima encontrada foi de 66,98 + 2.091 U/g, utilizando meio
de cultura com 75% de umidade inicial com 72 h de fermentacao, por outro lado, os menores
valores de atividade foram encontrados utilizando 50% e 90% da umidade inicial do meio,
apresentando atividades de 17,76 + 3,45 U/g e 10,61 + 2,89 U/g, respectivamente. Os valores
minimos de atividade enzimatica podem estar relacionados ao grau de disponibilidade de
nutrientes resultante de um aumento no volume do meio sélido. O grau de expansdo (aumento
de volume) no sistema so6lido foi baixo em um nivel de umidade mais baixo e, portanto, o
aumento do estresse hidrico reduz a solubilidade dos nutrientes. Por outro lado, o nivel mais
alto de umidade produz alteragdes nos substratos que reduzem a porosidade, o que contribui

para a adesdo e as trocas gasosas (HAWASHI; WIDJAJA; GUNAWAN, 2019).

E importante enfatizar que a fermentagio em estado solido permite o crescimento e o
cultivo de microrganismos sob condi¢des controladas na auséncia de dgua livre e que os fungos
filamentosos se adaptam melhor as condi¢des solidas, devido a boa tolerancia a baixos valores
de atividade da agua (Aw) e condi¢des de alta pressdo osmotica (RAIMBAULT, 1998). O uso
de leveduras, como ¢ o caso do presente trabalho, também apresenta vantagens importantes em
relacdo ao uso de fungos filamentosos na fermentacdo. Kluyveromyces marxianus ¢ uma
levedura versatil, devido a sua tolerancia térmica, altas taxas de crescimento e amplo espectro
de substrato, podendo ser economicamente explorada para uma ampla gama de aplicacdes,
incluindo a produg¢ao de varias enzimas e a produgdo de proteinas unicelular, usando uma matriz

s6lida (HERRERA et al., 2017).

5.4 Efeito das condi¢des de cultivo para a producio de inulinase

O planejamento estatistico Plackett-Burman ¢ mais frequentemente usado para estudar
os efeitos de diferentes variaveis independentes em um meio de fermentagdo para a produgao
de enzimas. No presente estudo, foi utilizado para analisar o efeito de nove variaveis, incluindo
as condi¢des de fermentacdo e a constitui¢gdo do meio na producao de inulinase (Tabela 7).

Na Tabela 16, sdao especificados os valores codificados das variaveis utilizadas em
cada nivel da matriz do planejamento, juntamente com a atividade enzimatica inulinase de cada
experimento. Em resposta a producdo de inulinase pela levedura Kluyveromyces marxianus
ATCC 36907, observou-se variacdo na producao da enzima de 16,42 a 131,37 U/g. Essa

variagao reflete a importancia de otimizar o meio para obter maior produtividade.
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Tabela 16 — Planejamento Plackett-Burman (12 ensaios) para selecdo de variaveis fisicas e
nutrientes do meio de cultivo com a atividade inulinase como varidvel resposta.

Variaveis
Ensaios Ativi.dade
A B ¢ D E F G H 1  Enzimitica(Ulg)

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 111,665
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 69,312
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 40,411
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 131,370
5 | 1 -1 1 1 -1 | -1 -1 61,744
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 72,254
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 67,685
8 -1 -1 1 1 1 -1 | 1 -1 98,528
9 -1 -1 -1 1 1 | -1 1 1 79,822
10 | -1 -1 -1 1 | | -1 1 85,391
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 19,706
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 16,421

Nota: Os sinais +1 e -1 representam os dois niveis diferentes (alto e baixo) da variavel independente sob
investigagdo. As faixas experimentais de cada variavel, estdo expressos na Tabela 7. A: Temperatura de incubagéo;
B: pH inicial; C: Melago de cana-de-agucar; D: Extrato de levedura; E: MnSO4.7H>0; F: KoHPO4; G: (NHa)2 SO4;
H: ZnSO4-7H,0; I: Uréia

Fonte: Autoria propria (2021).

A anélise de variancia (ANOVA), calculada a partir dos resultados experimentais,
indicou um R? de 0,984, sendo a temperatura de fermentacdo, a concentracio do extrato de
levedura, o pH do meio sélido e a concentragdo de melaco de cana-de-agucar, as unicas
variaveis que apresentaram significancia estatistica (p <0,05).

A andlise de Pareto (Figura 15) permitiu verificar que, para a produ¢do de inulinase
por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, somente os fatores correspondentes a temperatura
de fermentagdo, concentragdo de melago de cana-de-agucar e concentragdo de extrato de
levedura, mostraram significancia estatistica positiva na atividade inulinase, permitindo um
aumento da atividade enzimatica nos niveis de 5,95; 5,39 e 4,63 U/g, respectivamente. Em
contraste, o pH do meio so6lido foi significativo, no entanto, um aumento no nivel de pH no
meio solido significou uma diminui¢do na atividade enzimaética (diminui¢ao no nivel de 5,47

U/g).
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Figura 15 — Grafica de Pareto para efeito padronizados na atividade inulinase da levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 com Planejamento Plackett-Burman

Gréfico de Pareto de efeitos padronizados; Variavel: Inulinase (U/g)
DV: Atividade Inulinase (U/g)
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Fonte: Autoria propria (2021).

Os resultados obtidos mostram que a variacdo da temperatura entre 25 °C e 35 °C,
produz um grande efeito sobre a producdo de inulinase pela levedura K. marxianus ATCC
36907. As atividades enzimaticas maximas se obtém quando a temperatura de incubagdo foi
ajustado a 35 °C. No caso de enzimas extracelulares, a temperatura pode influenciar sua
secre¢do, possivelmente alterando as propriedades fisicas da membrana celular
(EBRAHIMPOUR et al., 2011), como situagao particular neste caso, a alta atividade enzimatica
em condicdes de alta temperatura pode ser devida ao fato das caracteristicas termotolerantes
que essa linhagem de leveduras apresenta, bem como a sua ampla capacidade de crescimento

em condic¢des de alta temperatura. (LANE et al., 2011).

A concentragdo de melago de cana-de-acucar também teve efeito significativo na
producdo de inulinase. Na experimentacdo, as atividades enzimaticas maximas foram
encontradas usando concentrac¢des de 50% p/p, ¢ importante destacar que valores acima dessa
concentragdo significaram uma diminuic¢do na atividade enzimadtica, conforme ¢ detalhado no
item 5.4.1. Segundo Jain et al., (2012), a enzima inulinase geralmente apresenta carater
induzivel, portanto sua sintese depende da concentragdo do substrato indutor fornecido, como

¢ o caso da sacarose presente no melago de cana-de-agucar.

Da mesma forma, a concentragdo de extrato de levedura mostrou um efeito positivo

significativo para a producao de inulinase. Os valores maximos de atividade foram detectados
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usando concentragdes de 0,05 g para cada 5 g de substrato sélido usado (residuo cervejeiro).
Resultados encontrados na literatura relataram que as melhores fontes de nitrogénio para a
producao de inulinase sdo fontes complexas, por sobre as fontes inorganicas, sendo o extrato
de levedura considerado a melhor fonte de nitrogénio para a producdo desse tipo de enzima

(KANGO, 2008; JAIN; JAIN; KANGO, 2012).

A influéncia do pH inicial do meio sélido, pelo contrario, apesar de ser uma variavel
estatisticamente significante (p<0,05), influenciou negativamente na producdo de inulinase
quando foi utilizada em seu nivel mais alto (pH de 7,5). A influéncia do pH no meio sélido ¢
um parametro importante na producao enzimatica, pois interfere diretamente na sintese e no
crescimento celular. No presente trabalho, foi decidido manter o pH do meio em um valor fixo
de 4,5, sendo este valor considerado favoravel para a producgao de inulinase por Kluyveromyces

marxianus ATCC 36907 (SCHNEIDER, 1996).

Dentro das faixas estudadas, as demais varidveis correspondentes a (NH4)2SO4;
K>HPO4; MnSO4.7H20; O ZnS0O4.7H20 e a ureia, tiveram efeito positivo, porém ndo exercem
efeitos significativos (p>0,05) nas respostas da atividade inulinase. Dessa forma, a combinagao
de variaveis (temperatura de fermentagdo, concentragdo de melaco de cana e extrato de
levedura), que tiveram influéncia positiva significativa na produc¢do de inulinase, foram as
variaveis escolhidas para um processo subsequente de otimiza¢do usando o Delineamento

Central Composto Rotacional (DCCR).

5.5 Otimizacao da producio de inulinase por DCCR

Para obter o melhor desempenho de atividade enzimatica utilizando FES, os

componentes do meio e as condi¢des operacionais devem ser otimizados.

O planejamento Plackett-Burman, descrito no item 5.4, indicou que as variaveis
correspondentes a temperatura de incubagdo, concentragdo de melaco de cana-de-agucar,
concentragdo de extrato de levedura e pH do meio solido exercem efeito significativo sobre a
atividade da enzima inulinase produzida por Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. E
importante argumentar que, embora a variavel pH do meio solido tenha significancia estatistica,

optou-se por ndo a considerar no modelo de otimizacdo ja que exerceu um efeito negativo

significativo, desta forma, o valor do pH foi mantido fixo em 4,5 para os testes subsequentes.

Os resultados do modelo de Plackett-Burman foram utilizados para um planejamento

experimental 23, para a otimizagio da produgdo de inulinase, utilizando a metodologia DCCR.
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Para determinar os niveis 6timos na producao de inulinase, trés fatores selecionados foram
utilizados em diferentes intervalos de acordo com a Tabela 8. A Tabela 17 apresenta a matriz
do desenho experimental que indica os valores codificados e reais usados em cada nivel das
variaveis independentes juntamente com a resposta experimental da atividade da enzima

inulinase expressa em unidades enzimaticas U por grama de substrato usado (U/g).

A variagao na atividade inulinase estd compreendida entre uma faixa de 29,174 e
234,87 U/g, sendo observado um importante aumento da atividade enzimatica em comparagao
com o planejamento Plackett-Burman. Em definitiva, este modelo foi utilizado a fim de obter
um modelo quadratico capaz de descrever o comportamento da enzima produzida no meio de
fermentagdo solido em diferentes condigdes de temperatura de incubagao, concentracao de
melaco e extrato de levedura. O modelo polinomial de segunda ordem, expresso pela Equacao
23, no qual as variaveis (Xi, X> e X3), assumiram seus valores codificados, representa a

atividade otimizada da inulinase.

Atividade inulinase (U/g) = 224.83 + 12.35x; — 58.2x,2 — 13.19x, — 24.27x,% +
14.18x3 — 22.35x3% — 4.35x,x, — 2.47x;x3 — 0.46X,x3 (23)

Tabela 17 — Matriz do Planejamento experimental 2° para otimiza¢do da produgio de inulinase
pela levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 por FES utilizando o DCCR

Temperaturade  Melago de cana-de- Atividade
Ensaios incubacao agucar Extrato de levedura Inulinase
X:(°C)  x X2 (% p/p) X2 X; (g) X3 Ulg
1 32 -1 40 -1 0,10 -1 109,12
2 32 -1 40 -1 0,20 1 132,47
3 32 -1 60 1 0,10 -1 95,56
4 32 -1 60 1 0,20 1 125,78
5 42 1 40 -1 0,10 -1 145,51
6 42 1 40 -1 0,20 1 167,68
7 42 1 60 1 0,10 -1 123,23
8 42 1 60 1 0,20 1 134,84
9 28,6  -1,682 50 0 0,15 0 29,17
10 454 1,682 50 0 0,15 0 65,06
11 37 0 33,2 1,682 0,15 0 174,24
12 37 0 66,8 1,682 0,15 0 111,92
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13 37 0 50 0 0,07 -1,682 116,89
14 37 0 50 0 0,23 1,682 180,12
15 37 0 50 0 0,15 0 234,87
16 37 0 50 0 0,15 0 222,45
17 37 0 50 0 0,15 0 221,68

Fonte: Autoria propria (2021).

A significancia dos coeficientes das variaveis codificadas foi determinada pelos
valores p e por meio do teste T de Student. Através dos resultados obtidos foi possivel
determinar os coeficientes de regressdao que estdo apresentados na Tabela 18, onde os termos

lineares estdo associados a letra L e os termos quadraticos a letra Q.

Tabela 18 — Coeficientes de regressao e significancia do modelo de regressdo para a resposta
da atividade da inulinase.

Fator Erro
Efeito t(7) P Coeficiente  Erro Padrio
Padrao

Interagdo 224,83 10,62 21,16 0,000 224,83 10,62
(1) Temperatura de incubagao (L) 24,70 9,98 2,48 0,042 12,35 4,99
Temperatura de incubagdo (Q) -116,40 10,98 -10,60 0,000 -58,20 5,49
(2) Melago de cana-de-agucar (L) -26,39 9,98 -2,64 0,033 -13,19 4,99
Melago de cana-de-agucar (Q) -48.54 10,98 -4,42 0,003 -24.27 5,49
(3) Extrato de levedura (L) 28,37 9,98 2,84 0,025 14,18 4,99
Extrato de levedura (Q) -44.71 10,98 -4,07 0,005 -22.35 5,49
1Le2L -8,72 13,04 -0,67 0,525 -4,36 6,52
1Le 3L -4,95 13,04 -0,38 0,716 -2,47 6,52
2Le3L -0,92 13,04 -0,07 0,946 -0,46 6,52

Fonte: Autoria propria (2021).

A andlise de varidncia ANOVA (Tabela 19), cujo coeficiente de regressdo foi
verificado a um nivel de significancia (5%), foi realizada para a validagao estatistica do modelo
polinomial que explica o comportamento da enzima inulinase, o Teste F e o coeficiente de

determinagio (R?) foram utilizadas para esse propdsito.
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Tabela 19 — ANOVA do DCCR para o modelo de segunda ordem da atividade inulinase

Fator SS df MS F p

(1) Temperatura de incubagao (L) 2083,65 1 2083,65 38,0070  0,025316%
Temperatura de incubagdo (Q) 38185,91 1 3818591 696,5327 0,001433?
(2) Melago de cana-de-agtcar (L) 2376,99 1 2376,99 43,3576  0,0222962

Melago de cana-de-agucar (Q) 6641,54 1 6641,54 121,1455 0,008154?
(3) Extrato de levedura (L) 2747,17 1 2747,17 50,1099 0,019378?
Extrato de levedura (Q) 5632,74 1 5632,74 102,7443 0,009593%
1Le2L 151,99 1 151,99 2,7724  0,237818
1Le 3L 48,96 1 48,96 0,8930  0,444419
2Le3L 1,70 1 1,70 0,0310  0,876365
Falta de ajuste 2269,55 5 453,91 8,2796 0,111261°
Erro puro 109,65 2 54,82

Total SS 48758,31 16

R?=0,951 e R?ajustado = 0,888

Fub (9;7;0,05) =3,677; F do modelo = 15,16; Teste F p/Regressdo: Inulinase: Fimodeio/Frab = 4,1
SS: Soma dos quadrados; df: Graus de liberdade; MS: Quadrado médio

2 Valores significativos p < 0,05

®Falta de ajuste ndo significativa

Fonte: Autoria propria (2021).

A andlise de variancia para o modelo de segunda ordem quanto a resposta da atividade
da enzima inulinase indicou que todos os efeitos lineares e quadraticos foram significativos, ao
contrario das interacdes entre as variaveis estudadas, as quais ndo foram significativas (p>0,05).
O maior valor de p (1,4x107) dos efeitos significativos foi o correspondente ao efeito quadratico
da temperatura de incubacdo. A falta de ajuste neste modelo ndo foi significativa (p = 1,11x10"
1, isso indica que o modelo reflete a real relagio entre as varidveis concentracdo de melaco de
cana, concentragdo de extrato de levedura e temperatura de incubacdo em resposta a atividade
da inulinase. Além disso, o teste F para regressdo resulta na relacdo Fca/Frap de 4,1 para a
Inulinase o qual ¢ elevado atestando a validade do modelo obtido (MONTGOMERY, 2012).
De acordo com a andlise do grafico de residuos vs valores preditos (Figura 16), pode-se
observar a aleatoriedade desses residuos em torno do zero, indicando uma distribui¢cdo normal,
portanto, nenhuma transformacdo adicional ¢ necessaria na série de dados. O grafico de
probabilidade normal (Figura 17) mostra que os residuos estao dentro do espectro de residuos
padronizados (-1,96 a +1,96) de uma distribuicao normal (os pontos seguem uma linha reta).
Isso indica a auséncia de valores extremos ou outliers (o que significa uma observagdo com um

residuo "alto").
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O R? do modelo foi de 0,951, ou aproximadamente 95,1% da varia¢do observada na
atividade da inulinase, pode ser explicado pelo modelo ajustado na Equacdo 23. Assim, a
validade do modelo pode ser afirmada para explicar o comportamento da varidvel dependente.
Por sua vez, também foi determinado o R? ajustado, cujo valor garante um ajuste satisfatorio
do modelo polinomial de segunda ordem aos dados avaliados na experimentacdo. O valor R?
ajustado corrige o valor R? para o tamanho da amostra e o numero de termos no modelo. O R?

ajustado para a atividade da inulinase foi de 0,888, valor proximo ao R? do modelo.

De acordo com a analise ANOVA, o modelo foi altamente significativo e, por meio da
utilizagdo de ferramentas como o calculo do coeficiente de correlacio (R?), a confiabilidade do
modelo foi confirmada. Portanto, foi possivel construir graficos de superficie de resposta e
curvas de contorno da atividade da enzima inulinase em fungao das trés variaveis independentes

em estudo (Figuras 18 ¢ 19).

Figura 16 — Grafico dos residuos vs valores preditos da atividade Inulinase do DCCR para a
levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 (a. = 0,05)
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Fonte: Autoria prépria (2021).
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Figura 17 — Grafico da probabilidade normal dos residuos da atividade Inulinase do DCCR
para a levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 (o= 0,05)

Grafico da probabilidade normal dos residuos
DV: Atividade Inulinase (U/g)
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Fonte: Autoria propria (2021).

Os graficos da superficie de resposta permitiram observar que as melhores condigdes
para a atividade enzimatica estdo compreendidas na faixa entre 35-40 °C, para a temperatura
de incubagdo; 45-50% p/p para a concentragdo de melago de cana-de-agucar e 0,15-0,18 g de
extrato de levedura. De acordo com o modelo estatistico e os valores criticos de otimizacao, as
condig¢des dtimas para as variaveis independentes foram 37,55 °C de temperatura de incubagao,
47,15% p/p de concentracdo de melaco de cana-de-agucar e 0,16 g de extrato de levedura; esses
parametros permitiram determinar um valor previsto para a atividade da inulinase de 229,61

U/g.
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Figura 18 — Superficies de resposta do DCCR para a atividade inulinase pela levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 em fun¢do de: (A) Melaco de cana e temperatura de

incubagdo, (B) extrato de levedura e temperatura de incubagao, (C) Melaco de cana e de extrato
de levedura

Superficie ajustada; Variavel: Atividade Inulinase (U/g)
A DV: Atividade Inulinase (U/g)

(g TS PO

Superficie ajustada; Variavel: Atividade Inulinase (U/g)
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C
Superficie ajustada; Variavel: Atividade Inulinase (U/g)
DV: Atividade Inulinase (U/g)
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Fonte: Autoria propria (2021).

Figura 19 — Curvas de contorno do DCCR para a atividade inulinase pela levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 em fun¢do de: (A) Melaco de cana e temperatura de

incubacdo, (B) extrato de levedura e temperatura de incubagdo, (C) Melago de cana e de extrato
de levedura

Superficie ajustada; Variavel: Atividade Inulinase (U/g)

A DV: Atividade Inulinase (U/g)
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Superficie ajustada; Variavel: Atividade Inulinase (U/g)
B DV: Atividade Inulinase (U/g)

Extrato de levedura (g/5 gss)

26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Temperatura de incubag&o (°C)

C Superficie ajustada; Variawel: Atividade Inulinase (U/g)
DV: Atividade Inulinase (U/g)

Extrato de levedura (g/5 gss)

50

Melago de cana-de-agucar (% p/p)

Fonte: Autoria propria (2021).

Na literatura existem varios estudos que desenvolvem modelos para a otimizacao da
atividade da inulinase utilizando métodos, como o planejamento Box-Behnken (BB) e o
delineamento composto central rotacional (DCCR), sendo ambos metodologias de superficie
de resposta que incluem um conjunto de métodos empiricos que revela a relagdo entre as
variaveis de entrada e saida (SIVAPATHASEKARAN; SEN, 2017), representadas por graficos
tridimensionais. As superficies de resposta na Figura 18 mostraram que a atividade méaxima ¢
obtida na regido localizada nos pontos centrais. A menor atividade enzimatica na

experimentacdo (29,174 U/g) foi obtida quando ¢ utilizada uma temperatura de incubagdo de
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28,6 °C, sendo esta a menor temperatura testada no modelo. Por outro lado, a maior atividade
enzimatica foi encontrada nas temperaturas entre 37 e 42 °C, correspondendo a temperatura
Otima para o crescimento de K. marxianus. A alta temperatura para um crescimento ideal ¢
particularmente interessante para aplicagcdes comerciais, pois permite o resfriamento durante o
processo de fermentacdo em larga escala, onde a transferéncia de calor ¢ um fator limitante
(KARIM; GERLIANI; AIDER, 2020). A concentragdo de melago de cana-de-agticar no meio
solido foi altamente significativa, apresentando-se como uma varidvel ndo proporcional ao
aumento da atividade enzimatica (efeito linear negativo), além disso, observou-se que seu efeito
quadratico na atividade enzimatica foi o segundo fator mais influente sobre as demais variaveis.
Embora a menor concentragdo de melago de cana ndo seja a mais adequada para uma alta
atividade da inulinase, tampouco sdo adequadas concentracdes de melago de cana muito altas,
portanto existe uma faixa de otimizagdo. (Figura 18A). Diversos estudos tém apontado a
importancia do melago de cana-de-agucar como complemento do meio de fermentagdo s6lido
para indugdo de enzimas inulinase (MAZUTTI et al., 2006; AYYACHAMY et al., 2007;
TREICHEL et al., 2008; SGUAREZI et al., 2009; GOLUNSKI et al., 2017).

Do mesmo modo, o efeito na otimiza¢do da concentragdo do extrato de levedura
apresentou um comportamento proporcional em relagdo ao aumento da atividade inulinase
(efeito linear positivo), entretanto, esse efeito foi menos significativo do que o efeito quadratico
dessa variavel na resposta da atividade da inulinase. Concentra¢des de extrato de levedura
superiores a 0,18 g para cada 5 g de substrato so6lido, significou uma redugdo na atividade
enzimatica. Estudos indicam que utilizando fontes complexas de nitrogénio (extrato de
levedura, extrato de carne, peptona) no meio, sdo obtidos melhores resultados da atividade
inulinase de aproximadamente 5 vezes maior do que quando sdo utilizadas fontes de nitrogénio

inorganico (JAIN; JAIN; KANGO, 2012).

Gill (2003), embora considere o extrato de levedura como a melhor fonte de
nitrogénio para a producdo da inulinase, fontes inorganicas como os sais de amonio diminuiram
sua atividade; além disso, fontes organicas, como agua de macerac¢ao de milho, sdo utilizadas
como uma fonte rica de nitrogénio para a producdo de enzimas (ABDULAMEER; ESSA;
AZIZ, 2015).

5.6 Valida¢ao do modelo otimizado

A validagdao do modelo matematico e a cinética de producao enzimatica foi avaliada

nos pontos 6timos de operacao determinados no planejamento DCCR especificados na Tabela
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20. O valor experimental de atividade inulinase obtido na validacdo das condi¢des otimizadas
foi de 239,38 U/g, valor proximo ao previsto. Tal resultado validou o modelo proposto pela
otimizagdo das condi¢des de fermentagao em estado sélido utilizando o DCCR e foi possivel
verificar um aumento da atividade inulinase, sendo o valor otimizado 104,26% comparado com
o valor predito e 101,92% comparado com o valor maximo obtido experimentalmente (Ponto

Central).

Tabela 20 — Comparagao de ensaio ndo otimizado e otimizado pelo DCCR

Concentracdo de  Concentragdo de

Temperatura de Atividade Relacao
Ensaio melago de cana- extrato de
incubacdo (°C) Inulinase (U/g) S/
de-acucar (% p/p) levedura (g)
Ponto Central 37 50 0,15 234,87
Valor
o 37,5 47,1 0,16 239,38 10,18
otimizado

Fonte: Autoria propria (2021).

Valores semelhantes de atividade inulinase foram encontrados por diferentes autores,
Mazutti et al., (2007), trabalharam na produgao de inulinase por fermentacao em estado solido
do bagaco de cana-de-aglcar, utilizando planejamento fatorial para identificar o efeito de
diferentes variaveis sobre atividade enzimdtica, como a concentracao de licor de maceragao de
milho (CSL), concentracdao de farelo de soja, tamanho de particula de bagaco e tamanho de
in6culo. A atividade méaxima de inulinase alcangada por este autor foi 250 U por g de substrato
seco (gds) a 20% (p/p) de CSL, 5% (p/p) de farelo de soja, 1.10'° células/mL e tamanho de
particula do bagago na faixa de malha 9/32.

Do mesmo modo, estudos realizados por Mazutti et al., (2006), foram desenvolvidos
utilizando meio otimizado composto de bagaco de cana-de-agucar e licor de milho fermentado,
obtendo atividade maxima de inulinase de 391,9 U/g. Mazutti et al., (2010a), utilizando uma
cepa de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, indicaram uma atividade enzimadtica
maxima de 463 U/g, da mesma forma que Astolfi et al., (2011), utilizando um biorreator de
leito fixo em modo descontinuo e alimentado para a producdo de inulinase por Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571, relatou atividade inulinase maxima de 586 U/g, sendo este ultimo

valor a atividade inulinase mais alta relatada ao usar um meio sélido para fermentagao.

Por outro lado, Singh et al., (2020), obtiveram atividade inulinase de 411,3 U/g
utilizando a cepa de Mucor circinelloides em condicdes otimizadas de umidade, pH e tempo de

fermentacdo; valores de atividade inulinase de 1,773 U/g de Aspergillus parasiticus foram
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reportados quando foi utilizado bagaco de cana-de-agucar e folhas de alcachofra (ABD EL
ATY; WEHAIDY; MOSTAFA, 2014). Como pode ser observado, diferentes estudos relatam
a atividade inulinase utilizando diferentes fontes de carbono, além de ser sintetizada por
diferentes microrganismos. Todavia, devido as diferentes propriedades fisioldgicas e
bioquimicas do género Kluyveromyces, eles t€m demonstrado até hoje, apresentar os melhores
valores de atividade inulinase sobre os fungos filamentosos, sendo estes tltimos considerados

os melhores microrganismos adaptaveis as condigdes de fermentacao em substrato solido.

A relacdo da atividade em sacarose e inulina (S/I) também foi determinada na analise
de validagdo. Essa propor¢do ¢ um parametro importante porque mostra se a enzima ¢ uma
inulinase verdadeira ou uma invertase. A Tabela 20 mostra a relacdo S/I para o valor otimizado.
Pode-se notar que a relagdo S/I foi de 10,181, valor menor que 100, o que caracteriza esta
enzima como uma verdadeira inulinase. As relacdes na faixa de 9,5 a 77,2 foram relatadas na

literatura (BURKERT et al., 2006).

5.7 Cinética da Producio enzimatica na condi¢ao 6tima

Na figura 20 ¢ apresentada a cinética de produgdo enzimadtica a qual foi avaliada nos
pontos Otimos de operagdo determinados no planejamento DCCR para a levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, na fermentagdo em estado solido foi considerado a
cinética da fermentacao até o tempo de 96h (4 dias).

Figura 20 — Cinética da FES da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907. Perfis de
Atividade enzimatica Inulinase (U/g) e Agucares Redutores Totais (ART)
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Pode-se observar na Figura 20 que no tempo de 72 h se verifica o pico de produgdo da
enzima com valor da atividade enzimatica maxima, confirmando assim a validagdo do ponto
otimo. Observa-se também que a concentracao dos agucares redutores decresce ao longo da

FES, como era esperado.

Os resultados mostram uma reducao de 60% nos agucares redutores totais (ART) nas
primeiras 8h de fermentagdo, apds a estabilizacdo. A produgdo da enzima nao ¢ detectada antes
das 8h de fermentacao. O consumo total de ag¢ucares durante a fermentacao nao foi observado,
no entanto, na Figura 20 apresenta graficamente um ligeiro aumento na concentracdo de

acucares redutores totais chegadas as 24h.

Este ultimo fato pode estar relacionado a dois fatores, o primeiro, a etapa de produgao
da enzima inulinase, hidrolisando a sacarose presente no meio sélido nos agucares simples
como glicose e frutose. A segunda opcao esta relacionada a ocorréncia de hidrélise parcial da
celulose durante a etapa de hidrélise da sacarose na determinacao do agucar redutor total. A
celulose presente no RUC ¢ um polimero de glicose ligado por ligagdes glicosidicas (1 — 4),
que pode nao ser facilmente acessivel a levedura, mas ainda ¢ quantificado por método
analitico. Assim, o ART residual observado na Figura 20 pode ser o resultado desta hidrolise
parcial da celulose durante a quantificagdo dos ART e ndo estava disponivel para a levedura

durante a fermentagao.

A atividade enzimatica maxima observada foi as 72 h de fermentacdo com uma
produtividade estimada em 3,303 U/g.h, porém, sendo este pardmetro dependente do tempo de
incubac¢do, a produtividade maxima obtida na experimentagdo foi encontrada as 48 h (177,33

U/g de atividade inulinase), com um valor de 3,69 U/g.h.

A Tabela 21 apresenta uma analise comparativa das atividades enzimaticas obtidas no
presente trabalho com aquelas reportadas na literatura, indicando que a producao de inulinase
pela levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 apresenta uma boa produtividade e

atividade enzimatica com relacdo aos diferentes trabalhos baseados na producao desta enzima.
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Tabela 21 — Comparagdo dos resultados obtidos de atividade enzimatica e produtividade com
enzimas inulinases produzidas por FES

Microrganismo Atividade Composigdo do meio solido Produtividade Referéncia
Enzimatica (U/g.h)
(Ulg)
Kluyveromyces 239,381 RUC 3,69 Presente Trabalho
marxianus ATCC Melago de cana-de-agticar
36907 Extrato de levedura
Kluyveromyces 122,88 Farelo de trigo 1,71 SELVAKUMAR e
marxianus ATCC Farelo de arroz PANDEY, (1999)
52466 Residuo de copra
Farinha de milho
Kluyveromyces 391,9 Licor de maceragao de milho 3,34 MAZUTTI et al.,
marxianus NRRL Bagaco de cana (2006)
Y-7571
Kluyveromyces 250,0 Farelo de soja 8,87 MAZUTTI et al.,
marxianus NRRL Licor de maceragao de milho (2007)
Y-7571 Bagaco de cana
Streptomyces  sp. 89,0 Extrato de levedura 0,927 DILIPKUMAR et
MTCC-3119 FeS0O4.7H20 al., (2011)
NH4NO3
P. rugulosum 239.0 Farinha de soja 4,97 DILIPKUMAR; et

MTCC-3487

KoHPO4
ZnS0O> TH20

al, (2014)

Fonte: Autoria propria (2021).

5.8  Caracterizacio parcial da enzima inulinase

5.8.1 Determinagdo do pH 6timo e temperatura 6tima

Conforme descrito no item 4.9.1, para a determinacao dos valores de pH e temperatura

6tima da enzima produzida em substrato s6lido, foi realizado um DCCR 22, o qual foi composto

por quatro pontos axiais, quatro fatoriais e quatro pontos centrais. A matriz do planejamento

experimental em que as variaveis independentes em estudo sdo descritas, em sua forma real e

codificada, bem como as atividades enzimdticas obtidas através da experimentacdo, estdo
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representadas na Tabela 22. E importante destacar que as atividades enzimaticas obtidas nos
testes de caracterizacao enzimatica foram expressas em U/mL (Unidade enzimatica de atividade
inulinase em funcdo do volume do extrato). As medidas das atividades enzimaticas
apresentadas na analise de caracterizagao sdo claramente inferiores aos resultados apresentados
na otimizag¢ao, isso devido a uma dilui¢do do extrato enzimatico (fator que nao influencia no
calculo do pH e temperatura 6tima da enzima extraida), podendo assim, realizar os calculos dos

testes enzimaticos a partir de um mesmo teste de extragao.

Tabela 22 — Matriz do DCCR 22 na determinagio da temperatura e o pH 6timo de reagiio em
funcdo da atividade inulinase.

Temperatura pH Atividade
Ensaio Inulinase
X1 (°C) X] X2 X2 (U/mL)

1 50,0 -1 4,5 -1 12,58
2 50,0 -1 5,5 1 12,95
3 60,0 1 4,5 -1 10,76
4 60,0 1 5,5 1 10,32
5 47,9 -1,414 5,0 0 13,05
6 62,1 1,414 5,0 0 7,37
7 55,0 0 4,3 -1,414 13,60
8 55,0 0 5,7 1,414 11,81
9 55,0 0 5,0 0 15,26
10 55,0 0 5,0 0 16,28
11 55,0 0 5,0 0 16,11
12 55,0 0 5,0 0 15,33

Fonte: Autoria propria (2021).

A andlise estatistica dos dados apresentados na Tabela 22 resultou em um modelo
empirico codificado que explica o comportamento das variaveis de pH e temperatura nos
ensaios de atividade inulinase. Este modelo ¢ util para prever as condigdes de atividade da
enzima inulinase na faixa estudada. Os parametros lineares das duas variaveis ndo apresentaram
significancia estatistica, ao contrario dos parametros quadraticos para pH e temperatura, que
foram estatisticamente significantes (p <0,05). O modelo codificado para atividade da inulinase
foi validado pela analise de variancia (ANOVA), tabela 23. Obteve-se alto coeficiente de

determinacdo (R% = 0,95) e bom desempenho do teste F para regressio.
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Tabela 23 — Analise de varidancia (ANOVA) do DCCR na determinagdo da temperatura e o pH
otimo de reagdo em funcao da atividade inulinase

Fator SS dF MS F p
(1)pH (L) 19,47 1 19,47 70,6 0,004%
pH (Q) 47,30 1 47,30 171,6  0,001?
(2) Temperatura (°C)(L) 0,84 1 0,84 3.1 0,179
Temperatura (°C)(Q) 13,83 1 13,83 50,2 0,006*
1L e 2L 0,17 1 0,17 0.6 0.493
Falta de ajuste 2,44 3 0,81 2.9 0.199°
Erro Puro 0,83 3 0.28

Total SS 76,76 11

R?= 0,957 e R? ajustado = 0,922

Valor F do modelo=27,03

SS: Soma dos quadrados; df: Graus de liberdade; MS: Quadrado médio
2Valores significativos p < 0,05

®Falta de ajuste ndo significativa

Fonte: Autoria propria (2021).

A Equacdo 24, portanto, mostrou ser altamente preditiva em resposta a atividade
inulinase na faixa de fatores investigados e consiste em uma func¢ao de segunda ordem de pH e
temperatura. O modelo polinomial de segunda ordem, expresso pela Equagao 24, as variaveis

x; (Temperatura de reagdo) e x> (pH), assumiram seus valores codificados.
AE (U/mL) = 15,745 — 1,56x; — 2,71x,% — 1,469x,> (24)

Observou-se que a maior atividade da enzima inulinase obtida foi encontrada no valor
de pH 5,0 e temperatura de 55 °C, sendo essas varidveis localizadas nos pontos centrais do
planejamento experimental. Em relagdo a temperatura dos testes enzimaticos, na Figura 22, no
grafico de contorno entre as varidveis de pH e temperatura, pode-se observar uma diminuigao
da atividade enzimatica quando sdo utilizadas temperaturas acima de 55 °C, apresentando o
menor valor de atividade inulinase quando foi utilizada uma temperatura de 62,07 °C. Segundo
Silva et al., (2012a), a enzima inulinase produzida via fermentacdo sdlida por Aspergillus
Jjaponicus URMS5633, possui uma faixa de temperatura 6tima de atividade entre 50 °C e 55 °C,
por sua vez, Kushi et al., (2000) apresentam um resultado semelhante ao encontrado neste
estudo, mostrando uma temperatura de hidrélise ideal para sacarose, rafinose e inulina em 55
°C, usando Kluyveromyces marxianus var. bulgaricus. Moriyama et al., (2002), estudaram a
exo-inulinase de Penicillium sp. TN-88, também encontrando uma temperatura Otima de

atividade de 55 °C. Em relacdo ao pH, a enzima inulinase apresentou um pH 6timo de 5,0. No



92

entanto, embora a atividade maxima tenha sido evidenciada utilizando essa condi¢do de pH, a
enzima também foi consideravelmente ativa entre uma faixa de pH entre 4,3-5,7 (Figura 22,
pertencente a grafica de contorno). De acordo com Sarup et al., (2007), as enzimas obtidas de
diferentes fontes de substratos normalmente possuem um pH o6timo variavel, possivelmente
devido a diferentes composi¢des de aminodcidos, que por sua vez afetam seu estado de

ionizagdo em uma solugdo. Portanto, uma enzima com uma ampla faixa de pH ¢ sempre

preferivel para aplicagdo na industria alimenticia.

Com base na literatura relacionada ao pH e temperatura 6tima da inulinase, pode-se

concluir que ndo ha diferenca entre as faixas 6timas de pH que variam entre 4,5 ¢ 7 nas
leveduras produtoras desta enzima, ao contrario das faixas de temperatura, que apresentam
variagdo entre uma faixa de 30 e 60 °C para a inulinase de fungos, enquanto as inulinases

bacterianas e de leveduras t€ém uma temperatura ideal entre 40 © a 70 °C (SINGH; CHAUHAN;
KENNEDY, 2017).

Figura 21 — Superficie de resposta do DCCR para a atividade inulinase pela levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907 em func¢ao do pH e Temperatura

Superficie ajustada; Variavel: Atividade Inulinase (U/g)

(BIEY) SRR PN

Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 22 — Curvas de contorno para a atividade inulinase pela levedura Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907 em funcdo do pH e a Temperatura.

DV: Atividade inulinase (U/mL)

Temperatura (°C)
Fonte: Autoria propria (2021).
5.8.2 Temperatura de Estabilidade

A temperatura 6tima de reagdo da enzima inulinase produzida por Kluyveromyces
marxianus ATCC 36907, foi encontrada na faixa entre 50 ¢ 55 °C, nesta se¢do o efeito da
temperatura foi avaliado em fung¢do do tempo de estabilidade, ampliando o intervalo de analise
a 60 °C. A atividade da enzima foi diminuindo gradativamente com o aumento da temperatura,
mostrando que a inativagdo térmica segue uma cinética de primeira ordem, como pode ser visto
na Figura 23. A enzima inulinase, apresentou maior estabilizacdo a uma temperatura de 50 °C,
mantendo uma atividade residual préxima a 40% apds 50 h de exposicao. Mazutti et al., (2007),
utilizando inulinase produzida em substrato sélido pela levedura Kluyveromyces marxianus
NRRL Y-7571, apresentou uma temperatura de maior estabilidade a 50 °C e da mesma forma
uma menor, mas apreciavel estabilidade térmica a 60 °C. Da mesma forma, Oliveira et al.,
(2016) utilizando a enzima inulinase produzida por K/uyveromyces marxianus NRRL Y-7571
em xarope de Agave como substrato, também apresentou uma temperatura de maior
estabilidade a 50 °C. Trapala et al., (2020), utilizando a enzima inulinase produzida por uma
cepa de Kluyveromyces marxianus isolada de bagago de agave azul, apresentou boa estabilidade
térmica quando utilizadas temperaturas de 40 e 50 °C. Nesse sentido, pode-se afirmar que,
existem relatos na literatura que mostram que as inulinases de K. marxianus sao estaveis na
faixa de temperatura de 40 e 60 °C, independente do meio de crescimento utilizado. Os dados
obtidos experimentalmente de atividade enzimatica na forma Ln A/Ao vs tempo foram

representados graficamente na Figura 23.
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Figura 23 — Graficos de regressao e ajuste linear das atividades enziméaticas em fun¢do do tempo
para o calculo das constantes de inativagao térmica em diferentes temperaturas. (A) 50 °C; (B)
52 °C; (C) 54 °C; (D) 56 °C; (E) 58 °C e (F) 60 °C
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Os graficos de linha ajudaram a determinar o calculo da constante de inativacao Kg

para cada temperatura. Os valores de K¢ em fungdo de 1/T (K) permitiram construir o grafico

de Arrhenius (Figura 24).

Figura 24 — Grafico de Arrhenius e ajuste linear das constantes de inativagao térmica em
funcdo da temperatura.

Ln (Kd)

Equation y=a+b
Adj. R-Squ  0.99677

Value
Intercept 163.54824
Slope -54205.811

Standard Er
4.20641 ]
1380.11033 |

Ln (Kd)
Ln (Kd)

0.00300

T
0.00302

T T T T
0.00304 0.00306 0.00308 0.00310

1T

Fonte: Autoria propria (2021).

Para o célculo da energia de desativacdo térmica (Eq) o qual foi de 450,7 kJ/mol. A

Tabela 24 resume os parametros térmicos aparentes para a enzima, com relacao a constante de

velocidade Kd, os valores de D e a energia de desativacdo. Como ¢ esperado, a constante de

velocidade aumenta de 0,0163 para 2,22 h'! com o aumento da temperatura de 50 para 60 °C.

A 50 °C, a inulinase apresentou um valor D de 141,26 h™'. O aumento de 4 °C na temperatura

causa uma queda dréstica no valor D (21,52 h !). Em temperaturas de 58 e 60 °C, a enzima

apresenta menor estabilidade e os valores de D sd0 2,27 e 1,04 h'!, respectivamente.

Tabela 24 — Resumo dos pardmetros de inativagdo térmica para inulinase produzida por K.
marxianus ATCC 36907 por FES

Temperatura Constante de desativacao
/T (K) Ln Ky Valor-D
(°C) térmica (Ka)

50 0,0163 0,00309 -4,11659 141,26
52 0,0408 0,00308 -3,19907 56,44
54 0,107 0,00306 -2,23493 21,52
56 0,3024 0,00304 -1,19600 7,61
58 1,0156 0,00302 0,01548 2,27
60 2,2182 0,00300 0,79670 1,04

Fonte: Autoria propria (2021).
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5.8.3 pH de Estabilidade

A solucao enzimatica foi incubada em diferentes faixas de pH em diferentes intervalos
de tempo (0-44 h). A Figura 25 apresenta a atividade residual da inulinase com pH variando de
4,0 a 5,5 em tampao de acetato de sodio 0,1 M, e pH entre 6,0 a 7,5 em tampao fosfato. Pode-
se observar que a enzima se mostrou bastante estavel na faixa de pH 4,0 a 6,0, onde reteve mais
de 80% de sua atividade enzimatica original ap6s 22 h de incubacdo a 50 °C. Em pH 7,5; foi a
reacdo com a menor estabilidade, apds 2 h de incubagdo observa-se nitida redugao de 42,22%
da atividade enzimatica, apés 10 h de reagdo observa-se diminui¢do de 91,75%. Usando pH
entre 6,5 e 7,0, pode ser observada uma ligeira estabilidade maior que 60% da atividade original
da inulinase durante as primeiras 10 h de incubagdo, todavia, uma nitida diminui¢ao também
foi verificada as 10 h. A inulinase produzida no presente estudo tem faixas de pH semelhantes
as relatadas por Schneider, (1996); Mazutti et al., (2007); Mazutti et al., (2010b) y Sarup;
Dhaliwal; Puri, (2007).

Figura 25 — Influéncia do pH na estabilidade enzimatica. Faixa de pH estudada entre 4,0 a 7,5.
Os resultados sdo expressos em termos de atividade residual da enzima inulinase
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Fonte: Autoria propria (2021).
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5.8.4 Determinacao das constantes de Michaelis-Menten (Km € Vimax)

Foi investigado o efeito de diferentes concentracdes de sacarose na faixa de
concentracdo de 1 a 20 g/L sobre a atividade inulinase, os resultados experimentais foram
plotados utilizando o método grafico de Lineweaver-Burk, através da sua forma linearizada

(Equacao 25).

1 K. 1 1
4 Vm ax S Vm ax

(25)

A Tabela 25 mostra os valores experimentais das atividades enzimadticas para as

diferentes concentragdes de sacarose estudadas.

Tabela 25 — Atividade inulinase em fungdo da concentragdo de sacarose

Sacarose Atvidade Sacarose Atividade 1/S /v
Enzimatica Enzimaética

g/L U/mL mM g/L.min I/mM L.min/g
1 2,36 2,921 0,6678 0,342 1,497
2 3,71 5,843 1,0206 0,171 0,980
3 5,67 8,764 1,3788 0,114 0,725
4 7,66 11,686 1,7928 0,086 0,558
5 9,96 14,607 2,1276 0,068 0,470
7.5 11,82 21,911 2,4138 0,046 0,414
10 13,41 29,214 2,7162 0,034 0,368
15 15,09 43,821 2,7126 0,023 0,369
20 15,07 58,428 2,7324 0,017 0,366

Fonte: Autoria propria (2021).

Na Figura 26 ¢ apresentada a velocidade de reagdo enzimdatica em fungdo da
concentracgao de sacarose utilizando temperatura de 55 °C, o grafico da velocidade foi realizado

utilizando os dados especificados na Tabela 25.
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Figura 26 — Grafica da Velocidade de reacdo enzimatica em fungdo da concentracao de

sacarose (Temperatura em 55 °C).

Atividade enzimatica (U/mL)

T T T T T T T
5 10 15 20

Sacarose (g/L)
Fonte: Autoria propria (2021).

Os dados linearizados da velocidade de reacdo enzimatica foram utilizados para

calcular as constantes cinéticas por meio do Grafico de Lineweaver-Burk representado na

Figura 27.

Figura 27 — Gréfico de Lineweaver-Burk dos pardmetros linearizados de velocidade de reagdo
e concentracao de substrato para o calculo das constantes cinéticas Km € Vmax.
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Fonte: Autoria propria (2021).

O valor do Ky, foi de 13,6 mM e 0 Vimax foi de 3,69 g/L.min (0,02 M/min). O valor do

Km determinado neste trabalho foi superior aos encontrados em alguns relatos na literatura para
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a hidrolise da sacarose. Mazutti et al., (2007), trabalhando com a enzima inulinase produzida
por Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, encontraram um valor de Ky, de 7,1 mM e Vinax
de 17,79 M.min™'. Da mesma forma, Arrizon et al., (2011), apresenta um valor de Km de 29,1
mM utilizando sacarose como substrato, utilizando enzima purificada produzida por
Kluyveromyces marxianus isolada durante a etapa de fermentacdo do processo de elaboragao
do Mezcal. Trapala (2020), por outro lado, utilizando enzima inulinase purificada produzida
por uma cepa de Kluyveromyces marxianus isolada de Agave azul, apresentam um valor Km
superior de 97,3 mM para sacarose ¢ 3,9 mM para inulina. Nesse sentido, pode-se afirmar que
o Km encontrado no presente trabalho esta dentro da faixa da maioria das enzimas utilizadas

industrialmente (0,01-100 mM) (GODFREY; WEST, 1996).

6 CONCLUSOES

Este trabalho apresenta uma analise de otimiza¢ao da producdao de inulinase por
fermentagdo em estado solido de Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, utilizando como

principais o residuo imido cervejeiro (RUC) e melago de cana-de-agucar.

Os resultados da caracterizacdo quimica de ambos os substratos sugerem que sao uma
fonte propicia de nutrientes para a sintese enzimatica, devido ao seu importante teor percentual

de proteinas (RUC) e agucares redutores e sacarose (melaco de cana-de-agtcar).

As andlises do tratamento mais adequado para o melago de cana-de-agtcar (100 g/L)
mostram que o tratamento com acido sulfirico 1 M ajustando o pH inicial em 5,0 e o pH final
em 4,0, foi o mais propiciado para favorecer o aumento da atividade enzimatica e por sua vez

beneficiar o crescimento microbiano.

Os testes preliminares de fermentagdo serviram para conhecer variaveis fixas de
trabalho que se mantiveram constantes durante o desenvolvimento da fase experimental.
Determinou-se que a atividade enzimatica maxima foi encontrada as 72h de fermentagdo em

meio sélido composto por 75% de umidade inicial.

No ambito da avaliacao dos parametros fisicos e nutricionais do meio de cultura so6lido,
foram definidas como as varidveis mais significativas, a concentracdo de melaco de cana-de-
acuUcar, a temperatura de incubacgdo e a concentracao de extrato de levedura, varidveis que foram

utilizadas nos testes de otimizagao.

De acordo com os resultados da analise de otimizagao, foi possivel obter uma atividade

enzimatica maxima de 239,38 U/g, utilizando as condi¢des otimizadas para temperatura de
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incubagdo de 37,5 °C, concentragdo de melago-de-cana em 47,1% p/p e 0,16 g de extrato de
levedura por cada 5 g de residuo cervejeiro seco utilizado. Os valores experimentais e previstos
de atividade da inulinase foram relativamente proximos, indicando um bom ajuste do modelo
estabelecido. Por outro lado, a produtividade méxima obtida foi de 3,69 U/g.h, apresentando-

se superior a alguns trabalhos relatados na literatura.

Com relagdo a caracterizacao parcial da enzima, conclui-se que a temperatura ¢ o pH
para a atividade maxima da enzima inulinase sdo 5,0 e 55 °C, respectivamente. A enzima
apresentou maior estabilidade a 50 °C, diminuindo gradativamente com o seu aumento. O
tempo de reducio decimal ou valor-D foi de 141,26 h™! a uma temperatura de 50 °C e a energia
de desativagdo aparente de 450,7 kJ/mol. Do mesmo modo, a enzima apresentou uma boa
estabilidade em uma amplia faixa de pH (4,0-6,0), mantendo sua atividade residual at¢ um 80%
durante 22h. Em relagdo aos parametros aparentes de Michaelis-Menten Ky € Vmax para a

hidrolise da sacarose foram 13,6 mM e 3.69 g/L.min, respectivamente.

Assim, este estudo atendeu o objetivo geral pois foi possivel obter elevada atividade e
produtividade enzimatica, aproveitando a composi¢do nutritiva dos residuos agroindustriais

como o RUC e o melago de cana-de-acticar em fermentagdes solidas catalisada por leveduras.

A partir dos dados apresentados neste trabalho contrastando com os resultados ja
existentes na literatura, verifica-se o grande potencial de substratos agroindustriais com alta
disponibilidade e baixo custo, para sua utilizacdo em fermentagdes solidas a fim de produzir

enzimas de interesse industrial.

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os seguintes itens sao sugeridos visando a complementagdo deste trabalho:

e Estudo da selecdo de outros residuos agroindustriais como fonte de nitrogénio para a
maximizacao da atividade inulinase.

e Estudo da purificagdo enzimatica para analise de caracterizagao.

e Modelagem e simulagdo da cinética da hidrolise enzimatica e o crescimento da levedura.

e Otimizagdo da producao de inulinase em fermentador.
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APENDICE A - ANOVA E TESTE DE TUKEY (TRATAMENTOS COM CARVAO
ATIVADO)

As Tabelas 26 e 27 mostram os resultados do ANOVA e teste de Tukey,

respectivamente, para os grupos de tratamento utilizando carvao ativado em diferentes

concentragoes.

Tabela 26 — ANOVA unilateral para tratamentos com carvao ativado em melago de cana-de-
agucar em func¢ao da atividade inulinase em fermentacao submersa

Fator GL SS MS f p
Intercepto 1 32903,04 32903,04 14290,80 0,000000
Tratamento com carvao ativado 4 2017,41 504,35 219,06 0,000000
Erro 10 23,02 2,30

Total 14 2040,44

SS: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MS: Quadrado médio

Fonte: Autoria propria (2021).

Tabela 27 — Matriz de Tukey das diferengas de médias entre os grupos dos tratamentos com
carvao ativado avaliados em fun¢do da atividade inulinase.

Tratamento com carvao ativado

[1]

2] [3] [4] [3]

32,226 39,818 44,862 66,617 50,654
Sem tratamento 0,000939 0,000178 0,000176 0,000176
Tratamento C.A. 3% 0,000939 0,015100 0,000176 0,000196
Tratamento C.A. 5% 0,000178 0,015100 0,000176 0,006184
Tratamento C.A. 8% 0,000176 0,000176 0,000176 0,000176
Tratamento C.A. 10% 0,000176 0,000196 0,006184 0,000176

Fonte: Autoria propria (2021).
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APENDICE B — ANOVA E TESTE DE TUKEY (TRATAMENTOS COM EDTA)

As Tabelas 28 e 29 mostram os resultados do ANOVA e o teste de Tukey,

respectivamente, para os grupos de tratamento utilizando EDTA a diferentes concentragdes.

Tabela 28 — ANOVA unilateral para tratamentos com EDTA em melago de cana-de-agtcar em
fungdo da atividade inulinase em fermentagdo submersa.

Fator GL SS MS f p
Intercepto 1 26113,97 26113,97 18246,74 0,000000
Tratamento com EDTA 4 1090,33 272,58 190,46 0,000000
Erro 10 14,31 1,43

Total 14 1104,64

SS: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MS: Quadrado médio

Fonte: Autoria propria (2021).

Tabela 29 — Matriz de Tukey das diferengas de médias entre os grupos dos tratamentos com
EDTA avaliados em func¢ao da atividade inulinase.

Tratamento com EDTA

[1]

[2] [3] [4] [5]

40,049 56,563 42,939 38,756 30,315
Tratamento 100 ppm 0,000176 0,083611 0,684514 0,000179
Tratamento 200 ppm 0,000176 0,000176 0,000176 0,000176
Tratamento 300 ppm 0,083611 0,000176 0,010995 0,000176
Tratamento 400 ppm 0,684514 0,000176 0,010995 0,000200
Sem tratamento 0,000179 0,000176 0,000176 0,000200

Fonte: Autoria propria (2021).
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APENDICE C - ANOVA E TESTE DE TUKEY (TRATAMENTOS ACIDOS)

A Tabela 30 e 31 sao apresentados

os resultados do ANOVA e o teste Tukey dos

grupos de tratamento acidos a diferentes condigdes.

Tabela 30 — ANOVA unilateral para tratamentos com acido sulfurico em melago de cana-de-
agucar em fungao da atividade da inulinase em fermentagao submersa.

Fator GL

SS MS f p

Intercepto 1
Tratamento com acido sulfurico 2
Erro 6

Total 8

75985,13  75985,13 50002,31 0,000000
16140,11 8070,05 5310,53  0,000000
9,12 1,52

16149,23

SS: Soma dos quadrados; GL: Graus de liberdade; MS: Quadrado médio

Fonte: Autoria propria (2021).

Tabela 31 — Matriz de Tukey das diferencas de médias entre os grupos dos tratamentos acidos

avaliados em fung¢ao da atividade inulinase.

Tratamento acido

[1] [2] [3]

Tratamento 1: pH inicial 3 / pH final 5,5
Tratamento 2: pH inicial 5 / pH final 4,0

Sem tratamento

111,93 129,08 32,64
0,000229  0,000227
0,000229 0,000227

0,000227 0,000227

Fonte: Autoria propria (2021).
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